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SUMMARY

SUMMARY

The plant pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria possesses a type
IIT secretion (TTS) system that is necessary for both pathogenicity in susceptible hosts
and the induction of the hypersensitive response in resistant plants. This specialized pro-
tein transport system is encoded by a 23-kb Arp (hypersensitive response and pathogenic-
ity) gene cluster (26).

This work showed that X. campestris pv. vesicatoria produces filamentous structures, the
Hrp pili, at the cell surface under Arp-inducing conditions. Analysis of purified Hrp pili
and immunoelectron microscopy revealed that the major component of the Hrp pilus is
the HrpE protein which is encoded in the srp gene cluster. Sequence homologues of irpE
are only found in other xanthomonads. Analysis of a nonpolar ArpE mutant demonstrated
that the Hrp pilus is essential for the productive interaction of X. campestris pv. vesicato-
ria with pepper host plants. Furthermore, a functional Hrp pilus is required for type IlI-
dependent protein secretion. Immunoelectron microscopy revealed a close contact of type
III-secreted proteins, such as HrpF and AvrBs3, with the Hrp pilus during their secretion.
By systematic analysis of nonpolar hrp, hrc (hrp conserved), and hpa (hrp associated)
mutants, we found that Hpa proteins as well as the translocon protein HrpF are dispensa-
ble for pilus assembly, while all other tested Hrp and Hrc proteins are required (209).
Functional domains of HrpE were mapped by linker-scanning mutagenesis and by re-
porter protein fusions and suggest a two-domain structure of HrpE with an N-terminal
surface-exposed variable region, including the type III secretion signal, and a C-terminal
polymerization domain. Comparisons with a mutant study of HrpA, the Hrp pilin from
Pseudomonas syringae pv. tomato, and hydrophobicity plot analyses of several nonho-
mologous Hrp pilins suggest a common architecture of Hrp pilins of different plant-
pathogenic bacteria (208). Analysis of the evolutionary rate of the ArpE gene showed that
parts of the HrpE N terminus are subjected to positive selection, whereas the C terminus
is subjected to purifying selection. Despite the high sequence diversity at the N terminus
an amphipathic a-helix was identified as the probable type III secretion signal of HrpE
(210).
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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Das pflanzenpathogene Bakterium X. campestris pv. vesicatoria verfiigt tiber ein Typ-III-
Sekretionssystem (TTS-System), welches sowohl fiir die Pathogenitéit auf suszeptiblen
Pflanzen als auch fiir die Auslosung einer hypersensitiven Reaktion auf resistenten Pflan-
zen essenziell ist. Dieses Transportsystem wird im 23-kb grof3en Arp-Gencluster (,.hyper-
sensitive response and pathogenicity*) kodiert (26).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass X. campestris pv. vesicatoria unter hrp-Gen-
induzierenden Bedingungen an der Zelloberfliche filamentdse Strukturen bildet, die Hrp-
Pili. Eine Analyse der gereinigten Strukturen und Immunmarkierungsexperimente erga-
ben, dass die Hauptuntereinheit des Hrp-Pilus von HrpE gebildet wird. Sequenzhomologe
konnten bisher nur in anderen Xanthomonaden identifiziert werden. Die Untersuchung
nicht-polarer ArpE Mutanten zeigte, dass der Hrp-Pilus sowohl fiir die Translokation als
auch fiir die Sekretion essenziell ist (209). Immunmarkierungsexperimente belegten, dass
Typ-IlI-abhéngig sekretierte Proteine, wie HrpF und AvrBs3, wihrend des Sekretionspro-
zesses in der Nédhe des Hrp-Pilus lokalisiert sind. Eine systematische Analyse nicht-
polarer Mutanten in den Arp, hrc (,,hrp conserved®) und hpa (,,hrp associated*) Genen
offenbarte, dass bis auf die Hpa-Proteine und dem Translokonprotein HrpF, alle Hrp- und
Hrc-Proteine essenziell fiir die Assemblierung des Hrp-Pilus sind.

Die funktionelle Charakterisierung von HrpE mittels Linkerscanningmutagenese sowie
translationale Fusionen mit einem Reporterprotein weisen auf zwei funktionelle Doméanen
hin - eine variable, oberflichenexponierte Doméne, die auch das Typ-III-Sekretionssignal
beinhaltet, und eine hoch konservierte, C-terminale Polymerisierungsdomine. Der Ver-
gleich mit einer Mutantenanalyse von HrpA, dem Hrp-Pilin von Pseudomonas syringae
pv. tomato, und die Ahnlichkeit der Hydrophobizititsprofile weiterer nicht-homologer
Hrp-Piline deutet eine gemeinsame Architektur der Hrp-Piline verschiedener pflanzen-
pathogener Bakterien an (208). Die Analyse der auf HrpE wirkenden evolutionédren Ein-
fliisse belegte, dass Teile des N-Terminus dem Einfluss der Diversifikation der Sequenz
unterliegen (,,positive selection®), der C-Terminus jedoch unter einem die Sequenz be-
wahrenden Evolutionsdruck steht (,,purifying selection®). Weiterhin konnte trotz geringen
Sequenzihnlichkeit eine amphipathische a-Helix als mogliches Typ-III-Sekretionssignal
von HrpE identifiziert werden (210).

III



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
Summary I
Zusammenfassung I
Inhaltsverzeichnis 1A%
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis VI
1 Einleitung 7
1.1 Das TTS-SYSTEML...c..eeiiiiiieiieeieeeie ettt 8
1.1.1  Supramolekulare Struktur des TTS-Systems.........cccoceeveeviriiniininiiinecnencneens 10
1.1.2 Erkennung der SUDSLIate. ........ccccovuiriiniiiinieiieiereeecteee et 11
1.2 TTS-Systeme pflanzenpathogener Bakterien...........ccccocveveiiiniiniincncnccncnnne. 15
1.3 Das Modellsystem Xanthomonas ...............cccoceeecevoeeiienieeiienieeeiesee e 16
1.3.1  Substrate pflanzlicher TTS-SySteme .........ccccocverervieriininiiiicnieeeieneceeeneens 17
1.3.2  Das TTS-System von X. campestris pv. VESICAOTIA. .......cc.cecvereenrerueneeriennenieens 19
1.3.3  Regulation des TTS-Systems von X. campestris pv. vesicatoria .........c..ccoeeu..... 20
1.3.4  Funktion der im Arp-Gencluster kodierten Proteine...........cccccoceevvriineeicnicnnns 21
1.4 Zielstellung der ATDeIt.......coouiiiiiiiiiiii e 29
2 Ergebnisse 30
2.1 Ubersicht der Publikationen und Manuskripte ..............ccceevrueveeeeverereeresrnernenn. 30
2.2 Der Typ-IlI-abhédngige Hrp-Pilus ist essenziell fiir die Interaktion von

X. campestris pv. vesicatoria mit der Paprika-Wirtspflanze ..............cccocceeneene 32
2.2.1  Artikel: Weber, E., Ojanen-Reuhs, T., Huguet, E., Hause, G., Romantschuk,

M., Korhonen, T.K., Bonas, U. and Koebnik, R. (2005) The type III-

dependent Hrp Pilus is required for productive interaction of Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria with pepper host plants. J. Bacteriol., 187, 2458-

24608 ...ttt et b bt ettt et as 32
2.2.2  Erginzende ErgebniSSe. ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieiie ettt 43
2.2.3  Zusammenfassung der Ergebnisse ..........ccocceeriieiiiiiiiiiiiiieceeecee e 47
23 Analyse der Doménenstruktur der Hrp-Pilus Untereinheit HrpE von

X. campestris PV VESICALOTIA ......eeueeeueieiieeiieiie et eite et esiee et e eiee e ebeeseeeeseeseeas 48
2.3.1  Artikel: Weber, E. and Koebnik, R. (2005) Domain structure of HrpE, the

Hrp pilus subunit of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. J. Bacteriol.,

L87, O1TS5-60180. ..ottt s 48
2.3.2  Erginzende ErgebniSSe. .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiieiie ettt 60
2.3.3  Zusammenfassung der Ergebnisse ..........cccoceeriiiiiiiiiiiiiiniecieeeeee e 63
24 Die Hrp-Pilus Untereinheit HrpE von X. campestris pv. vesicatoria unterliegt

einer positiven SEleKtION .........coeeviiiiiiiiiiiniiteeece e 64



INHALTSVERZEICHNIS

24.1

242
2.5

2.5.1

252

3.1
3.2
33
3.4
3.5
3.6

5.1
52

Artikel: Weber, E. and Koebnik, R. (2006) Positive selection of the Hrp pilin
HrpE of the plant pathogen Xanthomonas. J. Bacteriol., 188, 1405-1410.......... 64
Zusammenfassung der ErgebniSse .......ccccovvieiuieriieiiienieeiieie e 70
Verfeinerung der ArpD und hrpE Operonstruktur von X. campestris pv.
VESICALOTIA ...ttt ettt ettt ettt st ettt et a et b besueeneeaee 71
Manuskript: Weber, E., Berger, C., Bonas, U. and Koebnik, R. Refinement

of the Xanthomonas campestris pv. vesicatoria hrpD and hrpE operon

SETUCTUTE. ...ttt ettt ettt ettt et sat e et esat e e b st e e bt e sabeenbeenanees 71
Zusammenfassung der ErgebniSse ........coovvieeiieriieiiienieeiieie e 92
Diskussion 93
Morphologie des Hrp-Pilus von X. campestris pv. vesicatoria ...........c..ceceeueenee. 93
Architektur des von HrpE gebildeten Hrp-Pilus .........ccooevieriiiiiiiniiiiieieee 94
Einbindung des Hrp-Pilus in den TTS-Apparat ...........ccccevvvenienenienienenieneene, 97
Doménenstruktur von HIpE .........ccooiiiiiiiiiiieeeee e 98
Der N-Terminus von HrpE ist eine multifunktionale Doméne ................c...... 100
Regulation der Assemblierung von HrpE...........ccooiiiiiiiiiiiiieeeeen 104
Literaturverzeichnis 108
Anhang 118
Anhang A: Verwendete Primer ..........cocoeoieviiiiiiiniiniiiceeneeeceeeeeseene 118
Anhang B: AbKUrzungsverzeichnis...........ccoceeveeierieneeiienieneeiesesieeeeeesene 119



ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS

ABBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:
Abbildung 5:

Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:
Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:

Abbildung 13:

Tabelle 1:
Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Ubersicht iiber die Sekretionssysteme Gram-negativer Bakterien. 9

Morphologischer Vergleich des Flagellenbasalkorpers und des

Nadelkomplexes. 10
Ubersicht iiber Typ-III-Sekretionssignale und der mdglichen Funktion

von TTS-Chaperonen. 13
Bakterielle Fleckenkrankheit. 17
Schematische Darstellung des hrp-Genclusters von X. campestris pv.
vesicatoria. 20
Regulation des hrp-Genclusters in X. campestris pv. vesicatoria. 21
Modell des TTS-Systems von X. campestris pv. vesicatoria. 28
Analyse der Expression von HrpE. 44
Der Einfluss von ArpE auf die Aktivitit der hrp-Promotoren. 46

Expression der dominant-negativen HrpE-Insertionsmutanten. 61
Charakterisierung der Epitop-markierten HrpE-Varianten. 62
Modell der Doménenstruktur von HrpE und vermutliche Anbindung

an die an die Sekretinpore. 104

Modell der Sekretion in X. campestris pv. vesicatoria. 107

Bekannte Effektoren von X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10. 19
Konservierte Komponenten des TTS-Systems von X. campestris pv.
vesicatoria. 25

Hauptuntereinheiten der mit TTS-Systemen assoziierten

Oberflachenstrukturen. 96
In den Publikationen verwendete und nicht beschriebene
Oligonukleotide. 118

VI



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Ubertragbare Krankheiten werden von den Menschen seit alters her als besondere Bedro-
hung empfunden. Eine groBe Anzahl antiker und mittelalterlicher Aufzeichnungen und
Abbildungen bezeugen das Grauen aber auch die Hilflosigkeit, die diese sich unsichtbar
ausbreitenden Krankheiten auf die damaligen Chronisten und Zeitgenossen ausiibten. Als
ein mikrobiologisches Problem wurden die iibertragbaren Erkrankungen erst am Ende des
neunzehnten Jahrhunderts durch die Arbeiten von Robert Koch, Louis Pasteur und ande-
rer Mikrobiologen wahrgenommen. Einen besonders tiefen Eindruck hinterlieB die Pest,
ausgelost von dem Gram-negativen Bakterium Yersinia pestis, die in mehreren Pande-
mien den vorderen Orient, den Mittelmeerraum und Nordeuropa entvilkerte. Der Pest-
epidemie von 1391 fielen 30-40 % der Bevolkerung Nord- und Mitteleuropas zum Opfer.
Weitere den Menschen bedrohende Gram-negative bakterielle Pathogene wie Salmonel-
la spp., Shigella spp. und pathogene Escherichia coli spp. 16sen Nahrungsmittelvergif-
tung, Typhus, Dysenterie oder Diarrhd aus. Die Divergenz der ausgeldsten Krankheits-
symptome deutete auf jeweils einzigartige molekulare Mechanismen als Ausloser fiir die-
se Krankheiten hin. Es wurde jedoch auch ein gemeinsamer Faktor identifiziert, der es-
senziell fiir die jeweilige Pathogenitit war - das Typ-III-Sekretionssystem (TTS-System).
Dieses Transportsystem erlaubt es extrazelluldr lokalisierten Bakterien, bakterielle Effek-
torproteine in das Zytoplasma der Zielzelle zu transportieren (170, 183). Diese Effek-
torproteine interferieren mit einer Vielzahl von zelluldren Prozessen der Zielzellen und
induzieren unter anderem morphologische Anderungen des Zytoskeletts oder modulieren
die Wirtsabwehr (101). Neben tierpathogenen Mikroorganismen verfligen auch phyto-
pathogene Bakterien iliber ein TTS-System. Gram-negative Bakterien der Gattungen E7-
winia, Pseudomonas, Ralstonia und Xanthomonas 16sen auf vielen Nutzpflanzen Krank-
heiten aus und verringern zum Teil die Ernteertrdge drastisch (228). Neben ihrer Bedeu-
tung fiir die Pathogenitét beeinflussen TTS-Systeme auch die Etablierung symbiotischer
Beziehungen zwischen Eukaryonten und Prokaryonten, wie im Falle der landwirtschaft-
lich und 6kologisch wichtigen Pflanzensymbionten der Gattung Rhizobium (130) und des
Endosymbionten Sodalis glossinidius der Tsetsefliege (48). Das molekulare Verstindnis
des Transportvorgangs durch das TTS-System, das einen generellen Mechanismus des
Proteintransfers zwischen den Reichen der Prokaryonten und der Eukaryonten darstellt,

1st damit von besonderem Interesse.



EINLEITUNG

1.1 Das TTS-System

Extrazelluldre Proteine stellen einen zentralen Faktor bakterieller Infektionsstrategien dar
und weisen mannigfaltige Aktivititen auf. Man findet u. a. Proteine, die eine zytotoxi-
sche, proteolytische, hydrolytische oder hidmolytische Funktion besitzen. Allerdings wird
der Transport all dieser Proteine durch eine begrenzte Anzahl von Sekretionssystemen
iibernommen. Es wird hierbei zwischen Export, Sekretion und Translokation unterschie-
den, wobei Export den Transport vom Zytoplasma ins Periplasma, Sekretion den Trans-
port vom Zytoplasma iiber innere und dullere Membran in das Aulenmedium und Trans-
lokation den Transport von Proteinen aus dem Zytoplasma der Bakterienzelle in das Zy-
tosol der eukaryontischen Zielzelle beschreibt.

In Gram-negativen Bakterien wurden bisher sechs verschiedene Sekretionsmechanismen
charakterisiert (113) (Abb. 1). Das Typ-I-Sekretionsystem, das Typ-II-Sekretionssystem,
das ,,chaperon/usher“-System und die Autotransporter sekretieren ihre jeweiligen Substra-
te in das extrazelluldre Milieu der Bakterien. Der Transport der Substrate {iber die innere
Membran ist hier in der Regel abhidngig vom Sec-System (206). Das TTS- und das
Typ-IV-System ermoglichen neben der Sekretion auch die Translokation von Effek-
torproteinen in das Zytosol der Zielzellen (33, 81). Die Substrate des TTS-Systems wer-
den ohne nachweisbare periplasmatische Intermediate sekretiert bzw. transloziert. Das im
N-Terminus lokalisierte Typ-III-Sekretionssignal ist auf Primérstrukturebene nicht kon-
serviert und wird im Gegensatz zum ebenfalls N-terminal lokalisierten Signal
Sec-System-abhingiger Substrate nicht proteolytisch prozessiert (89). Das TTS-System
ermdglicht den Ferntransport in die Zielzelle iiber beide bakterielle Membranen, die phy-
sikalischen Barrieren eukaryontischer Zellen, wie die pflanzliche Zellwand oder die Mu-
cosa von Darmepithelzellen, und die eukaryontische Plasmamembran. Der beide bakteri-
elle Membranen durchspannende TTS-Apparat ist aus zirka 20 Komponenten aufgebaut.
Die Komponente, die eine Pore in der dufleren Membran bildet, ist wie beim Typ-II-
Sekretionssystem ein Mitglied der Sekretinfamilie (64). Eine grole Anzahl von Kompo-
nenten weist auch Sequenzhomologien zu Komponenten des Flagellen-Systems auf. Im
Flagellen-System sind diese Komponenten essenziell fiir die Sekretion und die Assemb-

lierung der Komponenten des ,,hook* und des Filaments (Abb. 2) (4, 23).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Sekretionssysteme Gram-negativer Bakterien.

Dargestellt ist der schematische Aufbau der sechs Sekretionssysteme Gram-negativer Bakterien und ihrer
Substrate, wobei ein Hauptaugenmerk auf die gebildeten Oberflichenstrukturen gelegt wurde. Die ATPasen
der Systeme und die Lokalisierung der Transportsignale sind in Rot hervorgehoben. Vier von sechs Trans-
portsystemen nutzen zum Export ihrer jeweiligen Substrate ins Periplasma das Sec-System, dessen Kern
vom Heterotrimer SecYEG gebildet wird. Das N-terminal lokalisierte Signal wird von der Signalpeptidase
(SPase) prozessiert. Zu den vier Sec-abhdngigen Systemen zdhlen die Autotransporter, das ,,chape-
ron/usher“-System, das Typ-II-Sekretionssystem und das Typ-IV-Sekretionssystem. Das Adhésin YadA
von Yersinia enterocolitica stellt einen Autotransporter dar, welcher als Trimer vorliegt und mittels
C-terminal lokalisierter B-Faltbldtter in der d&uleren Membran verankert ist. Der Transport iiber die duflere
Membran erfolgt ohne weitere Transportsystemkomponenten (166). ,,Chaperon/usher“-Systeme, exempla-
risch fiir den Typ-1-Pilus uropathogener Escherichia coli gezeigt, sind durch ein periplasmatisches Chape-
ron (FimC) und einen ,,Usher (FimD) in der &uleren Membran charakterisiert. Die Hauptstrukturkompo-
nente des Typ-1-Pilus stellt FimA dar, wobei die adhisive Spitze von FimH gebildet wird (149). Neben der
Sekretion von degradierenden Enzymen und Toxinen bildet das Typ-II-Sekretionssystem auch Typ-4-Pili,
die in die Adhédsion und ,,Twitching motility* involviert sind. In Pseudomonas aeruginosa durchspannt der
aus PilA Monomeren bestehende Typ-4-Pilus die duBlere Membran mittels des zur Sekretinfamilie zdhlen-
den PilQ (64). Die Typ-IV-Sekretion kann sowohl Sec-abhingig (Pertussistoxin, Bordetella pertussis), als
auch Sec-unabhéngig (T-DNA und Effektortranslokation in Agrobacterium tumefaciens) erfolgen (33). Der
A. tumefaciens Typ-IV-Apparat ist mit einem T-Pilus assoziiert, der von VirB2 und VirB5 gebildet wird
(41). Der Transportvorgang bei Typ-III- und Typ-I-Sekretionssystemen ist unabhdngig vom Sec-System.
Typ-I-Sekretionssysteme bestehen aus nur drei Komponenten und stellen somit die einfachsten Transport-
systeme dar. Sie transportieren Toxine, Lipasen und Proteasen ohne periplasmatische Intermediate. Gezeigt
ist das a.-Hamolysin-Transportsystem aus E. coli. Es besteht aus einer ATPase (HlyB), einem Auflenmemb-
ran-Protein (TolC) sowie einem den periplasmatischen Raum durchspannenden, in der inneren Membran
verankerten sogenannten Membranfusionsprotein (HlyD) (72). Das TTS-System ist schematisch fiir Salmo-
nella typhimurium dargestellt. Bei pflanzenpathogenen Bakterien ist das TTS-System nicht mit einer Nadel
sondern mit einem Hrp-Pilus assoziiert (81).
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1.1.1 Supramolekulare Struktur des TTS-Systems

Die supramolekulare Struktur des TTS-Systems wurde bei tierpathogenen Bakterien wie
Salmonella, Shigella und enteropathogenen Escherichia coli (EPEC) aufgeklart (21, 49,
116). Die gereinigten und mittels Elektronenmikroskopie visualisierten Komplexe durch-
spannen beide bakteriellen Membranen und assemblieren einen ,,Nadelkomplex“ (Abb.
2B). Diese Nadelkomplexe weisen eine erstaunliche morphologische Ahnlichkeit zu den
,,hook basal bodies* des Flagellensystems auf (23) (Abb. 2A/C). Die extrazellulire Kom-
ponente des Nadelkomplexes besteht aus einer nadelartigen Struktur, wohingegen der
,,hook basal body* mit einem ,,hook* und einem Filament assoziiert ist. Neben der Homo-
logie zahlreicher Komponenten deutet auch die morphologische Ahnlichkeit der Systeme
auf eine funktionale Analogie hin. Die zylindrische Basis des Nadelkomplexes weist vier
konzentrische Ringe auf, die der Verankerung des Apparates in den bakteriellen Memb-
ranen dienen. Im Zentrum befindet sich ein 2-3 nm durchmessender Kanal, der auch fiir
das Flagellum beschrieben wurde (22, 142). Der Durchmesser des Kanals erlaubt den
Transport der Substrate allerdings nur in entfaltetem oder teilgefaltetem Zustand. In Pra-
parationen des Shigella flexneri-Nadelkomplexes kann zudem eine im Zytoplasma lokali-

sierte ,,.Blase* beobachtet werden, die moglicherweise analog zum flagellaren Zytoplas-

makomplex ist (21).
C Flagellenbasalkorper Nadelkomplex
Nadel/
,Hook"
Am
Basis -
IM
Zytoplasma-
komplex

Abbildung 2: Morphologischer Vergleich des Flagellenbasalkérpers und des Nadelkomplexes.

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme des Flagellenbasalkorpers von S. typhimurium (128). (B) Abbil-
dung basierend auf der Durchschnittsberechnung von 437 elektronenmikroskopischen Einzelaufnahmen des
S. flexneri-Nadelkomplexes (22). (C) Zeichnung des Flagellenbasalkorpers und des Nadelkomplexes von
S. typhimurium modifiziert nach Minamino et al. 2005 (140). AM, #uBere Membran; PG, Peptidoglycan;
IM, innere Membran. Der Balken entspricht 40 nm.
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1.1.1.1 Mit TTS-Systemen assoziierte Oberfliichenstrukturen

Die mit dem TTS-Systemen assoziierten Nadeln sind aus vielen Kopien eines Proteins
aufgebaut. Diese Untereinheiten sind selbst Substrate des TTS-Systems und assemblieren
zu einer helikalen Struktur mit einem zentralen, 2,5 nm durchmessenden Kanal (44). Der
AufBlendurchmesser der Nadeln betrdgt 8-10 nm. Die Nadelstrukturen besitzen eine defi-
nierte Lange, 58 nm bei Y. enterocolitica (100), 80 nm bei Salmonella typhimurium (116)
und 45 nm bei Shigella (194). Die strikte Lingenkontrolle wird in Yersinia spp. durch
YscP erreicht, das die Eigenschaft eines ,,molekularen Lineals*™ besitzt (100). Im Gegen-
satz zu der nahezu identischen Gesamtarchitektur der Nadeln zeigen die Nadelunterein-
heiten der unterschiedlichen Pathogene nur sehr geringe Sequenzéhnlichkeiten (117).

Das EspA-Filament ist eine weitere TTS-abhéngige Oberflachenstruktur, die von EPEC
Stimmen gebildet wird (52, 110). EspA interagiert mit EscF, der Nadeluntereinheit in
EPEC, und bildet eine Verlingerung der Nadel (49, 181). Das EspA-Filament besitzt ei-
nen Durchmesser von 12 nm und eine Lange von bis zu 600 nm. Es ist unabdingbar fiir

die Translokation, allerdings nicht fiir die Sekretion von Effektoren.

1.1.1.2 Translokon-Komponenten

Die beschriebenen Oberflachenstrukturen stellen vermutlich die Verbindung zwischen der
Basis des TTS-Systems und dem Typ-III-Translokon her. TTS-Translokons sind essen-
ziell fir den Transport von Effektoren durch die eukaryontische Plasmamembran. Die
Komponenten des Translokons sind bakteriellen Ursprungs und werden ebenfalls
TTS-abhédngig sekretiert (34). In pathogenen E. coli konnte das TTS-Translokon durch
»atomic force microscopy* visualisiert werden. Die Proteine EspB und EspD bilden eine
membranstindige Pore, die einen AuBendurchmesser von 50 nm und eine zentrale Off-
nung von zirka 8 nm aufweist (94). Die Verbindung zwischen den Oberfldchenstrukturen
und dem Translokon erfolgt vermutlich nicht direkt, sondern iiber einen Komplex an der

Spitze der Nadel wie in Yersinia beschrieben (146).

1.1.2 Erkennung der Substrate

In den bisher in biologischen Systemen beschriebenen Féllen des Proteintransports iiber
biologische Membranen ist die Information fiir den Transport allein in der Polypeptidket-
te vorhanden (20). Diese Information kann in Form eines hydrophoben N-terminalen Sig-

nals, einer Reihe basischer Aminosduren, einer spezifischen Aminosiduresequenz oder der
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Tertidrstruktur kodiert sein (20, 104, 112, 158). Im Gegensatz dazu ist die Natur des
Typ-I11-Sekretionssignals auch nach nunmehr 15 Jahren intensiver Forschung nicht voll-
standig geklart. Das Typ-III-Sekretionssignal eines Effektors kann von TTS-Systemen
verschiedener bakterieller Spezies und dem Flagellensystem erkannt werden, was auf
einen generellen Mechanismus der Substraterkennung und Sekretion hindeutet (120, 171,
187, 226, 227). Zurzeit werden zwei mogliche Szenarien der Sekretion bzw. Translokati-
on diskutiert: (i) ein Signal auf mRNA-Ebene, das einen kotranslationalen Transport
bedingen wiirde, oder (ii) eines auf Aminosdureebene (Abb. 3). Wie das Sec-Signal ist
auch das Typ-IlI-Sekretionssignal am N-Terminus der Substrate lokalisiert.
Translationale Fusionen der Effektoren YopE und YopH aus Yersinia an Reporterproteine
zeigten, dass die ersten ca. 15 Codonen fiir die Sekretion ausreichend sind (184). Dieses
Ergebnis wurde auch fiir die Effektoren AvrB und AvrPto von P. syringae sowie den

Effektor AvrBs2 aus X. campestris bestétigt (10, 144).

1.1.2.1 Das mRNA-Signal

Die Kontroverse um die Natur des Typ-III-Sekretionssignals wird liegt in seiner gro3en
Variabilitit begriindet. Das Fehlen konservierter Sequenzabschnitte oder Aminosauren in
den N-Termini Typ-IlI-abhéngig sekretierter Substrate sowie der fehlende Einfluss ge-
zielter, sequentieller Aminosdureaustausche im Sekretionssignal verschiedener Yersinia-
Effektoren auf die Sekretionseffizienz fiihrten zur Annahme, dass die mRNA als Typ-III-
Sekretionssignal dient. Dies wiirde in Anlehnung an den Export von Substraten in das
endoplasmatische Retikulum einen kotranslationalen Transport bedingen (8). Diese An-
nahme wurde durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Leserastermutationen in den ersten
zirka 15 Codonen der Effektoren YopE, YopN, YopQ, AvrB, AvrPto und AvrBs2, die die
Aminosduresequenz des Typ-III-Sekretionssignals nachhaltig, die Struktur der mRNA
jedoch nur geringfiigig beeinflussen, zu funktionalen Sekretionssignalen fiihren (8-10,
144). Die Leserastermutationen wurden durch das Einfiigen oder die Deletion einer Base
hinter dem Start-Codon generiert, wobei der Leserahmen am translationalen Fusionspunkt
mit dem Reporterprotein wieder korrigiert wurde. Neueste Studien der Effektoren YopE
und YopQ aus Yersinia zeigen allerdings, dass die Toleranz gegeniiber diesen Leseras-
termutationen begrenzt ist. Die minimalen Sekretionssignale konnten mit sieben (YopE)
oder zehn Codonen (YopQ) bestimmt werden, bei denen allerdings Leserastermutationen
zum Funktionsverlust fithren (163). Dieser Funktionsverlust kann durch die Fusion der

3’-gelegenen Codonen aufgehoben werden, wobei die Funktion dieser Suppressorregion
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wiederum unabhédngig von Leserastermutationen ist. Das Funktionsprinzip dieses als
zweigeteilt postulierten Sekretionssignals ist allerdings noch ungeklért. Die N-terminalen
sieben bis zehn Aminosiuren befinden sich wihrend der Translation noch im , Exit®“-
Kanal des Ribosoms. Somit ist fraglich, wie ein Ribosom mit der arretierten mRNA eines

Effektors erkannt werden kann.

Effektor

Wirtszell-Zytoplasma

Y | ]

Bakterielles Zytoplasma

N
Q8
N ./ N
Co-translational  \_terminales Signalpeptid ¢

5 mit Chaperon N-terminales Signalpeptid
ohne Chaperon

mRNA Signal

2 B C

Translation
3I

Abbildung 3: Ubersicht iiber Typ-III-Sekretionssignale und der moglichen Funktion von
TTS-Chaperonen.

Drei verschiedene Typ-IlI-Sekretionssignale wurden bisher beschrieben. (A) Die Erkennung des mRNA-
Signals basiert moglicherweise auf der Bildung einer ,,stem loop* Struktur, hier in blau gezeigt, wobei der
Transport dann wahrscheinlich kotranslational erfolgt. (B) Chaperon-Dimere (graue Ellipsen) binden spezi-
fisch an Chaperonbindedoménen von Effektoren (blaue Linie) und beeinflussen deren Stabilitdt, verhindern
ihre Aggregation oder konnten als dreidimensionales Sekretionssignal dienen. (C) Die Sekretion ist aller-
dings auch in Abwesenheit des Chaperons durch ein N-terminales Signalpeptid (rote Linie) moglich. PM,
Plasmamembran; AM, #uBere Membran; P, Periplasma; IM, innere Membran.
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1.1.2.2 Das Signal auf Aminosiureebene

Die Idee eines proteinogenen Typ-III-Sekretionssignals wird durch Experimente unter-
stiitzt, bei denen die Funktion des Sekretionssignals trotz einer dramatischen Verdnderung
der mRNA-Sequenz nicht beeintrichtigt wurde. Mutationen, die die Aminosduresequenz
des YopE-Sekretionssignals unverdndert lieBen, aber 17 von 27 Codonen verdnderten,
hatten keinen Einfluss auf Sekretionskompetenz des Signals (126). Dieses Ergebnis und
der in vielen Fillen fehlende Einfluss von Leserastermutationen auf die Sekretion spra-
chen fiir ein stark degeneriertes Signal, das auf der Aminosduresequenz basiert. Diese
These wurde unterstiitzt durch die Funktionalitit eines kiinstlichen Signals bestehend aus
einer alternierenden Folge von Serinen und Isoleucinen (127). Die Analyse von Signalen
bestehend aus Permutationen der Aminosduren Serin und Isoleucin zeigte, dass der
amphipathische Charakter des Signals essenziell ist (127). Vergleichende Analysen der
Aminosdurekomposition funktionaler Typ-III-Sekretionssignale zeigten eine Priferenz
fiir bestimmte Aminosduren bzw. physikochemische Eigenschaften, die zwischen Tier-
und Pflanzenpathogenen konserviert ist (76, 159). Die Frage, ob trotz des degenerierten
Charakters des Typ-III-Sekretionssignals ein konserviertes Strukturmotiv als Signal dient
kann durch die geringe Anzahl geloster Strukturen von TTS-Substraten, die auch den
N-Terminus beinhalten, nicht abschlieBend beantwortet werden. Der N-Terminus des
Effektors YopM aus Yersinia ist unstrukturiert (58), der von YopH bildet eine amphi-
pathische a-Helix (59), wohingegen die Periodizitdt von kiinstlichen funktionalen Sekre-

tionssignalen eher auf einen amphipathischen B-Strang hinweisen (73).

1.1.2.3 Typ-1II-Chaperone

Zusitzlich zum N-terminalen Sekretionssignal (mRNA oder Protein) bendtigen einige
Effektoren zur effizienten Sekretion oder zur Stabilisierung die Hilfe von
TTS-Chaperonen (81). TTS-Chaperone sind durch ein geringes Molekulargewicht von
zitka 15 kDa und einen niedrigen p/ gekennzeichnet. Die Chaperone binden in der
N-terminalen Hailfte ihres jeweiligen Substrats (81). Aufgrund ihrer Substratspezifititen
wurden die TTS-Chaperone in Klassen eingeteilt. Klasse IA-Chaperone besitzen nur ei-
nen Interaktionspartner, wohingegen Klasse IB-Chaperone mit mehreren Partnern inter-
agieren, die keinerlei Sequenzhomologie aufweisen. Klasse II-Chaperone sind spezifisch
fiir Translokonkomponenten (157). TTS-Chaperone erfiillen ihren positiven Einfluss auf
die Sekretion durch verschiedene Mechanismen. Zum einen stabilisieren sie die Substrate

und verhindern deren Aggregation, oder aber sie halten sie in einem teilentfalteten Zu-
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stand, der moglicherweise die Sekretion erleichtert (69, 185). Des Weiteren konnten die
gebundenen Klasse IA-Chaperone ein dreidimensionales Sekretionssignal darstellen, da
sie, trotz einer geringen Sequenzidentitét, im Komplex mit ihren Substraten nahezu iden-
tische 3D-Strukturen aufweisen (18, 73). Einen Beleg fiir diese Hypothese liefert auch die
Interaktion von TTS-Chaperonen mit konservierten Komponenten des TTS-Systems (37,
71,196, 197).

TTS-Chaperone wurden bisher hauptsdchlich in Tierpathogenen identifiziert. Bei den
Pflanzenpathogenen E. amylovora und P. syringae wurden bisher nur Klasse [A-
Chaperone beschrieben, wohingegen in Xanthomonas spp. und R. solanacearum Hinwei-

se auf Klasse IA-Chaperone fehlen (37, 81, 195).

1.2 TTS-Systeme pflanzenpathogener Bakterien

TTS-Systeme werden in nahezu allen Gram-negativen pflanzenpathogenen Bakterien
kodiert, wobei Agrobacterium spp. und Xylella spp. eine Ausnahme bilden (204). In den
Gattungen Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia und Xanthomonas wird das TTS-System
durch Arp-Gene kodiert, (,,hypersensitive response and pathogenicity*), die essenziell fiir
die bakterielle Pathogenitit sind. Mutanten in den Arp-Genen sind nicht zur Vermehrung
und Auslosung von Krankheitssymptomen in suszeptiblen Pflanzen beféhigt und induzie-
ren keine HR (,,hypersensitive response®) in resistenten Pflanzen (124). Die hrp-Gene
sind in 20-30 kb groBBen Genclustern organisiert, die entweder chromosomal oder, wie bei
Ralstonia, megaplasmidkodiert sind. Die Abweichung der hrp-Gencluster im G+C Gehalt
vom Durchschnitt des Genoms und die Assoziation mit mobilen Elementen, deuten dar-
auf hin, dass die hrp-Gencluster Teile von Pathogenitétsinseln darstellen und durch hori-
zontalen Gentransfer erworben wurden (51, 77). Phylogenetische Analysen zeigen, dass
mit dem Flagellum-assoziierte TTS-Systeme nicht der Vorldufer der Virulenz-
assoziierten TTS-Systeme sind (75). Vielmehr werden chlamydiale TTS-Systeme als
Vorfahren diskutiert, da sie einen dhnlichen phylogenetischen Abstand zu Flagellum- und
Virulenz-assoziierten TTS-Systemen zeigen und die Bildung eines zusammenhingenden
Genclusters noch nicht abgeschlossenen ist (155). Anhand der Sequenzhomologien, der
Operonstruktur und der Regulationsprinzipien zéhlen die 4rp-Gencluster von Erwinia und
Pseudomonas zur Hrpl-Klasse, wohingegen Ralstonia und Xanthomonas spp. einen Hrp2
hrp-Gencluster kodieren (66, 81). Diese Einteilung ist unabhédngig von der phylogeneti-

schen Distanz der Organismen.
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1.3 Das Modellsystem Xanthomonas

Bakterien der Gattung Xanthomonas infizieren mehr als 120 monokotyledone und 260
dikotyledone Pflanzenarten, zu denen wichtige Kulturpflanzen wie Reis, Wein, Tabak,
Soja, Tomate und Paprika zdhlen (38). Die ausgelosten Krankheiten gehen mit chloroti-
schen und nekrotischen Léisionen, Welke und Faule einher und fithren zu erheblichen Ern-
teeinbullen. Beispielsweise verursachte die von Xanthomonas oryzae pv. oryzae auf Reis
ausgeloste bakterielle Fiule in Indien zwischen 1975 und 1988 Ernteverluste von bis zu
60 % (14).

Eines der phytopathogenen Modellsysteme zum Studium der molekularen Interaktionen
zwischen bakteriellen Pathogenen und ihren Wirtspflanzen ist Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria, das auch als Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria oder Xanthomonas
euvesicatoria bezeichnet wird (99, 205). X. campestris pv. vesicatoria ist der Erreger der
bakteriellen Fleckenkrankheit auf Tomate (Lycopersicum spp.) und Paprika (Capsicum
spp.), durch die in den feuchtwarmen Anbaugebieten erhebliche Ernteausfille verursacht
werden (3) (Abb. 4A/C). Die Bakterien gelangen mittels Wassertropfen durch Oberfla-
chendffnungen wie Hydathoden und Stomata, oder {iber Verwundungen in das pflanzliche
Gewebe. Xanthomonas transportiert Effektorproteine direkt in die pflanzliche Zielzelle,
die hier mit Wirtszellprozessen interferieren und so die Vermehrung im Interzellularraum
und die Ausbildung von wiéssrigen Lisionen ermoglichen (Abb. 4B/D). Einige Effek-
torproteine (Avirulenzproteine, Avr-Proteine) werden in resistenten Pflanzen durch kor-
respondierende Resistenzgenprodukte (R-Proteine) erkannt (Gen-fiir-Gen-Hypothese) und
16sen spezifische Abwehrreaktionen aus (65). Diese Abwehr beinhaltet haufig das lokale
Absterben der pflanzlichen Zellen an der Infektionsstelle und verhindert so die weitere
Vermehrung des Pathogens in der Pflanze. Diese sogenannte ,,hypersensitive Reaktion*
(HR) manifestiert sich als makroskopischer Laborphinotyp als lokale Nekrose des pflanz-
lichen Gewebes (Abb. 4D). Fiir beide Ergebnisse in der Wirt-Pathogen Interaktion ist ein
funktionales TTS-System unabdingbar (26).
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wassrige
Lasionen

Abbildung 4: Bakterielle Fleckenkrankheit.

(A) Ein mit X. campestris pv. vesicatoria infiziertes Paprikafeld. Im Gegensatz zu den suszeptiblen Papri-
kapflanzen in der Bildmitte, zeigen die resistenten Pflanzen im Bildvordergrund keine Krankheitssympto-
me. (B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von X. campestris pv. vesicatoria im pflanzlichen In-
terzellularraum. Der Balken entspricht einem pm, ein Bakterium ist mit einem Stern markiert. (C) Sympto-
me der bakteriellen Fleckenkrankheit auf einer Tomate. (D) Laborphénotypen, die durch Injektion einer
bakteriellen Suspension hoher Zellzahl in den Interzellularraum hervorgerufen wurden. Die wéssrigen Lési-
onen wurden durch einen virulenten, die HR durch einen avirulenten Stamm ausgeldst.

1.3.1 Substrate pflanzlicher TTS-Systeme

1.3.1.1 Harpine

"Harpine" stellen die zuerst identifizierte Klasse TTS-abhéngig sekretierter Proteine dar
(212). Sie zeichnen sich durch einen hohen Glycinanteil sowie das Fehlen von Cysteinen
aus und induzieren in Nicht-Wirtspflanzen eine unspezifische HR (6, 70). Har-
pin-Proteine werden unter anderem von Erwinia spp. (HrpN und HrpW) (106, 212),
P. syringae (HrpZ und HrpW) (40, 79), R. solanacearum (PopA) (12) und X. campestris
pv. glycines (HpaG) kodiert (107).

X. campestris pv. vesicatoria verfiigt iiber das HpaG-Homolog XopA (151). Im Gegen-
satz zu HpaG ist XopA kein unspezifischer Ausloser der HR, da das fiir diese Funktion
notwendige Sequenzmotiv variiert ist (107). Die Harpine sind wahrscheinlich an der

pflanzlichen Zelloberfliche lokalisiert, was fiir HrpZ und HrpW bereits gezeigt werden
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konnte. Im Falle von HrpW koénnte die Bindung an die Zellwand {iber eine N-terminale
Pektatlyase-dhnliche Doméine erfolgen, fiir die eine Bindung von Kalziumpektat nachge-
wiesen wurde. (40, 87). Die biologische Funktion der Harpin-Proteine ist allerdings noch
weitgehend unklar. HrpZ bildet in vitro Poren in Lipiddoppelmembranen, die der Freiset-
zung von Nihrstoffen aus oder dem Transport von Virulenzfaktoren in die Wirtszelle
dienen konnten (119). Einen Einfluss auf die Pathogenitit konnte bisher allerdings nur fiir

HrpN aus E. amylovora bzw. E. chrysanthemi und XopA gezeigt werden (15, 151, 212).

1.3.1.2 Effektoren

Im Gegensatz zu den vom TTS-System sekretierten Harpinen werden in die Pflanzenzelle
translozierte Proteine als Effektoren bezeichnet. Die direkte Translokation von Effektoren
in die Pflanzenzelle ermoglicht es dem extrazelluldren Pathogen, die Physiologie suszep-
tibler Pflanzen zu beeinflussen (145). Wichtige Funktionen der Effektoren betreffen die
Unterdriickung der Nichtwirts-Resistenz, der Gen-fiir-Gen-Resistenz und der basalen
Pflanzenabwehr (153). Des Weiteren beeinflussen Effektoren die Ausbildung von Krank-
heitssymptomen und die Freisetzung von Bakterien an die Pflanzenoberflache (39).

Im X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10 wurden bisher 15 Effektoren identifiziert
(Tab. 1) (195). Eine Funktion in planta wurde bisher nur fiir XopD nachgewiesen, das
eine Cysteinprotease mit einer Spezifitit fiir das pflanzliche SUMO-Protein (SUMO,
,small ubiquitin like modifier*) darstellt (86). Bemerkenswerterweise kodiert 85-10 kein
Homolog der AvrBs3-Effektorfamilie, die typisch fiir Xanthomonas ist (195). Dies eroft-
net die Moglichkeit, AvrBs3 als sensitiven Reporter zu nutzen (152).

AvrBs3 ist das in X. campestris pv. vesicatoria am besten charakterisierte Effektorprotein
(25). In Paprikapflanzen, die das korrespondierende Bs3 Resistenzgen enthalten, 16st
AvrBs3 eine HR aus, wohingegen es in suszeptiblen Pflanzen eine Hypertrophie, eine
VergroBerung der Parenchymzellen, verursacht (133). AvrBs3 besitzt eine aulergewohn-
liche Struktur. Der zentrale Abschnitt der Polypeptidkette besteht aus 17,5 Wiederholun-
gen eines 34 Aminosduren umfassenden, nahezu identischen Sequenzmotivs, die sowohl
die Virulenz- als auch die Avirulenzaktivitit beeinflussen (27, 133). Der C-Terminus von
AvrBs3 verfiigt mit einer sauren Aktivierungsdomdne und Kernlokalisierungssequenzen
iiber Motive, die typisch fiir eukaryontische Transkriptionsfaktoren sind (191, 202). Beide
Motive sind fiir die Auslosung einer HR und die Ausbildung der Hypertrophie essenziell.
AvrBs3 wurde mittels immunzytologischer Methoden im pflanzlichen Zellkern nachge-

wiesen und vermittelt eine Transkriptionsaktivierung pflanzlicher Gene (133, 192).
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Tabelle 1: Bekannte Effektoren von X. campestris pv. vesicatoria-Stamm 85-10.

Gen- Vorhergesagte Funktion/Homologie® HrpG/HrpX- G+C° Referenz
Name abh.” (%)
avrBsl1 unbekannt - 4223 ((15679))
avrBs2 Mogliche Glycerophosphoryl-diester phosphodiesterase na 63,59 (190)
avrRxv YopJ/AvrRxv-Familie, mogliche Cysteinprotease - 52,32 ((24129))
xopB Homologie zu HopD1 (P. syringae pv. tomato) + 55,54 (150)
xopC unbekannt + 47,50 (152)
xopD SUMO Cysteinprotease; C48 Familie + 54,76 ((18561))
xopF'1 unbekannt na 65,47 (165)
xopF2 unbekannt na 64,72 (165)
xopJ AvrRxv/YopJ-Familie, mogliche Cysteinprotease + 56,86 (165)
xopN unbekannt na 63,44 (165)

Homologie zu HopK1 and AvrRps4

xopO (P. syringae) na 52,04  (165)

xopP unbekannt na 61,66 (165)
HopQ1-1-Familie, mogliche Inosin-uridin-nucleosid

xopQ N-ribohydrolase na 68,88 (165)

xopX unbekannt na 65,95 (136)

ecf Early chlorosis factor”, Homologie zu HopAE1 i 64.88 (141)

(P. syringae pv. syringae)

* Vorhergesagte Funktion und Homologie zu bekannten Effektoren von Pseudomonas syringae oder ande-
rer Xanthomonas sp. Fir die Pseudomonas Effektoren wurde die Einheitsnomenklatur nach Lindeberg ef al.
(123) genutzt.

® HrpG- und HrpX-abhingige Koregulation mit dem TTS-System (na, nicht analysiert).

¢ G+C Gehalt der kodierenden Region.

Die Angaben erfolgen nach Thieme et al. (195).

1.3.2 Das TTS-System von X. campestris pv. vesicatoria

In X. campestris pv. vesicatoria wird das TTS-System von einem 23 kb groflen chromo-
somalen Arp-Gencluster kodiert (Abb. 5) (26). Dieses besteht aus den Operonen hrpA bis
hrpF und kodiert neben den Strukturkomponenten des TTS-Apparates auch Effektorpro-
teine und Translokations-Kontrollkomponenten. Durch DNA-Sequenzanalysen und die
Phénotypen nicht-polarer Mutanten wurden drei Genklassen identifiziert. Die zwischen
pflanzen- und tierpathogenen Bakterien konservierten Komponenten werden als Arc-Gene
(,,hrp conserved®) bezeichnet, welche die Grundausstattung der TTS-Systeme darstellen.
Die Buchstabenkennzeichnung entspricht der des jeweiligen homologen Gens aus Yersi-
nia spp. (24). Zur Klasse der hrp-Gene zéhlen die Komponenten, die nicht in allen
TTS-Systemen vorkommen, aber essenziell fiir die Pathogenitit von X. campestris pv.

vesicatoria sind. Die dritte Klasse umfasst die #pa-Gene (,,hrp associated”), die im Ge-
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gensatz zu hrc- und hrp-Genen nicht essenziell fiir die Interaktion mit der Wirtspflanze
sind, jedoch einen modulierenden Einfluss auf die bakterielle Pathogenitét oder die Sym-

ptomausbildung ausiiben (35, 36, 61, 62, 92, 93, 172, 216).

hrpA hrpB hrpC hrpD hrpE hroF
|s‘ ‘:“:‘:: | I:IH:’:: [tRNA
(hre) L u v QRS D
B4 B2Bf1 D6E F
c A BE

Abbildung 5: Schematische Darstellung des hrp-Genclusters von X. campestris pv. vesicatoria.

Der hrp-Gencluster besteht aus den Operonen ArpA bis hrpF. Die hrc-Gene sind als dunkelgriine, srp-Gene
als hellgriine und die Apa-Gene als braune Pfeile dargestellt. Der 4rp-Gencluster wird von einem Insertions-
element (IS) und einer tRNA begrenzt (nicht maBstabsgetreu).

1.3.3 Regulation des TTS-Systems von X. campestris pv. vesicatoria

Die Aktivierung der Arp-Gene in X. campestris pv. vesicatoria erfolgt in planta und in
induzierendem Medium {iber die Regulatoren HrpX und HrpG, die auBlerhalb des
hrp-Genclusters kodiert sind (179, 215) (Abb. 6). Die Art und Weise durch die die Akti-
vierung des zur OmpR-Familie von Zwei-Komponenten-Regulationssystemen zdhlenden
HrpG erfolgt, ist nicht vollstindig geklért. Bisher konnten weder die postulierte Sensorki-
nase noch der pflanzliche Elicitor identifiziert werden. Eine mutierte Variante des Regu-
lators HrpG, HrpG* (E44K), bildet vermutlich den phosphorylierten Zustand nach und
bedingt eine konstitutive Expression der 4rp-Gene (218). HrpG kontrolliert die Expressi-
on eines genomweiten Regulons, zu dem neben den Komponenten des TTS-Systems auch
viele Typ-IlI-Effektoren z&hlen. Die Aktivierung der meisten Gene des HrpG-Regulons
wird durch HrpX vermittelt (150, 217). HrpX gehdrt zur AraC-Familie von Transkripti-
onsaktivatoren und reguliert neben den Transkriptionseinheiten ArpB bis hrpF (215) auch
avrXv3 (13) und verschiedene xop-Gene (Xop, ,.Xanthomonas outer protein®) (151, 152).
Viele HrpX-regulierte Gene weisen ein konserviertes Promotorelement mit der Konsen-
sussequenz TTCGC-N;s-TTCGC, die so genannte PIP-Box (PIP, ,,plant inducible promo-
tor) auf, das in X. oryzae pv. oryzae essenziell fiir die Regulation ist (198). Gestiitzt wird
diese Hypothese durch Experimente, bei denen epitopmarkiertes HrpX mit einem die
PIP-Box enthaltenden DNA-Fragment spezifisch aus einem Xanthomonas Gesamtprote-

inextrakt angereichert wurde (Kriiger und Koebnik, unverdffentlichte Daten). PIP-Box-
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dhnliche Sequenzen wurden nicht nur in X. campestris pv. vesicatoria, sondern auch in

weiteren Xanthomonaden gefunden (47, 62, 118, 173).

. extrazellulares Signal

Xanthomonas

/r N
o’

il
-

hrpA rpB rpC hrpF

rpD hrpE\ |_

AM

Abbildung 6: Regulation des hrp-Genclusters in X. campestris pv. vesicatoria.

Der Zwei-Komponenten-Regulator der OmpR-Familie HrpG wird durch ein bisher nicht charakterisiertes
Signal aktiviert. HrpG induziert die Expression von hrpA, des AraC-Typ-Regulators HrpX und weiterer
nicht charakterisierter Gene (A), von denen eines Homologie zu einer Metalloprotease aufweist (150).
HrpX aktiviert nachfolgend die Operone ArpB bis hrpF sowie weitere Gene (B), zu denen unter anderem
die meisten xop-Gene gehoren. Allerdings verfiigen nicht alle HrpX regulierten Gene iiber eine perfekte
PIP-Box. Die PIP-Boxen sind als rote Kreise dargestellt. AM, duBere Membran; IM, innere Membran.

1.3.4 Funktion der im Arp-Gencluster kodierten Proteine

Unter den zirka 20 Proteinen, die in die Typ-III-Sekretion involviert sind, sind elf konser-
viert und bilden wahrscheinlich die Kernkomponenten eines funktionellen Sekretionsap-
parates (81, 147) (Abb. 7). Die grofle Sequenzéhnlichkeit der Hrc-Proteine zu Komponen-
ten aller TTS-Systeme und dem Flagellensystem erlaubt es, Beobachtungen, die an Kom-
ponenten dieser Systeme gemacht wurden, auf das vom Arp-Gencluster kodierte System
zu iibertragen. Eine Ubersicht der im folgendem beschriebenen Interaktionen und der

Lokalisierung der konservierten Komponenten ist in Tabelle 2 gegeben.
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1.3.4.1 AuBere Membran

HrcC ist die einzige Komponente des TTS-Systems aus X. campestris pv. vesicatoria, die
in der duleren Membran lokalisiert ist (216). HrcC gehort zur Familie der Sekretine und
bildet hochstwahrscheinlich einen homomultimeren, ringformigen Komplex, der fiir den
Transport durch die dulere Membran essenziell ist. Die von den HrcC-Homologen YscC
(Y. enterocolitica) und InvG (S. thyphimurium) gebildeten Komplexe weisen einen Au-
endurchmesser von ca. 15 bzw. 20 nm und einem Innendurchmesser von 7 bzw. 5 nm
auf (45, 114). Der YscC-Komplex besteht aus 13 Untereinheiten (32). C-terminale Se-
quenzabschnitte reichen in das Periplasma und ermdglichen vermutlich eine Interaktion
mit Innenmembrankomponenten, die in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar

ist (22, 178).

1.3.4.2 Komponenten der inneren Membran

Hrcl ist homolog zu EscJ aus EPEC, MxiJ aus S. flexneri und PrgK aus S. typhimurium.
Es stellt damit vermutlich ein Mitglied der Lipoprotein-Familie dar, deren Mitglieder
durch eine N-terminal kovalent gebundene Fettsdure und eine C-terminale Trans-
membranhelix in der inneren Membran verankert sind (22). Die Reinigung der Nadel-
komplexe von S. flexneri und S. typhimurium zeigte, dass MxiJ/PrgK am Aufbau der in-
neren Ringe beteiligt sind (116, 194). Die von EscJ gebildete supramolekulare Struktur
besteht aus 24 Monomeren, die einen Ring von 5 nm Hohe und einem AuBBendurchmesser
von 18 nm formen. Der Kanal im Inneren verengt sich von der der Membran zugewand-
ten Seite zum Periplasma von 12 nm auf 7,3 nm (224). Die durch Elektronenkryo-
mikroskopie aufgekldrte Struktur des EscJ-Homologs FliF zeigt eine vergleichbare Form
und mit vermutlich 26 Untereinheiten auch eine dhnliche Stochiometrie (189).
Membrantopologieuntersuchungen zeigen, dass neben Hrc] auch HrcT, HrcU, HrcV,
HrcR, HrcS und HrcD in der inneren Membran lokalisiert sind (7, 16, 63, 160). Die
Komponenten zeigten im Hefe-Di-Hybrid System vielfdltige Interaktionen untereinander,
konnten allerdings bisher nicht gemeinsam mit dem Nadelkomplex gereinigt werden (46,
73). Eine der konservierten Innenmembrankomponenten konnte den Rezeptor fiir das
Typ-III-Sekretionssignal von Effektoren darstellen. Diese Komponente wurde bisher
nicht identifiziert, allerdings sollte sie auch im Flagellensystem konserviert sein, da meh-
rere Proteine sowohl mittels des TTS-Systems als auch mit dem Flagellensystem sekre-
tiert werden konnen (120, 226, 227).

HrcV weist zehn Transmembranhelices (TMHs) auf, wobei eine ungefidhr 250 Aminosiu-
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ren grofle, C-terminale Domédne im Zytoplasma lokalisiert ist (16). Die Zytoplasmatischen
Dominen von FhlA und FhIB, den HrcV- und HrcU-Homologen des Flagellensystems,
bilden Homo- sowie Heterooligomere und interagieren des Weiteren mit FliF und zy-
toplasmatischen Komponenten wie der ATPase Flil (105, 229). HrcU besitzt wie HrcV
eine C-terminale zytoplasmatische Domine und vier TMHs (16). FIhB kontrolliert den
Wechsel zwischen den Komponenten des ,,rods* bzw. ,,hooks* und des Flagellenfila-
ments (67). Im TTS-System von Yersinia ist YscU in den Wechsel der Sekretion von der
Nadelkomponente YscF zu Effektorproteinen involviert (53).

HrcT, HrcR und HreS sind homolog zu FliR, FIiP und F1iQ beim Flagellenapparat. HrcT
besitzt eine TMH und eine zirka 220 Aminosduren umfassende periplasmatische Doméne.
HrcR weist vier TMHs, und zwischen den TMHs 2 und 3 eine etwa 80 Aminosduren um-
fassende periplasmatische Doméne auf. HrcS ist ein bitopisches Membranprotein (16).
Das Homolog von HrcR aus E. coli, EscR, interagiert in Hefe-Di-Hybrid-Analysen mit
sich selbst, mit EscS sowie mit EscU (46). Die Funktionalitit eines FliR-FhIB Fusions-
proteins in einer fliR fhlB Doppelmutante deutet auf eine Interaktion dieser beiden Kom-
ponenten hin (201).

HrcD gehort zur am schwichsten konservierten Proteinfamilie. Es ist ein bitopisches
Membranprotein mit einer vorhergesagten zytoplasmatischen FHA- (,,fork-
head-associated) Doméne, die in Protein-Protein-Interaktionen involviert ist. Im pe-
riplasmatischen Teil des Proteins wird eine Phospholipidbindende BON- (,,bacterial Os-
mY and nodulation*) Doméne vorhergesagt (16, 156).
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1.3.4.3 Zytosolische Komponenten

Das in Xanthomonas durch ein Gen kodierte Protein HrcQ besteht in P. syringae aus
HrcQa und HrcQg. HrcQj, ist hierbei zum N-Terminus und HrcQp zum C-Terminus des
HrcQ-Proteins homolog. Die 80 C-terminalen Aminosduren sind zwischen den Mitglie-
dern der HrcQ-Familie sowie F1iN und FliM konserviert, welche Komponenten des fla-
gellaren zytoplasmatischen Ringes sind (60). Die Kristallstruktur dieser konservierten
Region wurde fiir HrcQg aus P. syringae und FliN aus Thermotoga maritima geldst (31,
60). Die Doméne ist flir die Interaktion des zytosolisch lokalisierten HrcQp und dem in
der Membran verankerten HrcQu essenziell. (60). YscQ interagiert mit weiteren konser-
vierten Komponenten, YscN und YscL, und konnte diese zum TTS-Apparat rekrutieren
(99).

HrcN stellt die mit dem TTS-System assoziierte ATPase dar und verfiigt {iber
Sequenzéhnlichkeiten = zur  katalytischen  [-Untereinheit der mitochondrialen
FoF1 ATP-Synthase. HrcN aus P. syringae sowie Flil liegen als Monomere sowie als
Multimere vor, wobei die Oligomerisierung durch  Phospholipide  oder
Membranassoziation gefordert wird (43, 161). In Analogie zu F; ATPasen und mit dem
Typ-IV-Sekretionssystem assoziierten ATPasen bilden HrcN und Flil ringférmige
Strukturen aus sechs Untereinheiten (1, 43, 161, 177). Die ATP-Hydrolyseaktivitit ist
beim Pseudomonas HrcN-Hexamer im Vergleich zum Monomer um den Faktor 700
erhoht und damit abhéngig von der Oligomerisierung (161). Des Weiteren wird die
ATPase-Aktivitit durch die Bindung des negativen Regulators FliH kontrolliert (138).
Eine Interaktion der FliH-Homologen YscL und HrcL mit den jeweiligen ATPasen der

TTS-Systeme YscN bzw. HrcN wurde ebenfalls gezeigt (16, 95).
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Tabelle 2: Konservierte Komponenten des TTS-Systems von X. campestris pv. vesicatoria.

Homologie
Xanthomonas Interaktion mit° Lokalisierung®
TTS-System” Flagellum®
InvG Salmonella
HrcC YscC Yersinia Hrel (178) AuBere Membran
MxiD Shigella
HrcT YscT Yersinia FliR HrcU (201) Innere Membran
. HreQ/HrcL (95)
HrceN YscN Yersinia Flil Zytoplasma
HreN (5, 161)
HrcL YscL Yersinia FliH HreN/HreQ (95) Zytoplasma
Escl EPEC
, HreU (105)
HreJ MxiJ Shigella FliF Innere Membran
HreQ (143)
PrgK Salmonella
HrcR (46)
HrelJ (105)
HrcU EscU EPEC FIhA Innere Membran
HreV (229)
HrcU (229)
HrcU/HreN/HrcV
HreV YscV Yersinia FIhB Innere Membran
(5, 229)
HreN (95, 143)
HrcQyu/ Pseudomonas ) ) Innere Membran/
HrcQ ) FIliM/FIiN  HrcL (95)
HrcQg syringae Hrel (143) Zytoplasma
HrcR EscR EPEC FliP HrcR/HreS/HrcU(46) Innere Membran
HreS EscS EPEC FliQ HrcR (46) Innere Membran
HrcD PrgH Salmonella HrcJ (108) Innere Membran

* Homologie zu Komponenten in Virulenz-assoziierten TTS-Systemen oder ° dem Flagellensystem von
S. typhimurium.

¢ Interaktionen in den jeweiligen Systemen wurde auf die Xanthomonas-Nomenklatur iibertragen.

¢ Angaben zur Lokalisierung basieren auf Studien verschiedener Bakteriengattungen.

1.3.4.4 Nicht-konservierte Komponenten des TTS-Systems von X. campestris pv.
vesicatoria
Die Funktion der nicht-konservierten Komponenten des TTS-Systems von X. campestris
pv. vesicatoria wurde bisher nur in einigen Fillen aufgekliart. Die zytosolisch lokalisierten
Proteine HpaB und HpaC sind fiir die volle Pathogenitéit von X. campestris pv. vesicatoria
essenziell. Sie sind sowohl an der Sekretionskontrolle als auch an der Translokati-
onskontrolle beteiligt. HpaB und HpaC binden an den N-Terminus von Effektorproteinen,
aber auch an HrcV, und stellen so vermutlich die Verbindung zwischen den Substraten

des TTS-Systems und dem TTS-Apparat her (5, 36, 37).
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HpaA besitzt eine duale Funktion. Zum einen ist HpaA an der Typ-IlI-abhidngigen Sekre-
tion bestimmter TTS-Substrate beteiligt, interagiert in X. axonopodis pv. glycines mit
HpaB und HrcV und scheint selbst ein Teil des TTS-Apparates zu sein (5, 172). HpaA ist
jedoch auch ein Substrat des TTS-Systems und kodiert funktionale Kernlokalisierungsse-
quenzen, was auf eine Funktion in der pflanzlichen Wirtszelle hindeutet (93). Auch
HrpB2, HrpE und HrpF werden im Arp-Gencluster kodiert und sind Substrate des
TTS-Systems.

In X. campestris pv. vesicatoria ist HrpF die Hauptkomponente des TTS-Translokons.
HrpF wird TTS-abhingig sekretiert und ist unabdingbar fiir die Translokation, nicht aber
die Sekretion von Effektoren (92, 172). HrpF bindet an kiinstliche Lipidmembranen und
bildet in ihnen Poren (35). Das TTS-Translokon wird vermutlich durch den Hrp-Pilus mit
dem TTS-Apparat verbunden, allerdings wurde noch keine direkte Interaktion beschrie-

ben.

1.3.4.5 Der Hrp-Pilus

Die Isolierung und Charakterisierung des TTS-Apparates pflanzenpathogener Bakterien
ist im Gegensatz zu tierpathogenen Bakterien bisher nicht gelungen. Allerdings konnten
mit dem TTS-Apparat assoziierte Oberfldchenstrukturen visualisiert werden, die in An-
lehnung an die Nomenklatur des TTS-Systems in Pflanzenpathogenen Hrp-Pili genannt
wurden. Hrp-Pili besitzen eine hohe morphologische Ahnlichkeit zu den Nadeln der Tier-
pathogenen und haben einen Durchmesser von 8-10 nm. Im Gegensatz zu den Nadeln
erreichen die Hrp-Pili eine Linge von mehreren Mikrometern und kénnen so die mehr als
200 nm dicke pflanzliche Zellwand durchspannen (30, 88).

Hrp-Pili wurden bisher bei P. syringae, R. solanacearum und E. amylovora beschrieben
und sind liberwiegend aus einem Hrp-Protein aufgebaut: HrpA bei P. syringae (168),
HrpY im Falle von R. solanacearum (203) und HrpA bei E. amylovora (98). Morpholo-
gisch verwandte Strukturen sind auch mit den TTS-Systemen der Pflanzensymbionten
S. fredii bzw. Rhizobium NGR234 assoziiert und bestehen hier wahrscheinlich hauptséch-
lich aus dem Protein NopA (115, 131). Die verschiedenen Hrp-Pilus-Untereinheiten
(Hrp-Piline) weisen ein geringes Molekulargewicht und eine hauptséchlich o-helikale
Sekundarstruktur auf, wobei sie untereinander nur eine sehr geringe Sequenzihnlichkeit
zeigen (111). Diese Sequenzhypervariabilitdt der Hrp-Piline ist auch zwischen nah ver-
wandten Arten wie P. syringae pv. syringae und P. syringae pv. tomato (26 % Sequenz-

identitdt von HrpA auf Aminosiureebene) beobachtbar (98).
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Hrp-Pili sind entscheidend fiir die Interaktion des pathogenen Bakteriums mit der Wirts-
pflanze. hrpA-Mutanten in P. syringae und E. amylovora sowie hrpY-Mutanten in
R. solanacearum 16sen keine Krankheitssymptome in suszeptiblen und keine HR in resis-
tenten Pflanzen aus. Weiterhin sind sie essenziell fiir die in vitro Sekretion von
TTS-Effektoren (203, 211). Die direkte Beteiligung der Hrp-Pili an der Sekretion wird
auch durch Immunmarkierungsexperimente nahe gelegt. So konnten TTS-abhédngig sekre-
tierte Substrate spezifisch entlang der Hrp-Pili lokalisiert werden, was eine bereits wih-
rend der Hrp-Pilus Assemblierung stattfindende Sekretion andeutet (30, 97). Die Sekreti-
on von Effektoren und die Assemblierung der Hrp-Pilus-Untereinheiten erfolgt an der
Spitze des Hrp-Pilus, was durch eine ,,Entkopplung® der HrpA-Sekretion von seiner Ex-
pression gezeigt werden konnte (97, 122). Es wird angenommen, dass die sekretierten
Proteine im Inneren der Hrp-Pili transportiert werden und auf diese Weise zur pflanzli-
chen Wirtszelle gelangen. Dieser Sekretionsmechanismus wird auch vom flagellaren Sys-
tem genutzt. Hier werden teilgefaltete Flagellin-Untereinheiten durch einen zentralen Ka-
nal des Flagellums transportiert und an der Spitze assembliert (55).

Neben seiner rein strukturellen Funktion als Hauptuntereinheit des Hrp-Pilus besitzt
HrpA aus P. syringae pv. tomato auch einen regulatorischen Einfluss. In einer
HrpA-Mutante wird die Transkription von hrp-, hrc- und avr-Genen negativ beeinflusst

@211).

In X. campestris pv. vesicatoria konnte die Hauptuntereinheit des Hrp-Pilus bisher nicht
identifiziert werden. Einen mdglichen Kandidaten stellt HrpE dar. Die Reinigung des
Kulturiiberstandes von X. campestris pv. vesicatoria und anschlieBende Sequenzierung
der identifizierten Proteine zeigte, dass HrpE die dominante Komponente im Kulturiiber-
stand darstellt. HrpE ist ein 9,7 kDa groB3es Protein, dessen Sekundérstruktur hauptséch-
lich a-helikal vorhergesagt wird. Die einzigen Homologen finden sich in den Xanthomo-
nas-Stammen X. oryzae pv. oryzae, X. axonopodis pv. glycines, X. axonopodis pv. citri
und X. campestris pv. campestris. Die Analyse einer Transposoninsertionsmutante zeigte,
dass HrpE fiir die Interaktion von X. campestris pv. vesicatoria mit suszeptiblen und resis-
tenten Wirtspflanzen essenziell ist (U. Bonas, personliche Mitteilung). Mit der Generie-
rung einer HrpE-Insertionsmutantenbibliothek, die eine detaillierte Analyse von HrpE
ermOglicht, wurde bereits in der Diplomarbeit begonnen (207).

Eine weitere Komponente des Hrp-Pilus konnte HrpB2 darstellen, da es selbst Typ-III-
abhéngig sekretiert wird, aber auch essenziell fiir die Sekretion von Effektoren ist (172).
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Der die beiden bakteriellen Membranen durchspannende TTS-Apparat ist mit dem extrazellularen Hrp-Pilus

der die pflanzliche Zellwand (zirka 200 nm breit, nicht mafBstabsgetreu dargestellt) durchspannt.

Die Verbindung zum in der pflanzlichen Plasmamembran lokalisierten Translokon wird mdglicherweise
durch XopA vermittelt. Die Anordnung der Hauptstrukturkomponenten in der inneren und &dufleren bakteri-

)

assoziiert

Zellwand; AM,

>

ellen Membran basiert auf den Beschreibungen in Kapitel 1.3.4. PM, Plasmamembran; ZW

IM, innere Membran.

>

duflere Membran;

28



EINLEITUNG

1.4 Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die genetische und biochemische Charakterisierung des Hrp-Pilus
von X. campestris pv. vesicatoria. Zur Analyse des moglichen Einflusses verschiedener
Komponenten des TTS-Systems auf die Hrp-Pilus-Bildung sollten nicht-polare Mutatio-
nen in individuelle 4rp-Gene eingefiihrt und ihre Auswirkung mittels Elektronenmikro-
skopie analysiert werden. Von besonderem Interesse war hierbei neben der Untersuchung
der Translokonkomponente HrpF die der hpa-Gene hpaA, hpaB, hpaC und hpaE. Der
modulierende Einfluss dieser Gene auf die Pathogenitdt von X. campestris pv. vesicatoria
konnte in einem Einfluss auf die Anzahl, Morphologie oder der Linge der gebildeten
Hrp-Pili begriindet sein.

Im Fokus der experimentellen Arbeiten stand die Charakterisierung von HrpE, eines
Typ-IlI-abhédngig sekretierten Proteins von X. campestris pv. vesicatoria, welches essen-
ziell fiir die bakterielle Pathogenitét ist (26). Die Hypothese, dass HrpE die Hauptunter-
einheit des Hrp-Pilus ist, sollte durch einen immunzytologischen Nachweis bestétigt wer-
den. Hierzu war neben der Etablierung von Bedingungen, unter denen X. campestris pv.
vesicatoria Hrp-Pili assembliert, auch die Generierung eines spezifischen Antikorpers
notwendig.

Da bisher keine Homologen von HrpE beschrieben waren, bestand ein weiteres Ziel in
der Definition funktioneller Abschnitte des Proteins unter Verwendung einer Bibliothek
von Peptidinsertionsmutanten. Die Insertionsmutanten sollten hinsichtlich ihres Einflus-
ses auf die Interaktion mit suszeptiblen und resistenten Wirtspflanzen, ihrer Hrp-Pilus-
Morphologie und ihres Sekretionsverhaltens analysiert werden. Die erhaltenen Phénoty-
pen wiirden Anhaltspunkte {iber die voraussichtliche Funktion definierter Proteinbereiche
liefern. Weiterhin war geplant, die erhaltenen Insertionsmutanten heterolog in E. coli zu
exprimieren, um losliche HrpE-Varianten zu identifizieren, die zur Strukturaufkldrung

fithren konnten.
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The plant pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria expresses a type III secretion system
that is necessary for both pathogenicity in susceptible hosts and the induction of the hypersensitive response
in resistant plants. This specialized protein transport system is encoded by a 23-kb hrp (hypersensitive
response and pathogenicity) gene cluster. Here we show that X. campestris pv. vesicatoria produces filamentous
structures, the Hrp pili, at the cell surface under Arp-inducing conditions. Analysis of purified Hrp pili and
immunoelectron microscopy revealed that the major component of the Hrp pilus is the HrpE protein which is
encoded in the Arp gene cluster. Sequence homologues of irpE are only found in other xanthomonads. However,
hrpE is syntenic to the hrpY gene from another plant pathogen, Ral. earum. Bioinformatic analyses
suggest that all major Hrp pilus subunits from gram-negative plant pathogens may share the same structural
organization, i.e., a predominant alpha-helical structure. Analysis of nonpolar mutants in hrpE demonstrated
that the Hrp pilus is essential for the productive interaction of X. campestris pv. vesicatoria with pepper host
plants. Furthermore, a functional Hrp pilus is required for type III-dependent protein secretion. Immuno-
electron microscopy revealed that type III-secreted proteins, such as HrpF and AvrBs3, are in close contact
with the Hrp pilus during and/or after their secretion. By systematic analysis of nonpolar hrp/hrc (hrp
conserved) and hpa (hrp associated) mutants, we found that Hpa proteins as well as the translocon protein
HrpF are dispensable for pilus assembly, while all other Hrp and Hrc proteins are required. Hence, there are
no other conserved Hrp or Hrc proteins that act downstream of HrpE during type III-dependent protein

translocation.

Pathogenic bacteria exploit different strategies to success- Third, secretion across the bacterial cell envelope appears to
fully colonize their eukaryotic hosts. One of the key bacterial occur in one step without a periplasmic intermediate (11).
pathogenicity mechanisms is the translocation of proteins into Xanthomonas campestris pv. vesicatoria is the causal agent of
eukaryotic host cells by a type III secretion (TTS) system bacterial spot disease in pepper and tomato (8). The X.
consisting of a frans-envelope multiprotein complex. Compo-  campestris pv. vesicatoria TTS system is encoded by a 23-kb

nents of TTS systems are geneta.lly .encoded by gene clusters  chromosomal irp (hypersensitive response and pathogenicity)
which often reside in pathogenicity islands (25). Several TTS  gene cluster which contains six operons, ipA to hipF (Fig. 1)
systems have been studied, but our knowledge on the mecha- (5, 20, 21, 30, 51; U. Bonas, unpublished data). Loss of Arp
qisrp of subgtr.ate. recognition 'ar'ld. translocation is still very gene function results in a pleiotropic phenotype: i7p mutants
limited. The injectisome of Yersinia is the prototype example of v ¢ grow in the plant, no longer cause disease symp-
a TTS system. (13).' There are thr.ee hallma‘rks of type ,HI toms, and fail to induce the hypersensitive reaction in resistant
protein secre.tlon. First, upon secretion, there 1S 1O processing host and nonhost plants (5). The hypersensitive reaction is a
of the protein substrate (42). Second, targeting to the TTS rapid, local, programmed cell death that is induced upon rec-

system involves sequence information at the N terminus of the P . . . S
. . . ognition of the pathogen and is concomitant with the inhibition
protein and/or the corresponding region of the mRNA (14). s . .
of pathogen growth within the infected plant tissue (35).
hrp gene expression is induced in planta (55) and is con-
* Corresponding author. Mailing address: Martin-Luther-Universi- trolled by the regulatory genes hrpG and hrpX, which are

tat, Institut fur Genetik, Weinbergweg 10, D-06120 Halle (Saale), located outside the A cluster. The H tein be-
Germany. Phone: 49 345 5526293, Fax: 49 345 5527151, Eomail;  10cated outside the firp gene cluster. The HrpG protein be

koebnik@gmx.de. longs to the OmpR family of twojcomponent regulatory sys-
+ Present address: Purdue University, Department of Food Sci- tems (64) and controls the expression of a large gene regulon
ences, West Lafayette, IN 47907. including ArpX. The AraC-type transcriptional activator HrpX

Present address: Institut de Recherche sur la Biologie de I'Insecte, .
UI%/IR CNRS 6035, Faculté des Sciences, F-37200 Touts, France. regulates the expression of the operons irpB to hpF (61) and

§ Present address: University of Helsinki, Department of Ecological of most members of the irpG regulon (46, 47). A mutated form
and Environmental Sciences, FIN-15140 Lahti, Finland. of the key regulatory gene ArpG, hrpG*, which leads to the
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FIG. 1. Genetic organization of the X. campestris pv. vesicatoria hrp gene cluster. The solid lines at the top indicate the six srp transcription
units, A to F; the thick arrows indicate different genes. Conserved Arc genes are shown as black arrows, irp genes are shown as grey arrows, and

hpa genes are shown as open arrows.

constitutive expression of 4rp and other genes, was instrumen-
tal for the comparison of the expression profiles of two isogenic
X. campestris pv. vesicatoria strains, 85-10 and 85*, which differ
in their Arp gene expression status (46, 63).

More than 20 proteins are encoded by the Arp gene cluster,
11 of which are conserved in plant and animal pathogenic
bacteria (44). These genes were renamed hrc (hrp conserved)
and are thought to encode the core components of the secre-
tion apparatus (4). The role of nonconserved Hrp proteins is
less clear. Two Hrp proteins, HrpB2 and HrpF, are secreted by
the TTS system (51). HrpF is a component of the predicted
type III translocon that inserts into the host cell membrane
(10). Besides Arc and hrp genes, analysis of nonpolar mutants
in the hrp gene cluster also identified ipa (hrp associated)
genes that contribute to, but are not essential to, the interac-
tion with the plant (9, 30, 47; U. Bonas and D. Biittner, un-
published data).

While the core components of TTS systems are highly con-
served, their secreted substrates appear to be extremely diverse
(15). Secreted proteins of Xanthomonas belong to several pro-
tein families of fundamentally different functions (15). Best-
studied examples which play a role in pathogenicity are ho-
mologs of AvrBs3 (6) and peptidases of the C48 and C55
families, such as XopD and AvrXv4, respectively (27). Another
class of secreted proteins are the subunits of type III-specific
pili. Hrp pili were described for Pseudomonas syringae, Ralsto-
nia solanacearum, and Erwinia amylovora (32, 49, 59) but not
for any xanthomonad.

Using electron microscopy, we discovered Hrp pili in X.
campestris pv. vesicatoria. Purification of these pili identified
the HrpE protein as the major subunit, a finding that was
confirmed by immunoelectron microscopy. Immunoelectron
microscopy also revealed that type III-secreted proteins are in
close contact with the Hrp pilus during and/or after their se-
cretion. This finding agrees with the proposed role of Hrp pili
to serve as conduits for the translocation of type III effector
proteins (26, 50). Finally, we studied the influence of genes in
the hrp gene cluster on the assembly of Hrp pili. Detection of
Hrp pili required a functional TTS system as well as most
nonconserved Arp genes, whereas apa genes and hrpF were not
essential for pilus assembly. This finding suggests that no other
conserved Hrp or Hrc protein acts downstream of HrpE during
the translocation process.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used are described in Table 1. Since the wild-type X. campestris pv.
vesicatoria strain 85-10 produces large amounts of exopolysaccharides, the ex-
opolysaccharide-negative strain 85E was used for most analyses. Plasmids were
introduced into Escherichia coli by electroporation and into X. campestris pv.
vesicatoria by conjugation with pRK2013 as a helper plasmid in triparental
matings (18, 22). E. coli cells were cultivated at 37°C in Luria-Bertani medium,
and X. campestris pv. vesicatoria strains were cultivated at 30°C in NYG broth
(16), in 1.5% NYG agar, in hrp-inducing XVM2 minimal medium (62), or in
minimal medium A (2) supplemented with sucrose (20 mM) and Casamino Acids
(0.3%). Since flagella were rarely observed after bacterial growth in minimal
medium, XVM2 medium was used in most experiments. For pilus purification, X.
campestris pv. vesicatoria was cultured with shaking at 120 rpm to the late
logarithmic phase in XVM2 medium at 28°C. Antibiotics were added to the
media at the following final concentrations: ampicillin, 100 wg/ml; kanamycin, 25
wg/ml; tetracycline, 10 pg/ml; rifampin, 100 pg/ml; spectinomycin, 100 pg/ml.

Plant material and plant inoculations. Pepper cultivar ECW and the near-
isogenic line ECW-10R, which carries the resistance gene BsI, were described
previously (43). Inoculation of plant leaves and reisolation of bacteria from plant
tissue were performed as described previously (5).

Construction of nonpolar mutants. To obtain nonpolar mutations, DNA re-
gions upstream and downstream of the gene to be deleted were cloned in tandem
into suicide vector pOKI. These constructs were then used to replace the cor-
responding chromosomal region as described previously (30). Most nonpolar
mutants of strain 85E* were obtained by using available pOK1 derivatives
(hrpBI-hrcL [51], hreU [O. Rossier and U. Bonas, unpublished data], ircl/ [52],
hrcQ-hrpD6 [30], hpaB [9], hpaE [L. Noél and U. Bonas, unpublished data], and
hrpF [10]). Deletions of hrcC, hreJ, and hrpB7 were constructed similarly by using
PCR primers (Table 2) for amplification of approximately 1-kb DNA fragments.
All mutations could be complemented.

A nonpolar mutation in irpE, hrpEA9-93, was constructed as follows. A 4.6-kb
BamHI-HindIII fragment of pKS-L2c2, encompassing the region from 1,178 bp
upstream to 3,139 bp downstream of the irpE coding sequence, was subcloned
into pK194, leading to pK194-ArpE. From pK194-hrpE, a 2.1-kb Nhel-Sall frag-
ment (cleaved at approximately 900 bp upstream and downstream of hrpE) was
transferred into Xbal-Sall-cleaved pOK1, leading to pOK-ArpE. GPS-LS linker-
scanning mutagenesis (New England Biolabs, Inc., Beverly, Mass.) was then used
to isolate an insertion of a premature stop codon in ArpE. The sequence at codon
8 reads as GTA,; AGTg GTT TAA ACA GTA,; AGTyg (stop codon underlined;
Dral site in italics) (pOK-arpEA9-93). This pOK1 derivative was checked by
restriction digestion and DNA sequence analysis before its conjugation into X.
campestris pv. vesicatoria (18, 22). The chromosomal wild-type copy of hrpE was
replaced by two consecutive crossover events as described previously (34). The
presence of the mutation in the derived strains was verified by detection of a
diagnostic Dral site.

Primer extension analysis of hrpE. Bacteria were grown for 16 h in NYG or
XVM2 or recovered from susceptible pepper plants 3 days after whole-plant
infiltration. Bacterial RNA was extracted as described previously (1). Primer
extension was performed as previously described (2, 62) with oligonucleotide 144
or 145 (Table 2) and reverse transcriptase Superscript RNase H™ reverse tran-
scriptase Moloney murine leukemia virus (Gibco BRL, Eggenstein, Germany).
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

J. BACTERIOL.

Strain or plasmid

Relevant characteristic(s)

Reference or source

Derivative of 85E carrying hirpG*, constitutive expression of srp genes

Strains
75-3 Tomato pathogenic, wild type, Rif"
85-10 Pepper race 2, wild type, Rif"
85E ¢eps::Tn3-gus insertion mutant of 85-10, Arp™ Rif" Km"
85E*
85SEAAD hrpA to hpaA deletion mutant of 85E, Rif* Km" Spc”
8SE* Ahpa hpa deletion mutants of 85E*
85E* Ahrc hre deletion mutants of 85E*
8SE* Ahrp hrp deletion mutants of 85E*

85-10 and 85E* hrpEA9-93
Plasmids

hrpE mutants of 85-10 and 85E* with a premature stop codon in ArpE®

pDS300F pDSK602 expressing AvrBs3 from the lac promoter

pDSM110 pDSK604 expressing a c-myc-tagged version of AvrBsl from its own
promotor

pK194 Cloning vector, pl5a origin of replication, Km"

pK194-hipE Wild-type hrpE in pK194

pKS-L2c2 4.5-kb EcoRV fragment containing /rpE in pBluescript KS+ (Stratagene)

pOK1 Suicide vector, sacB sacQ mobRK2 oriR6K, Spc*

pOK-hipE Wild-type hrpE in pOK1

pOK-hrpEA9-93 Stop codon insertion after codon 9 of hrpE in pOK1

pRK2013 Helper plasmid for triparental matings, TraRK* Mob™ Km"

pXV9::hpaB-75

pXV74

pLAFR3 hrpA to E clone from X. campestris pv. vesicatoria 75-3; Tn3-gus
insertion in ipaB
pLAFR3 hrpA to F clone from X. campestris pv. vesicatoria 75-3

43

6

62

63

62

This study
This study
This study
This study

58
19

33

This study

Bonas, unpublished
30

This study

This study

22

Bonas, unpublished

62

“ For details, see pOK-fupE plasmids and Materials and Methods.

Preparation of Hrp pili and protein analysis. Pili were purified from strain
85E of X. campestris pv. vesicatoria by use of a deoxycholate-sucrose density
gradient as described by Ojanen-Reuhs et al. (48). Briefly, after mechanical
detachment from the bacterial cells, cells were pelleted and the pili-containing
supernatant was concentrated by precipitation with ammonium sulfate, dialyzed,
and solubilized in buffer containing deoxycholate. The sample containing the pili
was purified further by ultracentrifugation in a sucrose gradient. Pili were found
at the bottom of the gradient and were analyzed by Tricine sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (54). For N-terminal
sequence analysis, the pilus fraction was electrophoresed, blotted on a polyvi-
nylidene difluoride membrane, and stained with Coomassie brilliant blue. The
polypeptides were excised and subjected to Edman degradation in a gas-pulsed
liquid-phase sequencer.

Preparation of recombinant HrpE and antibody production. For production
of a monospecific polyclonal HrpE-specific antiserum, the coding region of the
hrpE gene was amplified by PCR. The PCR-generated fragment was cloned into

pET15b (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) vector as a Ndel/
BamHI fragment, leading to synthesis of an N-terminally hexahistidine-tagged
HrpE variant. This expression plasmid was then introduced into E. coli
JM109(DE3) cells (Promega GmbH, Mannheim, Germany). Expression of the
HrpE fusion protein was initiated by induction with 1 mM isopropyl-B-p-thio-
galactopyranoside (IPTG). The recombinant HrpE, which was purified by nickel-
affinity column chromatography (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) under
denaturing conditions with 8 M urea, was desalted. Further purification of HrpE
was achieved by preparative SDS-PAGE. Antibodies against the purified recom-
binant HrpE were raised in a New Zealand White female rabbit at the Robert
Koch Institut (Wernigerode, Germany).

An HrpE-specific antipeptide antibody was generated in rabbits against the
highly conserved peptide L,,NKFIGKAGDNAKQg, (Sequence Laboratories
GmbH, Géttingen, Germany).

Type III secretion experiments and immunoblot analysis. In vitro secretion
experiments were performed as described previously (52). Western blots were

TABLE 2. DNA oligonucleotides used in this study

Use Oligonucleotide

Nucleotide sequence” Relevant characteristic

Construction of nonpolar 4rcC mutant
hrcC-A left-5
hrcC-A left-3
hrcC-A right-5’
hrcC-A right-3’
Construction of nonpolar hrpB7
mutant
hrpB7-A left-5'
hrpB7-A left-3'
hrpB7-A right-5’
hrpB7-A right-3’
Construction of nonpolar Arc/ mutant
hrcJ-A left-5'
hrcJ-A left-3
hreJ-A right-5'
hreJ-A right-3'
Primer extension analysis
No. 144
No. 145

GCTACTGGATCCGATCGCAGGCACGATGTT

GGGGTACCAACACGGGACCTCCACGAGC
GGGGTACCGAGTAGCGAATCCATCTGG

BamHI site

GCTCTCGCTAGCATGCAACGGCTGTTTCTG Nhel site
GCTACTGCTAGCTCAGTACGGCGGCCAATG Nhel site
GCTACTTCTAGAGCCTTGCTGGCCATTTCC Xbal site
GCTCCAGGATCCAATTGCGCGATGAAGACG  BamHI site
GCTCCAGCTAGCCAGGTATACGCAGACAAG  Nhel site
GCTCCAGCTAGCACTCAGGCGTTCCTGCAT Nhel site
GCTCCATCTAGACAGTGCGATGTCAATGTG Xbal site
GCTCCAGGATCCTCTGTGCACGTGTCTG BamHI site
GCTCCAGCTAGCCTGCGCGAGTTGAAGAAA  Nhel site
GCTCCAGCTAGCCAGCACCACCAGGCATCT Nhel site
GCTCCATCTAGAGGCAATTACGTGGAAGGT  Xbal site

Codons 15 to 8 of hrpE
Codons 47 to 40 of hrpE

“ Underlined sequences, relevant restriction sites.

34



ERGEBNISSE

VoL. 187, 2005

incubated with polyclonal antiserum against HrpE (diluted 1:500) or HrpF (di-
luted 1:50,000) (10) or with monoclonal antibodies against c-myc (diluted
1:1,000) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Blots were then
probed with anti-rabbit (for HrpE and HrpF) or anti-mouse (for c-myc) horse-
radish peroxidase-conjugated secondary antibody, which was detected by en-
hanced chemiluminescence (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Ger-
many). The membranes were reprobed with a specific antibody against the
intracellular protein HrcN to ensure that no bacterial lysis had occurred (52).

EM techniques. For electron microscopy (EM) analyses, bacteria were grown
on EM grids according to a slightly modified published protocol (7). Briefly,
bacterial cultures were grown for 24 h in NYG medium with shaking at 30°C.
Bacteria were washed twice in 1 mM MgCl, and resuspended in minimal me-
dium unless otherwise indicated. The bacterial suspension was adjusted to an
optical density at 600 nm of 0.02, and a 15-p.l droplet was applied to a 300-mesh
gold EM grid (Sigma, Taufkirchen, Germany) coated with 1% Formvar (poly-
vinyl 1595E; Serva, Heidelberg, Germany). To avoid evaporation, the grids were
placed in a 9-cm-diameter petri dish containing wet filter paper and sealed with
Parafilm. Grids were incubated for 4 to 16 h in a growth chamber at 30°C before
bacteria and pili were fixed by transferring the grid twice into a 20-p.l drop of 2%
formaldehyde and 0.5% glutaraldehyde in 50 mM sodium cacodylate buffer, pH
7.2, for 20 min. Specimens were then negatively stained for 10 s in 2% phospho-
tungstic acid and air dried before viewing.

For immunogold labeling, dried grids were washed with TBST (20 mM Tris,
500 mM NaCl, 0.1% acetylated bovine serum albumin, and 0.1% Tween 20 [pH
7.2]) and blocked with 1% acetylated bovine serum albumin in TBST for 30 min
at room temperature. Primary antibodies (anti-HrpE, anti-HrpF [10], anti-
AvrBs3 [36]) were used at a dilution of 1:500, and grids were incubated for 90
min at room temperature. For HrpE immunogold labeling, unfixed bacteria were
used. Anti-rabbit immunoglobulin G-10-nm-diameter gold bead antibodies pro-
duced in goat (Sigma) served as secondary antibodies at a dilution of 1:100, and
grids were incubated for 1 h at room temperature. All specimens were examined
on an EM 900 electron microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) at an oper-
ating voltage of 80 kV.

Bioinformatic analyses. The following eight prediction algorithms, most of
which use neural networks, were applied to available HrpE amino acid sequences
from Xanthomonas spp. (X. campestris pv. vesicatoria strain 75-3, GenBank
accession no. AAD21326; Xanthomonas oryzae pv. oryzae strain MAFF 311018,
GenBank accession no. BAB07867; Xanthomonas axonopodis pv. glycines strain
8ra, GenBank accession no. AAP34354; Xanthomonas axonopodis pv. citri strain
306, GenBank accession no. AAM35288; Xanthomonas campestris pv. campestris
strain ATCC 33913, GenBank accession no. AAM40519): HNN (http://npsa-pbil
.ibep.fr/NPSA/npsa_hnn.html), MLRC (http://npsa-pbil.ibcp.fr/NPSA/npsa_mlr
.html), PHD (http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/), Prof (http://www
.aber.ac.uk/~phiwww/prof/), PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), SAM-
T99 (http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/HMM-apps/T99-model-library
-search.html), Scratch and SSpro (http:/Awww.igb.uci.edu/tools/scratch/). A consen-
sus prediction by residue-specific majority votes was derived for each sequence. The
HrpE sequences were aligned by using the ClustalW website http:/www.ebi.ac.uk
/clustalw/ with default parameters (57). This alignment was used to align the con-
sensus secondary structure assignments, thus leading to a final consensus prediction
for the HrpE protein family.

The promoter recognition program BPROM (Softberry, Inc., Mt. Kisco, N.Y.)
was used for prediction of bacterial sigma70 promoter motifs.

RESULTS

Xanth (

tris pv. vesicatoria produces type III-
dependent surface appendages. X. campestris pv. vesicatoria
strain 85E was grown in Arp-inducing medium XVM2 (62).
Electron microscopy of negatively stained bacteria revealed
the appearance of pilus-like appendages of approximately 8 to
10 nm in diameter and up to more than 2 wm in length at-
tached to the cell surface (Fig. 2A). The wild-type strains 85-10
and 75-3 also produced pili (data not shown). No pili were
observed when 85E cells were grown in complex medium
NYG, in which Arp gene expression is suppressed (55) (Fig.
2B). However, strain 85E*, which carries the constitutively
active mutant form of the Arp regulator hrpG, also showed pili
after growth in NYG (Fig. 2C). As X. campestris pv. vesicatoria

Hrp PILUS FROM X. CAMPESTRIS PV. VESICATORIA 2461

A B

FIG. 2. Detection of Hrp pili at the surface of X. campestris pv.
vesicatoria. Bacteria were incubated on coated gold grids for 6 h at
30°C. Transmission electron micrographs of negatively stained speci-
mens are shown. Surface appendages with a diameter of 8 to 10 nm
were observed only under Arp-inducing conditions: (A) growth of
strain 85E in XVM2 medium; (C) presence of the HrpG* protein in
strain 85E*. Neither the rpG wild-type strain 85E grown in NYG
medium (B) nor a TTS mutant (85E* AhrcU) (D) produced pili.
Arrows indicate Hrp pili. Bars, 200 nm.

produces pilus-like appendages only under Arp-inducing con-
ditions, we called them Hrp pili. The dimensions are compa-
rable to those of Hrp pili from P. syringae, R. solanacearum,
and E. amylovora (32, 49, 59). In contrast to findings with R.
solanacearum, we did not observe a predominant appearance
of pili in the polar region of the bacteria nor did we observe a
bundling of detached pili. Up to 10 individual pili per cell were
evenly distributed around the cell when strain 85E* was ana-
lyzed.

To assess whether formation of Hrp pili was dependent on
the expression of other Arp genes, two Arp mutant strains were
studied by electron microscopy. Neither the mutant 8SEAAD,
in which a 13-kb region comprising the operons hrpA to hrpD
is deleted, nor the nonpolar 4rc mutant 8SE*AhrcU carried pili
under any of the growth conditions tested (Fig. 2D and data
not shown). Altogether, these data indicate that Hrp pilus
formation requires an intact type III secretion system.

The HrpE protein is a major component of the Hrp pilus.
To identify the protein components of the Hrp pili, they were
purified from X. campestris pv. vesicatoria strain 85E grown in
XVM2 medium by deoxycholate solubilization and sucrose
density gradient centrifugation. Proteins present in the pilus
preparations were analyzed by Tricine SDS-PAGE. These
preparations contained, as a major component, a series of
small proteins with an apparent molecular mass below 10 kDa
under denaturing conditions and variable amounts of other
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FIG. 3. Purification of Hrp pili. Pili were purified from X. campes-
tris pv. vesicatoria strain 85E grown in XVM2 medium by deoxycholate
solubilization and sucrose density gradient centrifugation. Proteins
present in the pilus preparations were analyzed by Tricine SDS-PAGE.
Lane 1, molecular mass marker; lane 2, sample of Hrp pilus prepara-
tion. Arrows point to protein bands for which sequence information
has been obtained.

proteins (Fig. 3). The small proteins were not detected in
preparations of strain 85E grown in hrp-suppressing conditions
and in the 8SEAAD Arp mutant.

We attempted to obtain sequence information for the major
proteins of the pilus preparation. The N-terminal sequence of
a 200-kDa protein could not be resolved, but an internal se-
quence (QLDALAADVQT) was obtained and showed perfect
identity to the outer membrane protein XadA from X. campes-
tris pv. campestris (217 kDa) and X. axonopodis pv. citri
(201 kDa) (17). An N-terminal sequence, LVPNDPFYA
QYQXHLSNPNG, was obtained from the 45-kDa protein. It
is 90% identical to an internal sequence of a putative extra-
cellular serine protease from X. campestris pv. campestris and
X. axonopodis pv. citri which is predicted to be processed to a
mature protein of 47 kDa (17). Since the 200-kDa and 45-kDa
proteins were also present in preparations of strain 85SEAAD,
they probably represent a contamination of the Hrp pilus prep-
aration.

N-terminal sequencing of the small proteins generated the
sequences MQIFPEVS, VSSWRSRYV, and CFTGGLSNGI.
All three sequences are present in the predicted hrpE gene
product of X. campestris pv. vesicatoria (predicted molecular
mass, 9.7 kDa) at amino acid positions 1 to 8, 7 to 14, and 20
to 29, respectively (47). The DNA sequence of 4rpE has been
determined previously (GenBank accession number AF056246),

J. BACTERIOL.

but no functional studies of the HrpE protein have been per-
formed yet. The fact that all predominant proteins in the pilus
preparation correspond to the HrpE protein suggests that
HrpE (or a fragment derived from HrpE) is the major Hrp
pilus subunit. Possibly, N-terminally truncated fragments orig-
inated from proteolytic degradation during pilus preparation.

C termini of HrpE subunits may form core of the Hrp pilus.
Comparisons of HrpE with the protein database did not reveal
homologous sequences except for highly related proteins from
other xanthomonads, i.e., X. campestris pv. campestris, X.
oryzae pv. oryzae, X. axonopodis pv. citri, and X. axonopodis pv.
glycines (Fig. 4). HrpE from X. campestris pv. campestris is less
well conserved, as it lacks three amino acid residues at the N
terminus and is only conserved at the very C terminus. Intrigu-
ingly, the last 24 amino acid residues of HrpE are 100% con-
served in all five xanthomonads, suggesting that this region
may be crucial for HrpE function (Fig. 4).

To elucidate possible structures of Hrp pilus subunits, sec-
ondary structure prediction algorithms were applied. Strik-
ingly, the C-terminal half was predicted to contain several
a-helices, whereas the N-terminal half was largely unstruc-
tured (Fig. 4). Although three helices were also predicted in
the N-terminal half, their significance remains questionable,
since they were not predicted for all HrpE proteins and their
statistical significance is considerably lower than for the C-
terminal helices (data not shown). Interestingly, the pattern of
predicted secondary structure matches with the degree of se-
quence conservation along the polypeptide chains. From these
analyses, we speculate that the C termini of HrpE subunits may
form the core of the Hrp pilus.

Hrp pili are labeled by HrpE-specific antibodies. A poly-
clonal antiserum was produced against an N-terminally hexa-
histidine-tagged HrpE fusion protein. X. campestris pv. vesica-
toria strain 85-10 and the ArpEA9-93 deletion mutant (see
below and Materials and Methods) were analyzed for the pro-
duction of HrpE-related proteins by Western blot analysis.
Only in the wild type did we detect a protein of about 10 kDa
in size which was missing in the irpE deletion mutant (data not
shown). No other protein was detected by the anti-HrpE an-
tiserum, thus proving that the antiserum is monospecific.

To prove that HrpE is indeed the major pilus subunit, we
used the anti-HrpE antiserum in immunoelectron microscopy.
Strain 85E* was incubated on EM grids in XVM2 medium and
subjected to immunogold labeling without prior fixation. Elec-
tron microscopy revealed that Hrp pili were heavily labeled by
the HrpE-specific antiserum (Fig. 5A). Flagella, which were
occasionally observed, were not labeled (Fig. 5A), thus proving
specificity of the Hrp pilus labeling.

We also tested an antipeptide antiserum which was raised
against a conserved peptide segment at the C terminus
(L,¢NKFIGKAGDNAKAQy,). This antiserum was functional in
Western blot analysis (data not shown). However, when this
antiserum was used in immunoelectron microscopy, no label-
ing of Hrp pili was observed (data not shown). The epitope is
probably masked in the native pilus structure, thus supporting
the idea that the C terminus of HrpE may be involved in the
polymerization process.

The hrpE promoter lies in the hrpD operon. The operon
structure of the 23-kb /rp gene cluster has been deduced from
complementation analyses (5) and DNA sequencing (21, 30,

36



ERGEBNISSE

VoL. 187, 2005

Hrp PILUS FROM X. CAMPESTRIS PV. VESICATORIA 2463

Xev: 1 MQIFPEVSSWRSEVGIGMICFTGGLSNGISGAAALSGANGIMDELLGDMS 50
Xoo: 1 MEILPQISSLNSEFQUGMIDGYTGGVANGISGASALSGSNGIMGSLLGDMS 50
Xag: 1 MELFPQISSLNSEFEQGMODGYTGGVSGGISGADALSGANGOMSSLISDMT 50
Xac: 1 MELLPQISSIKSHFDOGTDAYTGGVSGGISGEAALTGANGUMSELISDMN 50
Xeco: 1 MLNLQSIVPRLGDARDLLGSDLSSRFDNHTATQTSDNOMDSLMGGIG 47
2D e aws snhhhhbhbG oeae sve veves schhlihe g oo shhhhhha .
Xcv: 51 ASDEAQKSMNNKITMLEMDLDFHNVALNEFIGCEAGDHAKQLVGD 93

Xoo: 51 ASDERQKSMNNKITQLENDLDFNVALNEFIGEAGDHNAKQLVGY 93

Xag: 51 ASDEAQKSMHNNKITMLEMDLDFNVALNEFIGKAGDHAKQLVGD) 93

Xac: 51 ASDEAQKSHMNNKITQLENDLDFHNVALNEFIGEAGDHAS 93

Xecc: 48 KSAARDERMNNYLTAKENELDFNVALNEFIGEAGDHAKQLVGD 90

2D . «hhhhhhhhhhhhhhh. . ..hhhhhhhhhh.....hhhh...

FIG. 4. Multiple alignment and consensus secondary structure prediction of xanthomonad HrpE proteins. Five HrpE sequences from X.
campestris pv. vesicatoria (Xcv), X. oryzae pv. oryzae (Xoo), X. axonopodis pv. glycines (Xag), X. axonopodis pv. citri (Xac), and X. campestris pv.
campestris (Xcc) were aligned by using the CLUSTAL X program (57) and subjected to secondary structure prediction (2D). Identical residues
are shown in red, and similar residues are shown in blue. Predicted a-helical regions are indicated by a lowercase “h.”

47). The hrpE gene is located downstream of 4rpD6 and up-
stream of ipaB (Fig. 1). A nonpolar deletion of 440 bp in
hrpD5 (735 bp upstream of the ArpE translation start codon)
did not affect irpE expression (30; Bonas, unpublished).
From promoter studies with Arp::Tn3-gus (B-glucuronidase)
fusions, it was known that ArpE has a basal transcription level
in complex medium which is up-regulated in XVM2 medium
and in planta (61; K. Wengelnik and U. Bonas, unpublished
data). The promoter regions of several plant-inducible genes
contain a conserved sequence motif, the PIP box (plant-induc-
ible promoter) (21, 29, 30, 47). Therefore, the region upstream
of the translation start codon of ArpE was scrutinized for con-
served sequence elements. No PIP boxes or canonical se-

quence elements of o70-regulated promoters were found in a
reasonable distance.

To define the transcriptional start site of hrpE, primer ex-
tension experiments were performed with oligonucleotide 144
or 145 (Fig. 6 and data not shown). Mapping of the strongest
signal indicates that hrpE transcription starts at adenosine
—101 (with respect to the ArpE translation start codon). As the
translation stop codon of ArpD6 is located 4 bp upstream of the
hrpE transcriptional start site (30), the AirpE promoter resides
in the hrpD operon.

Nonpolar mutants in irpE do not produce Hrp pili and are
defective in type III secretion. A nonpolar mutation in hrpE
was constructed which carries an insertion of 15 nucleotides,

FIG. 5. Immunogold labeling of X. campestris pv. vesicatoria Hrp pili with anti-HrpE (A), anti-AvrBs3 (B), or anti-HrpF (C) antisera. Bacteria
were incubated on EM grids for 6 h in minimal medium, followed by in situ immunogold labeling. The following strains were used for labeling of
Hrp pili: 85E* (A and C) and 85* carrying the avrBs3-containing plasmid pDS300F (B). Filled arrows indicate labeled pili, open arrows indicate
unlabeled pili, and an arrowhead points to a flagellum. Dark dots along or at Hrp pili are 10-nm-diameter gold particles. Bars, 200 nm.
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FIG. 6. Mapping of the transcriptional start site of 4rpE by primer
extension analysis. RNAs were extracted from strain 85E(pXV74)
grown for 16 h in XVM2 (lane 1) and NYG (lane 2), annealed with
oligonucleotide no. 144, and used as templates for reverse transcrip-
tion. The nucleotide sequence is the reverse complement of the coding
strand. The boxed nucleotide refers to the transcriptional start site
which is indicated by an arrow.

including a premature stop codon after codon 8 (hirpEA9-93).
The mutation was introduced into X. campestris pv. vesicatoria
strains 85* and 85E* and resulted in an Hrp phenotype (Fig. 7
and data not shown). The ArpE mutants could be comple-
mented by cosmid pXV9:hpaB-75 (5; Bonas, unpublished)
which carries a transposon insertion in spaB, the gene down-
stream of irpE (Fig. 7 and data not shown). Electron micros-
copy analysis demonstrated that the 4rpE mutant did not pro-
duce Hrp pili (Fig. 8A and data not shown).

(pXV9::hpaB-75)

FIG. 7. Phenotype and complementation of an ArpE mutant. Bac-
teria at a concentration of about 2 X 10® CFU/ml were inoculated into
a 5-week-old pepper leaf. After 2 days of cultivation, plant reactions
were scored. A leaf after bleaching in ethanol is shown.

J. BACTERIOL.

FIG. 8. Effects of Arp and hpa mutations on Hrp pilus assembly.
Electron micrographs from 85E*-derived bacteria incubated in XVM?2
medium are shown. Deletion mutants of irpF (B), hpaB (C), and hpaE
(D) produced pili, whereas the ArpEA9-93 mutant does not show any
pili (A). Bars, 200 nm.

We then tested HrpE for protein secretion in a type III
secretion in vitro assay. Western blot analysis of X. campestris
pv. vesicatoria culture supernatants showed that the wild-type
strain allowed detection of HrpE (Fig. 9), as expected. Next,
we studied the effect of the ~rpE mutation on type III protein
secretion of other substrates. This analysis showed that only
the hrpE wild-type strain allowed detection of HrpF, which is
secreted by the TTS system (51), in culture supernatants (Fig.
9). This was confirmed by testing for secretion of the AvrBsl
protein, an effector that is translocated into the plant cell (19)
(Fig. 9). These results demonstrate that hrpE is required not

1 2 3 4 5 6 7 8
TE == = _ — - -
SN = — L

a-HrpE a-HrpF a-C-myc

FIG. 9. Detection of HrpE protein in X. campestris pv. vesicatoria
and effects of irpE mutations on in vitro type III secretion. Immuno-
blotting analyses of total protein extracts (TE) and culture superna-
tants (SN) of an hrpE wild-type strain (85E*) and an ArpEA9-93 mu-
tant are shown. Proteins were separated by SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose. The blots were probed with HrpE (lanes
1 and 2)-, HrpF (lanes 3 to 5)-, or c-myc (lanes 6 to 8)-specific anti-
bodies, respectively. The anti-c-myc (a-c-myc) antibodies detect triple
c-myc-tagged AvrBsl molecules expressed from plasmid pDSM110.
Lanes 1, 3, and 7, 85E*; lanes 2 and 5, 85E* hrpEA9-93; lane 4, 85E*
AhrpF; lane 6, 85SE*(pDSM110); lane 8, 85E* hrpEA9-93(pDSM110).
a-HrpE, anti-HrpE; o-HrpF, anti-HrpF.
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only for protein translocation into plant cells but also for pro-
tein secretion across the bacterial cell envelope.

AvrBs3 and HrpF are localized along the Hrp pilus. Recent
data for Hrp pili from P. syringae suggest that the pili elongate
at the tip and serve as conduits for type III-secreted proteins
(31, 40). Although the number of pili produced by X. campes-
tris pv. vesicatoria is much lower than for P. syringae, we tested
bacteria grown on EM grids for secretion of AvrBs3, a well-
studied type III effector from X. campestris pv. vesicatoria.
Strain 85*(pDS300F), which expresses AvrBs3, was incubated
on EM grids under secretion-permissive conditions (minimal
medium A, pH 5.2) (52) and analyzed by electron microscopy.
Immunogold labeling revealed the presence of AvrBs3 at more
than 50% of the pili (one to five dots in a distance of 20 nm
along the pilus) (Fig. 5B). This amount of labeling appears to
be rather low, especially in comparison to labeling of harpin or
pilus subunits in other plant pathogens (7, 28, 32, 40). How-
ever, there are at least 20 different effector proteins secreted by
X. campestris pv. vesicatoria (19, 45, 47; Bonas et al., unpub-
lished), which may lead to competition so that probably only a
few AvrBs3 molecules are secreted via the Hrp pilus under our
conditions. As a negative control, strain 85* without pDS300F
was used (data not shown). In this case, of 150 randomly
chosen pili, only four were labeled once and no pili were
labeled by two or more dots.

The second type Ill-secreted protein that we analyzed was
HrpF (10). While pili were clearly labeled by the HrpF-specific
antiserum in the ArpF wild-type strain X. campestris pv. vesi-
catoria 85E* (Fig. 5C), no labeling was observed in the case of
the ArpF deletion mutant 8SE*AhrpF (data not shown). These
experiments suggest that type IlI-secreted proteins are in close
vicinity to the Hrp pilus during and/or after their secretion.

Several genes in the hrp gene cluster are not required for
assembly of Hrp pili. The mutant analysis (see above) sug-
gested that Hrp pilus assembly depends on a functional TTS
apparatus whose components are encoded within the 4rp gene
cluster. However, it was not known which genes are required
for pilus assembly and whether spa and other nonconserved
hrp genes play a role. Although /ipa genes are not essential for
pathogenicity (30, 47; Bonas et al., unpublished), it is conceiv-
able that Hpa proteins could modulate the assembly of Hrp pili
with respect to their number, length, or other morphological
and functional features. Therefore, nonpolar mutations were
introduced into the genome of X. campestris pv. vesicatoria
strain 85E*. The following genes were tested: hrcC, hrpB7,
hrcL, hrpB4, hrcl, hrpB2, hrpBl, hrcU, hrcV, hreQ, hreR, hrcS,
hpaA, hreD, hrpD6, hpaB, hpaE, and hrpF (see Materials and
Methods for details). Electron microscopy revealed that all ipa
mutants produced pili that were morphologically the same as
those of the wild type (Fig. 8C and 8D). However, it appeared
that the ipaA mutant produced significantly fewer pili. This is
similar to observations of R. solanacearum (60). All hrp and hrc
mutants, except for irpF, failed to produce pili (Fig. 8B and
data not shown). This finding is in agreement with the pro-
posed role for HrpF. HrpF is part of the predicted type III
translocon which inserts into the host cell plasma membrane
(10). Therefore, HrpF acts downstream of HrpE during secre-
tion and translocation of effector proteins. From this compre-
hensive analysis, we conclude that no other conserved Hrp or
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Hrc protein acts downstream of HrpE during the translocation
process.

DISCUSSION

In this study, we have shown that X. campestris pv. vesicato-
ria produces a novel surface appendage, the Hrp pilus, when
bacteria are grown under conditions that mimic the in planta
situation. This was achieved in vitro by growth of the bacteria
in hrp-inducing medium or by use of an ArpG* mutant which
constitutively expresses the rpG regulon. It is noteworthy to
mention that no type IV fimbriae were observed under any of
the growth conditions tested, although strain 85-10 was re-
ported to carry a gene for type IV fimbriae (48). Altogether,
these observations add another important plant pathogenic
genus to the list of Hrp pilus-producing bacteria (32, 49, 59).

The X. campestris pv. vesicatoria Hrp pili have a diameter of
about 8 to 10 nm and can reach more than 2 wm in length.
These dimensions are comparable to those of other Hrp pili,
although the diameter appears to be slightly thicker than in the
cases of P. syringae (6 to 8 nm), R. solanacearum (6.6 nm), and
E. amylovora (8 nm) (32, 49, 59). Type III protein translocation
serves to deliver proteins of bacterial origin across three mem-
branes into the cytosol of eukaryotic host cells. In the case of
plant pathogenic bacteria, however, membranes of both play-
ers cannot contact each other directly due to the plant cell wall,
which is up to 500 nm thick. It is speculated that Hrp pili serve
to bridge the distance between the bacterial cell surface and
the plant cell plasma membrane, thus allowing directional pro-
tein transfer from the bacterium into the host cell cytosol (7,
28, 50).

The HrpE protein was identified as the major subunit of the
X. campestris pv. vesicatoria Hrp pilus. This conclusion was
based on the following results. (i) The HrpE protein was the
predominant component of pilus preparations, which were iso-
lated according to a protocol previously used for the prepara-
tion of type IV pili from E. coli (48). In another study, HrpE
was detected in supernatants of Arp-induced X. oryzae pv.
oryzae but not in those of a type I1I secretion mutant, a finding
that corroborates our hypothesis that HrpE is an extracellular
entity (23). (ii) Hrp pili were heavily labeled by a monospecific
anti-HrpE antiserum, as revealed by immunoelectron micros-
copy. (iii) Mutations in ArpE lead to loss of Hrp pili and can be
complemented by an hrpE-containing cosmid. (iv) Based on
sequence similarity and gene order (synteny), the hrp gene
cluster of X. campestris pv. vesicatoria is most closely related to
that of R. solanacearum. The hrpE gene of X. campestris pv.
vesicatoria is syntenic to ArpY, which encodes the major sub-
unit of the Hrp pilus of R. solanacearum (59). (v) Although
HrpE is not similar to other nonxanthomonad Hrp pilus sub-
units at the sequence level, it shares several characteristics with
these proteins, i.e., it is small, predicted to be predominantly
a-helical with the highest helical propensity at the C terminus,
and unusually variable at the sequence level among several
species and pathovars of the same genus (37).

Interestingly, the diameter of Hrp pili is similar to that of the
needle structures which are present on top of the TTS systems
of animal pathogens (3, 39, 56). TTS systems are evolutionary
related to the flagellar systems (24, 53). The flagellar filament
of Salmonella enterica serovar Typhimurium has an outer di-
ameter of about 20 nm, forming a hollow cylinder which sup-
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ports the internal transport of at least partially unfolded fila-
ment subunits and leads to growth at the tip (65). Collectively,
the type III surface appendages are clearly thinner than the
flagellar filament. So the question arises as to how protein
translocation can occur through these appendages. X-ray fiber
diffraction analysis and electron microscopy of the Shigella type
IIT needle allowed the reconstruction of the needle structure
with a resolution of 16 A (12). Fitting of the protein subunits
(MxiH) into the deduced structure revealed an internal diam-
eter of about 20 A, which is identical to the internal diameter
of the flagellar filament (66). Such a canal would be large
enough to accommodate partially unfolded proteins. The FliC
flagellin is 494 amino acids long, and the flagellar hook protein
FIgE is 402 amino acids long. Both proteins do not share
sequence homology with MxiH (83 amino acids) or any other
component of type III surface appendages (12). Nevertheless,
it appears that these proteins are similar to each other at the
structural level (predicted a-helices in common). It was there-
fore suggested that the small needle subunits may represent
the minimum core required to build a supermolecular helical
structure (12). The small size of the type III-dependent surface
components appears to be a general phenomenon not only in
animal pathogens (sizes ranging between 73 and 101 amino
acids) but also in plant pathogens where the subunits of Hrp
pili vary in size between 66 and 113 amino acids. Interestingly,
rhizobial NopA proteins which may form type III-dependent
pilus-like surface appendages in symbiotic bacteria are also
small, ranging in size between 63 and 71 amino acids (38, 41).
Moreover, Hrp pilus subunits appear to be mainly composed
of a-helices (37). We therefore speculate that type III-depen-
dent pili and needles share a common helical architecture and
that both surface appendages form an internal canal of similar
dimension. In line with this hypothesis, we showed by immu-
noelectron microscopy that two type Ill-secreted proteins
(HrpF and AvrBs3) are in close contact with the Hrp pilus
during and/or after their secretion. This finding fits nicely with
the proposed role of Hrp pili to serve as conduits for the
translocation of type III effector protein (26, 50). However,
direct evidence for this possibility awaits experiments involving
in situ immunogold labeling to visualize effector protein extru-
sion from the tips of the pili (31, 40).

From transcriptional B-glucuronidase fusions, it was known
that ArpE has a basal transcription level in complex medium
which is up-regulated in XVM2 minimal medium and in planta
(61; Wengelnik and Bonas, unpublished). We therefore per-
formed a comparative primer extension analysis and could
identify the putative transcriptional start site of the messenger
RNAs which are synthesized under hrp-inducing conditions.
These data revealed that the corresponding ArpE promoter lies
in the 4rpD operon. However, we did not obtain another arp-
independent signal. Either the basal transcription level in com-
plex medium is too low to be detected by our assay or the basal
transcription starts from another promoter which is located
considerably more upstream of hrpE. We could not identify
any consensus promoter element upstream of the putative
transcriptional start site. At present it is therefore unknown
how hrp-dependent transcription of hrpE is achieved.

Mutant analyses demonstrated that Hrp pilus biogenesis
depends on all iirc and hrp genes analyzed, except for hmpF,
which encodes the type IIl-secreted translocon protein. We
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found that hpa genes are dispensable for production of Hrp
pili. However, hpaA had an influence on the number of Hrp
pili produced, a finding that is similar to the situation in R.
solanacearum (60). Absence of hrpV, the hpaA homolog of R.
solanacearum, was also reported to result in fewer Hrp pili. A
mutation in ArpX, which is the gene upstream of h7pY in R.
solanacearum, resulted in loss of pili but still allowed export of
the HrpY pilus subunit. We found that the syntenic gene in X.
campestris pv. vesicatoria, hrpD6, is also required for pilus
biogenesis. From these observations, we assume that the three
genes upstream of pE (hpaA-hrpD6) may play a more spe-
cialized role in pilus assembly than the rest of the Arp gene
cluster, which most probably encodes the core components of
the TTS system.
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2.2.2 Erginzende Ergebnisse

2.2.2.1 Kontrolle der HrpE-Expression

Die im vorangegangenen Artikel vorgestellten Ergebnisse zeigten, dass alle 4rp-Mutanten
mit Ausnahme von HrpF einen Defekt in der Hrp-Pilus Bildung aufweisen. Dieser Defekt
konnte auf ein allgemeines Sekretionsdefizit oder aber auf einen Defekt in der Assemblie-
rung des Hrp-Pilus zuriickzufiihren sein. Erfolgt keine Assemblierung des Hrp-Pilins
HrpE, konnten keine Hrp-Pili detektierbar werden, obwohl die Sekretion von HrpE nicht
beeintrachtigt ist. Um diese beiden Moglichkeiten zu priifen, wurden eine Reihe von
Mutanten innerhalb des 4rp-Genclusters einem Sekretionstest unterzogen (Abb. 8A und
nicht gezeigt). Der Sekretionstest erfolgte hierbei im Stamm 85E*, der eine mutierte Va-
riante des Regulators hrpG (hrpG*) exprimiert. Dies fiihrt zu einer konstitutiven Expres-
sion der hrp-Gene (218).

Die bakteriellen Zellen wurden in Minimalmedium A mit einem pH-Wert von 5,2 inku-
biert (MA 5,2). X. campestris pv. vesicatoria sekretiert in saurem Minimalmedium A,
welches vermutlich die Bedingungen im pflanzlichen Apoplasten simuliert, Typ-III-
Substrate, wihrend bei einem neutralen pH-Wert des Mediums keine Sekretion nach-
weisbar ist (171).

In den Kulturiiberstinden der Stimme 85E*AhpaB, 85E*AhpaC, 85E*AhpaE und
8SE*AhrpF konnte HrpE detektiert werden, wohingegen bei den Stammen 85E*AhrcC,
8SE*AhrpB2, 85E*AhrcV, 85E*AhpaAd, 85E*AhrcD und 85E*AhrpD6 HrpE nicht im
Uberstand detektierbar war. Dieses Ergebnis lisst den Schluss zu, dass in allen Stimmen,
die keinen Hrp-Pilus bilden, die Sekretion von HrpE beeintrichtigt ist. Mutanten, die
HrpE noch sekretieren konnen, aber bei denen die Assemblierung des Hrp-Pilus gestort
ist, konnten nicht identifiziert werden. Interessanterweise konnten bei dem Stamm
85E*AhpaA Hrp-Pili beobachtet werden, obwohl HrpE nicht im Uberstand nachgewiesen
wurde. Jedoch war die Anzahl der Hrp-Pili im Vergleich zum Wildtyp stark reduziert.
Somit ist eine Sekretion von HrpE wahrscheinlich, allerdings liegt die Menge vermutlich
unterhalb der Nachweisgrenze.

Uberraschenderweise kann in den untersuchten sekretionsdefizienten Stimmen HrpE we-
der im Kulturiiberstand noch im Totalextrakt detektiert werden (Abb. 8A und nicht ge-
zeigt). HrpE stellt damit das erste Typ-IlI-abhingig sekretierte Protein von X. campestris
pv. vesicatoria dar, dessen Stabilitit in shrp-Mutanten beeintrdchtigt ist (36, 171, 172).

Diese destabilisierende Wirkung steht somit vermutlich nicht im Zusammenhang mit ei-

43



ERGEBNISSE

ner einzigen Komponente des Hrp-Operons, sondern ist auf die Sekretionskompetenz im
Allgemeinen zurilickzufiihren. Diese Vermutung wird durch die starke Abhéngigkeit der
Hrp-Sekretion von den Mediumbedingungen bestérkt. Die Stimme 85E* und 85E*AhrpE
wurden in MA-Medium mit einem pH-Wert von 5,2 (Sekretionsmedium) oder einem
pH-Wert von 7,0 inkubiert (Abb. 8B). Wie in Abbildung 8B gezeigt, konnte bereits die
Expression von HrpE ausschliefSlich unter Sekretionsbedingungen nachgewiesen werden,
wiéhrend bei pH 7,0 HrpE nicht detektiert werden konnte.

Trotz der in den verwendeten Stimmen kodierten HrpG-Variante HrpG*, die eine konsti-
tutive Transkription der Arp-Gene gewihrleistet, sollte ein mdglicher Einfluss des niedri-
gen pH-Wertes auf die Aktivitit des ArpE-Promotors untersucht werden. Hierzu wurden
die Stamme 85E* pL3-AvrBs3::61 und 85E* pXV4::E525 in MA-Medium mit pH-
Werten von 5,2 und 7,0 inkubiert. Da der Effektor AvrBs3 nicht mit dem TTS-System
von X. campestris pv. vesicatoria koreguliert wird, sollte das Plasmid pL3-AvrBs3::61,
das fiir eine eine Tn3-gus Insertion in dem Effektor AvrBs3 kodiert, als Kontrolle fiir ei-
nen unspezifischen Einfluss des niedrigen pH-Wertes auf die Transkriptionsaktivitit die-
nen (109). Interessanterweise lysierte der Stamm 85E*pXV4::E525 in MA 5,2, so dass
keine Aussage liber einen die Transkription fordernden Einfluss des niedrigen pH-Wertes

auf den hrpE Promotor getroffen werden konnten.

MApH52 MApH 7,0

Abbildung 8: Analyse der Expression von HrpE.

(A) Die gezeigten X. campestris pv. vesicatoria-Stimme wurden in Sekretionsmedium inkubiert. Gleiche
Proteinmengen von Totalextrakten (TE) und Kulturiiberstinden (KU) wurden mittels SDS-PAGE und Im-
munoblotanalysen unter Verwendung des HrpE-spezifischen Antiserums analysiert. (B) Die Stimme 85E*
und 85E*AhrpE wurden in Minimalmedium mit einem pH-Wert von 5,2 (Sekretionsmedium) und in Mini-
malmedium mit einem pH-Wert von 7,0 inkubiert. Gleiche Proteinmengen der Totalextrakte wurden mittels
SDS-PAGE und Immunoblotanalysen unter Verwendung des HrpE-spezifischen Antiserums analysiert.
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2.2.2.2 Einfluss einer hrpE-Mutante auf die Aktivitit von Arp-Promotoren

HrpE ist eine essenzielle Komponente sowie auch ein Substrat des TTS-Systems. Die
Sekretion von HrpE konnte den vollstdndigen und sekretionskompetenten Aufbau des
TTS-System signalisieren, womit HrpE eine mogliche regulatorische Komponente des
TTS-Systems darstellt. Die mogliche Rolle von ArpE in der Regulation der hrp-Gene
wurde mit Hilfe von Reporterplasmiden untersucht, in denen die Promotoren der
hrp-Gene transkriptional mit dem uid4-Gen, welches die B-Glucuronidase (GUS) kodiert,
fusioniert wurden. Die Aktivitit der P-Glucuronidase wird durch die Spaltung der
B-glykosidischen Bindung des Substrats 4-Methylumbelliferyl-B-D-glucuronid nachge-
wiesen. Das hierbei freigesetzte fluoreszierende 4-Methylumbelliferon kann photomet-
risch bestimmt werden (96).

Die Reporterplasmide die das uid4-Gen unter der Kontrolle der hrpA (pPA2) , hrpB
(pPB1), hrpC (pPC490), hrpD (pPD3), hrpF (pPF142), hrpX (pPX2) und hrpG (pPG1)-
Promotoren exprimieren, wurden in die Stimme 85-10 und 85-10AArpE konjugiert (218).
Die Aktivitat des hrpE Promotors wurde mittels des Cosmids pXV4::E525, welches eine
Tn3-gus Insertion in ArpE enthdlt, analysiert (215). Die Bestimmung der GUS-Aktivitdten
der Transkonjuganten erfolgte nach 16 stiindigem Wachstum in nicht-induzierendem
NYG-Medium (Abb. 9A). Im Gegensatz zu allen anderen Arp-Genen, deren Expression in
NYG-Medium reprimiert ist und in der Pflanze oder XVM2-Medium induziert wird, zei-
gen hrpE und hrpG bereits eine basale Expression in NYG (215) (Abb. 9A). Die von den
hrpA, hrpB, hrpC, hrpD, hrpE, hrpF und hrpX-Promotoren vermittelten GUS-Aktivitéten,
waren fir den Wildtyp 85-10 und die korrespondierende hrpE-Mutante in NYG nahezu
identisch. Der hrpG-Promotor ist in 85-10AArpE im Vergleich zu 85-10 um den Faktor
1,8 induziert. In vier unabhidngigen Experimenten variierte diese Induktion zwischen 1,5
und 2,5fach. Damit besitzt ArpE unter nicht-induzierenden Bedingungen einen leicht re-
primierenden Effekt auf den ArpG-Promotor.

Dieses Ergebnis warf die Frage auf, ob dieser reprimierende Einfluss von hrpE auf den
hrpG-Promotor auch unter 4rp-Gen-induzierenden Bedingungen besteht. Hierzu wurden
die Stamme 85-10 und 85-10AArpE mit den Reporterplasmiden pPG1 und pPX2 fiir 16
Stunden in XVM2 angezogen (Abb. 10B). Beide Promotoren werden im Vergleich zum
Wachstum in NYG in XVM2 induziert. Der reprimierende Einfluss von ArpE auf den

hrpG-Promotor besteht demnach unter diesen Kulturbedingungen nicht.
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Abbildung 9: Der Einfluss von ArpE auf die Aktivitit der Arp-Promotoren.

(A) Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85-10 mit den Reporterplasmiden pPA2, pPB1, pPC490,
pPD3, pXV4::E525, pPF142, pPG1 und pPX2 wurden 16 Stunden in NYG-Medium angezogen. Die ge-
messenen GUS-Aktivitéten sind fiir 85-10 (wt) als schwarze Séulen und fiir 85-10AArpE (A) als weille Sdu-
len dargestellt. (B) Die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85-10 und 85-10AArpE mit den Repor-
terplasmiden pPG1 und pPX2 wurden in XVM2-Medium angezogen. Die gezeigten GUS-Aktivitéten stel-
len den Durchschnitt von vier Proben dar. Eine Unit (U) GUS-Aktivitit ist definiert als die Bildung von
1 nmol 4-Methylumbelliferon je Minute und Bakterium.

46



ERGEBNISSE

2.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse in der vorangegangenen Arbeit zeigen, dass X. campestris pv. vesicatoria
unter hrp-Gen-induzierenden Bedingungen filamentartige Oberflachenstrukturen mit ei-
nem Durchmesser von 8-10 nm und einer Lénge von mehreren Mikrometern bildet. Die
N-terminale Sequenzierung der Hauptkomponente im Kulturiiberstand und die nachfol-
gende Immunmarkierung mit einem gegen diese Komponente generierten Antikorper
zeigten, dass HrpE die Hauptuntereinheit des Hrp-Pilus darstellt. Sequenzhomologe kon-
nen ausschlieBlich in anderen Xanthomonaden gefunden werden, wobei ArpE synthenisch
zu hrpY, der Hauptuntereinheit des Hrp-Pilus des Pflanzenpathogens R. solanacearum ist.
Bioinformatische Analysen deuten darauf hin, dass alle Hrp-Pilus-Untereinheiten
Gram-negativer Pflanzenpathogene iiber eine dhnliche strukturelle Organisation, wie z. B.
eine a-helikale Sekundirstruktur verfiigen. Die Analyse einer nicht-polaren
hrpE-Mutante bestitigte, dass hrpE fiir die Interaktion mit suszeptiblen und resistenten
Wirtspflanzen essenziell ist. Weiterhin zeigten in vitro Sekretionsanalysen, dass ArpE fiir
die Sekretion Typ-IlI-abhingiger Substrate unabdingbar ist. Immunelektronenmikrosko-
pische Untersuchungen verdeutlichten, dass die TTS-abhéngig sekretierten Substrate
AvrBs3 und HrpF wéhrend des Transportprozesses in unmittelbarer Ndhe des Hrp-Pilus
lokalisiert sind. Eine systematische Analyse nicht-polarer Arc-, hrp- und hpa-Mutanten
zeigte, dass auler den Hpa-Proteinen und der Translokon Komponente HrpF alle weiteren
untersuchten Hrc- und Hrp-Proteine fiir die Hrp-Pilus Bildung essenziell sind. Weiterhin
iiben die Deletionsmutanten in den untersuchten src- und hrp-Genen einen negativen Ein-
fluss auf die Stabilitit bzw. Expression von HrpE aus. Die Analyse von Arp-Promotor-
GUS-Fusionen zeigte, dass hrpE unter nicht-induzierenden Bedingungen einen leicht
reprimierenden Einfluss auf den ArpG Promotor besitzt, der jedoch unter induzierenden

Bedingungen aufgehoben wird.
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2.3 Analyse der Doméanenstruktur der Hrp-Pilus Untereinheit HrpE von

X. campestris pv vesicatoria

2.3.1 Artikel:

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Sept. 2005, p. 6175-6186
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The plant-pathogenic bacterium Xanth campestris pv. vesicatoria possesses a type III secretion (TTS)
system necessary for pathogenicity in susceptible hosts and induction of the hypersensitive response in
resistant plants. This specialized protein transport system is encoded by a 23-kb hrp (hypersensitive response
and pathogenicity) gene cluster. X. campestris pv. vesicatoria produces filamentous structures, Hrp pili, at the
cell surface under hrp-inducing conditions. The Hrp pilus acts as a cell surface appendage of the TTS system
and serves as a conduit for the transfer of bacterial effector proteins into the plant cell cytosol. The major pilus
component, the HrpE pilin, is unique to xanthomonads and is encoded within the hrp gene cluster. In this
study, functional domains of HrpE were mapped by linker-scanning mutagenesis and by reporter protein
fusions to an N-terminally truncated avirulence protein (AvrBs3A2). Thirteen five-amino-acid peptide inser-
tion mutants were obtained and could be grouped into six phenotypic classes. Three permissive mutations were
mapped in the N-terminal half of HrpE, which is weakly conserved within the HrpE protein family. Four
dominant-negative peptide insertions in the strongly conserved C-terminal region suggest that this domain is
critical for oligomerization of the pilus subunits. Reporter protein fusions revealed that the N-terminal 17
amino acid residues act as an efficient TTS signal. From these results, we postulate a three-domain structure
of HrpE with an N-terminal secretion signal, a surface-exposed variable region of the N-terminal half, and a
C-terminal polymerization domain. Comparisons with a mutant study of HrpA, the Hrp pilin from Pseudo-
monas syringae pv. tomato DC3000, and hydrophobicity plot analyses of several nonhomologous Hrp pilins

suggest a common architecture of Hrp pilins of different plant-pathogenic bacteria.

Many gram-negative bacterial pathogens, including Xan-
thomonas campestris pv. vesicatoria, possess a unique protein
transport system called the type III secretion (TTS) system
which transfers so-called effector proteins directly into the host
cell. In plant bacterial pathogens, genes encoding the TTS
system are referred to as hypersensitive response and patho-
genicity (hrp) genes because mutations in these genes abolish
induction of the hypersensitive response in resistant host plants
and pathogenicity in host plants (36).

In X. campestris pv. vesicatoria, the hrp gene cluster is lo-
cated in a 23-kb chromosomal region and is organized into six
operons, designated hrpA to hipF (6, 17, 18, 24, 25, 48, 58).
Twenty-two genes are encoded within the /rp gene cluster, 11
of which are highly conserved among plant and animal patho-
gens and therefore have been renamed hrc (hrp conserved)
genes (5, 56). Eight hrc gene products are associated with
bacterial membranes and build up a transenvelope multipro-
tein complex (21). The remaining three proteins localize in the
cytoplasm and are probably involved in energizing the trans-
port process (20, 44). The role of the nonconserved Arp and
hpa (hrp-associated) genes is less well understood. Two pro-
teins, HrpE and HrpF, are substrates of the TTS system and
serve in the delivery of type III effector proteins to and across
the plant cell plasma membrane (8, 48, 56). Since these pro-
teins are not translocated into the plant cell, they are referred
to as noneffectors (9). Translocation of noneffectors is presum-
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ably inhibited by HpaB, an export control protein. While in the
wild type noneffectors, such as HrpF and XopA, are not trans-
located into the plant cell, they are translocated in an ApaB
mutant, as indicated by reporter protein fusions (9).

hrp gene expression is activated in planta by two regulatory
genes, hrpG and hrpX (50). HrpG is a member of the OmpR
family of two-component response regulators and controls, in
most cases via the AraC-type regulator HrpX, a large regulon
including genes for type III effector proteins (42, 57, 59).

These effector proteins presumably interfere with the met-
abolic pathways of the host, providing an advantage for the
pathogen, or suppress the plant defense reaction (54). Some of
these effectors are recognized in resistant plants by corre-
sponding R gene products, triggering a defense response called
the hypersensitive response, which ultimately restricts bacterial
growth. They were therefore designated avirulence (Avr) pro-
teins (60). AvrBs3 is the best-characterized avirulence protein
of X. campestris pv. vesicatoria and serves as a well-established
reporter for both secretion into the extracellular environment
and translocation into plant cells (41).

In contrast to animal-pathogenic bacteria, plant-pathogenic
bacteria have to overcome the plant cell wall for translocation
of effector proteins. In order to fulfill this task, plant pathogens
assemble a surface appendage, named the Hrp pilus. Hrp-
dependent pili have been described in several plant-pathogenic
or symbiotic bacteria that also contain a TTS system: Pseudo-
monas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum, Erwinia
amylovora, and Sinorhizobium fredii (28, 32, 46, 55). The Hrp
pilus elongates by the addition of Hrp pilin subunits at the
distal end, and also TTS system substrates are secreted only
from the pilus tip (27, 35). These results indicate that the Hrp
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid

Relevant characteristics

Reference or source

X. campestris pv. vesicatoria

8SE* eps::Tn3-gus insertion mutant of 85-10; /rp™ Rif Km"; carrying 59
hrpG* leading to constitutive irp gene expression
85E*AhrpF hrpF deletion mutant of 85E*; Rif" Km" 56
85E*AhrcV hreV deletion mutant of 85E*; Rif" Km" 56
85E*AhrpEA9-93 hrpE deletion mutant of 85E*; Rif" Km" 56
85E*AhrpF hrpE(Q56) 85E*AhrpF; derivative carries hrpE(Q56) This study
85E*AhrcV hrpE(Q56) 85E*AhrcV; derivative carries hrpE(Q56) This study
E. coli
DH10b F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80dlacZAM15 AlacX74 Invitrogen, Carlsbad, CA
endAl recAl deoR araA139 A(ara leu)7697 galU galK N~
nupG rpsL (Sm")
DHS5a A\pir F~ $80dlacZAM15(\pir) A(lacZYA-argF)U169 endAl recAl 38
deoR hsdR17(r~ my ") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1
Nal’; host for propagation of pOK derivatives
Plasmids
pOK1 Suicide vector; sacB sacQ mobRK2 oriR6K; Spc* 25
pXV9 PLAFR3 hrcC to hrpE clone from X. campestris pv. vesicatoria 56
75-3; Tc"
pRK2013 Helper plasmid for triparental matings; raRK" Mob" Km" 19
pDSM110 pDSKG604 expressing a c-myc-tagged version of AvrBsl from its 16
own promoter; Spc”
pOK-hipE Wild-type hrpE in pOK1 56
pENTR/D-TOPO Cloning vector; attL. recombination sites; pUC-ori; Km" Invitrogen, Carlsbad, CA
pL6GW356 pLAFRG6 derivative containing Gateway (Invitrogen, Carlsbad, 41
CA) attR reading frame B cassette; Cm" Spc”
pGPS5 Transprimer donor; Km" Ap" New England Biolabs, Beverly, MA

pL6HrpE, -AvrBs3A2

pLAFRG6 expressing a fusion protein between the N-terminal n

This study

amino acids of HrpE and AvrBs3A2 under control of the

hrpE promoter

pilus serves as a conduit through which substrates are trans-
ported. In all cases, the Hrp pilus subunits are small (6 to 11
kDa) and hypervariable, not only between different species,
but also between pathovars. The best-characterized Hrp pilus
subunit so far, the Hrp pilin HrpA from P. syringae pv. tomato,
shares only 27% protein sequence identity with HrpA of P.
syringae pv. syringae (14).

Based on preparative sodium dodecyl sulfate-polyacrylam-
ide gel electrophoresis, immunoelectron microscopy, and mu-
tational analyses, HrpE was identified as the structural com-
ponent of the Hrp pilus from X. campestris pv. vesicatoria (56).
hrpE is unique to the genus of Xanthomonas and shows no
sequence similarity to other pilin genes. Bacteria carrying mu-
tations in the ArpE gene neither cause disease in susceptible
host plants nor elicit the hypersensitive response in resistant
host plants. Additionally, HrpE has been shown to be essential
for the type III-dependent secretion of proteins such as HrpF,
AvrBsl, and AvrBs3. Hence, the Hrp pilus is an indispensable
component of a functional TTS system. The 9-kDa HrpE pro-
tein forms a slender pilus 8 to 10 nm in diameter and up to 4
pm in length (56).

The present study reports on the domain structure of HrpE
as revealed by linker-scanning mutagenesis and reporter pro-
tein fusions. The linker-scanning mutants contain pentapep-
tides inserted randomly within the polypeptide chain. Previous
studies using this technique yielded significant structure-func-
tion information (3, 11, 53). Several phenotypic classes of mu-
tants were obtained and characterized in detail. By means of

reporter protein fusions, we identify a signal for type III se-
cretion but not for translocation into plant cells. From these
results, a three-domain structure of HrpE is predicted. Hydro-
phobicity plot analyses of several Hrp pilin proteins, such as
HrpE, HrpA, and HrpY from R. solanacearum, reveal a com-
mon domain organization. These findings strongly suggest that
plant-pathogenic bacteria, challenged with the task of over-
coming the barrier of a plant cell wall, independently evolved
structurally similar proteins.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. The bacterial strains and
plasmids used in this study are described in Table 1. Since the wild-type strain X.
campestris pv. vesicatoria 85-10 produces large amounts of exopolysaccharides,
which were suspected to affect electron microscopic (EM) analyses, the exopo-
lysaccharide-negative strain 85E was used for most analyses. Plasmids were
introduced into Escherichia coli by electroporation and into X. campestris pv.
vesicatoria by conjugation, using pRK2013 as a helper plasmid in triparental
matings (15, 19). E. coli cells were cultivated at 37°C in LB medium, and X.
campestris pv. vesicatoria strains were grown at 30°C in NYG broth (13), on NYG
1.5% agar, in XVM2 minimal medium (57), or in MA secretion medium (49).
Antibiotics were added to the media at the following final concentrations: kana-
mycin, 25 pg/ml; tetracycline, 10 pg/ml; rifampin, 100 pg/ml; spectinomycin, 100
pg/ml.

Plant material and plant inoculations. Pepper cultivar ECW and the near-
isogenic lines ECW-10R and ECW-30R, carrying the resistance genes Bs/ and
Bs3, respectively, have been described previously (39). Inoculation of and reiso-
lation of bacteria from plant tissue were performed as previously described (6).
If not indicated otherwise, 8-week-old pepper plants were used.

Construction of the hrpE linker-scanning library. The GPS-LS mutagenesis
kit was used to perform linker-scanning mutagenesis of the irpE gene according
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to the manufacturer’s instructions (New England Biolabs, Beverly, MA). Briefly,
the mobilizable suicide vector pOK-hrpE (containing hrcD to hpaE) was used as
the target DNA for mutagenesis. In an in vitro reaction including a transposon
donor plasmid, the target DNA, and the transposase, the transposase excises the
transposon from the donor and inserts it into the target DNA. Five base pairs of
the target sequence are duplicated by the process. The insertions are expected to
occur randomly. E. coli DHS5« Apir cells were transformed with 2 pl of the in vitro
transposition reaction mixture. Transformants were selected for spectinomycin
resistance of the vector and kanamycin resistance of the pGPS5 transposon.
Insertions in irpE were mapped by colony PCR using a transposon border primer
contributed by the manufacturer and the vector-specific primer hrpE(—200) (5'-G
CATGAGCTCGAAATCCCAAGCACATGACATCCCTGC). To determine the
exact insertion site, positive clones were sequenced using the transposon border
primer. Transposon sequences were removed from selected clones by restriction
digestion with Pmel and religation, resulting in a 15-bp insertion, leading to
either an insertion of five amino acids (in two of three reading frames) or a TAA
stop codon (in the remaining frame).

Generation of chromosomal hrpE peptide insertion mutants. The chromo-
somal wild-type copy of hrpE was replaced with mutant versions by two consec-
utive crossover events as described previously (29). For all strains, the replace-
ment was confirmed by colony PCR spanning the /rpE region, followed by Pmel
restriction analysis.

Construction of HrpE-AvrBs3A2 fusion proteins. To create protein fusions of
HrpE with the reporter protein AvrBs3A2, plasmid pL6GW356 (41) containing
the Gateway attR reading frame B cassette (Invitrogen, Carlsbad, CA) in front of
avrBs3A2 was used. DNA regions starting 2.5 kb upstream of /rpE and contain-
ing different N-terminal regions of irpE were PCR amplified from genomic DNA
of X. campestris pv. vesicatoria strain 85E* and cloned into the entry vector
pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). Primer sequences are available
upon request. The entry clones were then recombined with the destination vector
pLO6GW356, thus creating the expression clones pLoHrpE,AvrBs3A2, pL6HrpE
AvrBs3A2, pL6HrpE oAvrBs3A2, pLo6HrpE,;AvrBs3A2, pL6HrpE,,AvrBs3A2,
pLO6HrpEs,AvrBs3A2, and pLo6HrpEg;AvrBs3A2. Constructs were conjugated
into strains 85E*, 85E*AhpaB, and 85E*Ahrc)/ by triparental matings as previ-
ously described (15).

Protein secretion experiments and immunoblot analyses. In vitro secretion
experiments were performed as described previously (49). Western blots were
incubated with polyclonal antiserum against HrpF (diluted 1:50,000) (10), a
polyclonal antiserum against AvrBs3 (diluted 1:1,000) (30), or a monoclonal anti
c-myc antiserum (diluted 1:1,000) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Ger-
many) and with a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (Am-
ersham Biosciences, Uppsala, Sweden), which was detected by enhanced chemi-
luminescence (Amersham Pharmacia Biotech). The membranes were reprobed
with an antibody against the intracellular protein HrcN to ensure that no bac-
terial lysis had occurred (49).

EM techniques. For electron microscopy analysis, bacteria were incubated on
EM grids according to a slightly modified protocol (7). Bacterial cultures were
grown for 24 h in NYG medium at 30°C. Bacteria were washed twice with 1 mM
MgCl, and resuspended in minimal medium. The bacteria were adjusted to an
optical density at 600 nm of 0.02, and a 15-p.l droplet was applied to a 300-mesh
gold EM grid (Sigma, Taufkirchen, Germany) coated with 1% Formvar (poly-
vinyl 1595E; Serva, Heidelberg, Germany). To avoid evaporation, the grids were
placed in a 9-cm petri dish containing wet filter paper which was sealed with
Parafilm. Grids were incubated for 6 h in a growth chamber at 30°C before
bacteria and pili were fixed by transferring the grid twice into a 20-pl drop of 2%
formaldehyde and 0.5% glutaraldehyde in 50 mM sodium cacodylate buffer (pH
7.2) for 20 min. Specimens were then negatively stained for 10 s in 2% phos-
photungstic acid and air dried before examination on an EM 900 electron
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) at an operating voltage of 80 kV.

Bioinformatic analyses. Pairwise BLAST comparisons were performed at the
National Center for Biotechnology Information website (http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/BLAST/bl2seq/bl2.html). Hydrophobicity profiles and aliphatic and in-
stability indices were calculated with the Protscale and the ProtParam tool,
respectively, available on the ExXPASy proteomics server of the Swiss Institute of
Bioinformatics (http://www.expasy.org/).

RESULTS

Peptide insertion mutagenesis and initial screening of the
mutants. To elucidate the domain structure of HrpE, we cre-
ated a mutant collection containing pentapeptide insertions. A
2.3-kb region harboring ArcD to hpaE, including hrpE, was
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cloned into the vector pOK. In vitro transposition mutagenesis
was accomplished with the GPS-LS kit, which employs a Tn7-
derived minitransposon carrying a selectable marker with mod-
ified inverted repeats at the ends harboring Pmel restriction
sites (4). As a result, 5 bp of the target sequence are dupli-
cated. Insertions were expected to occur randomly. After
transformation of the transposition reaction mixture into E.
coli, transformants were selected for the resistance markers of
the target DNA and the transposon. The location of the trans-
poson insertion was mapped by PCR and DNA sequencing.
Restriction digestion of appropriate derivatives and recircular-
ization led to insertion of 15 bp into the target DNA, either
coding for five amino acids residues or creating a stop codon.

The hrpE-containing plasmid pOK-ArpE was mutagenized in
two independent transposition reactions. In total, 5,000 clones
were initially screened by PCR and 59 of those had an insertion
in the hrpE region. DNA sequencing revealed that 34 inser-
tions (including 10 siblings) were located in the coding se-
quence of airpE. A premature stop codon was identified in 11
clones. In-frame insertions were found at 13 different positions
in the hrpE gene. To avoid multicopy effects of these variants,
they were introduced into the genomes of X. campestris pv.
vesicatoria strains 85E* and 85-10, thus replacing the wild-type
copy of hrpE. The nomenclature of the insertion mutants is
based on the location of the five additional amino acids. For
instance, hrpE(W10) stands for an insertion after tryptophan at
position 10. The variant with the earliest stop codon was used
as a nonpolar ArpE mutant (hrpEA9-93) (56), while the other
truncated variants were not further analyzed. A list of all mu-
tants and their relevant phenotypes is given in Table 2.

The N terminus of HrpE is permissive for pentapeptide
insertions. The mutant collection was screened for the ability
to translocate the effector proteins into plant cells. As an assay,
we used the avirulence protein AvrBsl, which leads to a hy-
persensitive response in resistant Bs/ pepper plants (47). In-
sertion mutant 85E*hrpE(W10) showed a slightly reduced hy-
persensitive response when inoculated into 4-week-old
resistant pepper plants. 8SE*hrpE(M18) and 85E*hrpE(F21)
reacted similarly to the wild type; however, on 12-week-old
plants they showed strongly reduced responses. 85E*
hrpE(D53) elicited a strongly reduced and delayed reaction.
All insertions between glutamine 56 and the C terminus of the
protein exhibited an Hrp-negative phenotype, and even 5 days
after inoculation, no hypersensitive response was observed
(Table 2). These results show that the N-terminal half of HrpE
tolerates pentapeptide insertions, whereas the C-terminal half
does not.

The mutant 85E*hrpE(Q56) is able to secrete proteins al-
though it does not elicit a hypersensitive response. We won-
dered whether the inability to elicit a hypersensitive response is
caused by a general defect in srp-dependent secretion from the
bacterium or by a defective translocation of avirulence proteins
into the plant cell. Therefore we followed the in vitro secretion
of two type III secreted proteins HrpF and AvrBsl. When
wild-type bacteria were incubated in secretion medium, both
proteins could be detected in total cell extracts by Western blot
analysis (Fig. 1 and Table 2). In concordance with the hyper-
sensitive-response assay, analysis of X. campestris pv. vesicato-
ria culture supernatants revealed that only strains
85E*hrpE(W10) to 85E*hrpE(D53) secreted HrpF and
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TABLE 2. Phenotypes of HrpE insertion mutants used in this study

WEBER AND KOEBNIK

Mutation/ Pentapeptide HR® Complementation®  Secretion of in vitro
strain insertion® AvrBs1  HrpF Hrp pili®®
w m S T

hrpEAY-93 - “' \ - = =

. ]

hrpE(W10) CLNTW ﬂ + + +

* i ‘\‘,
hrpE(M18) VFKHM . + + 600 nm

*
hrpE(F21) CLNSF o E + + 120 nm
hrpE(D53) VFKQD . ! . i + + -
hrpE(Q56) MFKHQ . E = + -
hrpE(K62) CLNNK . m - - n.d.
hrpE(T64) MFKHT . . = & =
hrpE(K67) MFKHK - - - n.d.
hrpE(NB8) CLNKN . . - - -
hrpE(N73) CLNIN . . - = &
hrpE(NTT) CLNIN . . = - £
hrpE(K82) VFKHK E & = =
hrpE(K88) CLNTK I - ! 3 = &

“ Pentapeptide insertion encoded by the 15-bp insertion.

® In most cases, strains were inoculated into 12-week-old ECW-10R plants and hypersensitive-response (HR) induction
was scored after 2 days. In the cases of irpE(M18) and hrpE(F21), 4-week-old (*) and 12-week-old plants were inoculated,
respectively. irpE(D53) was scored 5 days postinoculation.

¢ Mutants were complemented with pXV9 carrying hrpE. The hypersensitive response was scored after 2 days.

4 1.d., not determined.

¢ Average length is given.
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FIG. 1. Effects of ArpE insertion mutations on in vitro type III secre-
tion. Immunoblot analyses of total protein extracts (TE) and culture
supernatants (SN) of an irpE wild-type (wt) strain (85E*), a TTS-defi-
cient mutant (85E*AhrcV), an hipF deletion mutant (85E*AhpF),
an hrpEA9-93 mutant, and insertion mutants S85E*ArpE(W10),
85E*hipE(M18), 85E*hipE(D53), 85E*hipE(Q56), and 85SE*hrpE(K88)
grown in secretion medium are shown. The blots were reacted with a
polyclonal antiserum directed against HrpF.

AvrBs1. Mutants with insertions downstream of lysine 62 failed
to secrete HrpF and AvrBsl. Intriguingly, mutant
85E*hrpE(Q56), which did not show any reaction in planta,
was able to secrete HrpF, although in slightly reduced
amounts. However, we could not detect AvrBsl in superna-
tants of 85E*hrpE(Q56).

Hypersensitive-response reduction in resistant plants is
mirrored by growth defects of bacteria in susceptible plants. In
contrast to the hypersensitive response, which is based on the
translocation of one specific Avr protein, growth in susceptible
plants reflects the ability to initiate a compatible interaction
with the host plant, requiring the coordinated translocation of
a set of effector proteins. Therefore, the insertion mutants
were inoculated into susceptible ECW pepper leaves. The re-
sulting growth curves of strains 85E*, 8SE*hrpE(W10),
85E*hrpE(D53), 85E*hrpE(Q56), and 85E*hrpEA9-93 are
shown in Fig. 2. Compared to the 85E* wild-type strain, the
mutants showed a gradual decrease in growth, which corre-
lated well with the different capacities to elicit a hypersensitive
response in resistant plants (Table 2). The growth of
85E*hrpE(M18) and 85E*hrpE(F21) was intermediate be-
tween those of 85E*hrpE(W10) and 85E*hrpE(D53) (data not
shown). One representative variant with an Hrp-negative phe-
notype, 85E*hrpE(K88), behaved like the negative control
S8SE*hipEA9-93. A remarkable exception is the mutant
8SE*hrpE(Q56), which was not detectable in the plant tissue
after 48 h, whereas Arp mutants, such as 85E*hrpEA9-93, grew
slightly during this period of time. This is a novel phenotype
which has not been observed before. We suspect that either the
mutant protein itself had a toxic effect on X. campestris pv.
vesicatoria or the plant was able to respond to tiny amounts of
an effector protein by an active defense reaction. This hypoth-
esis was based on the in vitro secretion of reduced amounts of
HrpF. Since AvrBsl secretion was not detectable, it appeared
conceivable that effector proteins were translocated in signifi-
cantly reduced amounts, which may not be sufficient to sup-
press a plant defense reaction. To study this effect in more
detail, hrpE(Q56) was introduced into secretion-defective
(AhrcV) and translocation-defective (AhrpF) mutant back-
grounds. Strain 85E*AhrcV hrpE(Q56) behaved like a typical
hrp mutant, whereas the number of viable 85SE*AhrpF hrpE
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FIG. 2. Analysis of hrpE insertion mutants for growth in planta.
(A) Bacterial growth of strains 85E*, 85E*hipE(W10), 85E*
hrpE(DS53), 85E*hrpE(Q56), and 85E*hrpEA9-93 in the susceptible
pepper line ECW is shown. (B) Bacterial growth of strains 85E*,
85E*AhrpF, 85E*AhrpF  hrpE(Q56), 85E*Ahrcl hrpE(Q56), and
85SE*hrpE(Q56). Bacteria were inoculated into leaves at 10* CFU/ml.
Values are the means of four samples of two different plants taken at
each time point, and the error bars indicate the standard deviations.
Each graph is based on data from one representative experiment.

(Q56) cells was reduced in comparison to the 4rp mutant (data
not shown). Hence, HrpF is not required for this effect.
Peptide insertion mutants in the C-terminal region inhibit
Hrp pilus assembly. To answer the question of whether some
of the mutants can interfere with the function of wild-type
HrpE, we introduced a low-copy-number cosmid with an extra
copy of the entire hrp gene cluster, except for hrpF, into the
mutant strains. Under these conditions, the wild-type protein
was assumed to be expressed at a higher level than the mutant
protein. To test for complementation, the strains were inocu-
lated into resistant pepper plants and the AvrBsl-dependent
hypersensitive response was monitored. Mutants which showed
slightly reduced responses, 85E*hrpE(W10) to 85E*hmpE
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FIG. 3. Morphological characterization of 85E*hrpE(M18) cells and pili by electron microscopy. Bacteria were incubated on coated EM gold
grids for 6 h at 30°C. Transmission electron micrographs of negatively stained specimen are shown. (A) 85E* forms Hrp pili with a diameter of
8 to 10 nm and a length of up to 4 um. (B to D) Hrp pili of 85E*hrpE(M18) are not altered in diameter but are significantly shorter (B). Broken
Hrp pili are in close contact with the bacterial cell (C) or being detached (D). Broken Hrp pilus fragments show a predominant length of 0.5 to
1 wm. Bars: 0.25 pm. (E) Length distribution of Hrp pili and pilus fragments of strain 8SE*ArpE(M18). The number of Hrp pili connected to the
bacterial cell (gray columns) or of broken pilus fragments (white columns) found with a given length was recorded. For comparison, the length

distribution of Hrp pili formed by wild-type 85E* is illustrated by black columns.

(D53), as well as 85SE*hrpE(K62), 85SE*hipE(K67), 85SE*hrpE
(K82), and 85E*hrpE(K88), could be complemented.

In four cases, 85E*hrpE(T64), 8SE*hrpE(N6S), 8SE*hrpE
(N73), and 85E*hrpE(N77), the ability to trigger a hypersen-
sitive response could not be restored by the presence of wild-
type hrpE. This dominant-negative effect suggests that the mu-
tant variant may interfere with the assembly of the Hrp pilus.

Morphology studies reveal insertion mutants with short-
ened Hrp pili. Next we were interested in determining whether
morphological peculiarities of the Hrp pili might be the reason
for the observed phenotypes. Therefore, we investigated the
hrpE mutants by electron microscopy. The pili of mutant
85E*hipE(W10) showed no significant alteration in morphol-
ogy or the number of pili per cell (see Fig. 4A). Insertion
mutants 8SE*hrpE(M18) and 85E*hrpE(F21), which led to a
reduced hypersensitive response after inoculation of 12-week-

old plants, had significantly shorter pili (Fig. 3 and data not
shown). The length of Hrp pili ranged from 0.25 pm to 1 pum,
whereas wild-type pili reached more than 4 pm in length.
Interestingly, numerous detached pilus fragments were ob-
served (Fig. 3C and D). Both the short pili and the pilus
fragments had a diameter of 8 to 10 nm, like the wild type. The
length of the detached fragments varied in a remarkably small
range, between 0.5 and 1 wm. There was a clear correlation
between fragment length and the maximal length of the at-
tached pili (Fig. 3E). The number of pili was similar to that of
the wild type.

For 85E*hrpE(D53) and 85E*hrpE(Q56), which were still
able to secrete proteins, no Hrp pili could be detected (Fig. 4B
and C). Possibly, the Hrp pilus already starts within and is not
only attached on top of the TTS apparatus. We also examined
two of the dominant-negative mutants. As expected,
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FIG. 4. Effects of insertion mutations on Hrp pilus assembly. Electron micrographs of 85E*-derived bacteria incubated in XVM2 medium are shown.
Insertion mutant ArpE(W10) (A) produced pili, whereas hrpE(D53), hrpE(Q56), and hrpE(N73) did not show Hrp pili (B to D). Bars: 200 nm.

8SE*hrpE(N73) and 85E*hrpE(N77) failed to assemble Hrp
pili (Fig. 4D).

The TTS signal is located in the first 17 codons. In order to
define the TTS signal of HrpE, protein fusions between N-
terminal fragments of HrpE and an N-terminally truncated
AvrBs3 reporter protein (AvrBs3A2) were generated. This
truncated AvrBs3 variant, which is devoid of its own secretion
signal, is able to cause a hypersensitive response when tran-
siently expressed in planta using Agrobacterium tumefaciens
(52). The resulting constructs (HrpE,,-, HrpE,,-, HrpE -,
HrpE,s-, HrpE,,-, HrpEs,-, and HrpE,;-AvrBs3A2) were in-
troduced into strain 85E*. Western blot analysis of total pro-
tein extracts demonstrated that all fusion proteins were ex-
pressed. After incubation in secretion medium, all fusions,
except for HrpE,-AvrBs3A2, were well detected in the culture
supernatants (Fig. 5A). The HrpE,,-AvrBs3A2 fusion protein
could be detected in very small amounts, demonstrating that
even this short peptide is able to permit secretion, albeit at a
reduced rate. To confirm that secretion follows the TTS path-
way, construct HrpEs,-AvrBs3A2 was introduced into
8SE*AhrcV. In this genetic background, no in vitro secretion of
the reporter protein could be detected (Fig. SA). These results
show that a minimal TTS signal is encoded within the first 10
codons, but full secretion efficiency was only observed with 17
or more codons.

HrpE is not translocated into plant cells by strains 85E*
and 85E*AhpaB. To test whether HrpE-AvrBs3A2 fusions are
translocated into plant cells, 8SE* strains expressing HrpE -,
HrpE,;-, HrpE,o-, HrpE,3-, HrpE, -, HrpEs,-, and HrpEos-
AvrBs3A2 were inoculated into ECW-30R pepper leaves ex-

pressing the Bs3 resistance gene. As shown in Fig. 5B, none of
the HrpE-AvrBs3A2 fusions elicited a hypersensitive response,
indicating that the HrpE-AvrBs3A2 fusions were not translo-
cated into the plant cell. Instead, water-soaked lesions were
formed, indicating that the fusion proteins had no inhibitory
effect on the translocation of other effector proteins.

Recently it was shown that the N termini of noneffectors,
such as XopA and HrpF, target the AvrBs3A2 reporter into
plant cells in a AipaB mutant but not in the wild type. This
finding suggested that these noneffectors contain not only a
secretion signal but also a translocation signal but that their
translocation is inhibited by HpaB (9). Therefore, transloca-
tion of HrpE, -AvrBs3A2 fusions was also tested in an
8SE*AhpaB background. Like 85E*, 85E*AhpaB strains did
not elicit a hypersensitive response, whereas the noneffector
fusion HrpF,,,-AvrBs3A2 did (Fig. 5B). These results indicate
that the pilin HrpE is not delivered across the plant plasma
membrane regardless of whether or not hpaB was present.
Hence, HrpE does not possess a translocation signal controlled
by HpaB.

Hrp pilins share similar physicochemical profiles. The ma-
jor subunits of Hrp pili of P. syringae (HrpA), R. solanacearum
(HrpY), and X. campestris (HrpE) assemble into pilus struc-
tures which are nearly identical in diameter and length (46, 55,
56). Surprisingly, their sequences are not conserved (Fig. 6A),
which implies the existence of other common properties nec-
essary for their function. To elucidate structural homology
among Hrp pilins despite low sequence conservation, we ana-
lyzed the physicochemical features of the three proteins. This
approach has already been described for components of the
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FIG. 5. Secretion and translocation of HrpE, -AvrBs3AN fusions. (A) Analysis of the secretion signal of HrpE. Immunoblot analysis of total
protein extracts (TE) and culture supernatants (SN) of X. campestris pv. vesicatoria cells expressing HrpE, -AvrBs3A2 fusion proteins, grown under
secretion conditions, is shown. The blot was probed with a polyclonal antiserum directed against AvrBs3. (B) Translocation assay in pepper plant
ECW-30R. The translocation of HrpE, -AvrBs3A2 fusions was analyzed in the wild type (85E*) and in an isogenic ipaB deletion mutant
(85E*AhpaB). All 85E* derivatives led to water-soaked lesions 2 days after inoculation. In contrast, no reaction occurred when 85E*AhpaB
derivatives were used. The reporter fusion HrpF,,,-AvrBs3A2 served as a control, leading to water-soaked lesions when expressed from 85E* or
a hypersensitive response when expressed from 85E*AhpaB. X. campestris pv. vesicatoria strains were inoculated at 5 X 10® CFU/ml. Two days after

inoculation, the leaves were bleached with ethanol.

flagellar system (1). As shown in Fig. 6B, all three pilins have
very similar hydrophobicity profiles with three rapidly alternat-
ing hydrophilic and hydrophobic stretches in the C-terminal
half, indicating that this part of the protein contains exposed
and embedded regions. Also, the N termini show similar hy-
drophobicity patterns and a pronounced hydrophilic drop at
the end of the presumed secretion signal (Fig. 6B). Also, the
instability indices (HrpE, 25.4; HrpA, 18.3; HrpY, 18.3) and
aliphatic indices (HrpE, 72.5; HrpA, 85.7; HrpY, 57.4) were
similar in all three cases. These findings suggest a common fold
of the Hrp pilus subunits of all three plant-pathogenic bacteria.

DISCUSSION

In this work, we studied the domain structure of HrpE, the
major pilus subunit of X. campestris pv. vesicatoria. Intrigu-

ingly, homologs of this protein are only found in other xan-
thomonads and comparison of the five available sequences
shows a variable N-terminal half, in contrast to the highly
conserved C-terminal half, where the last 24 amino acids are
identical (56). This small 9-kDa protein is fascinating because
of its functional versatility. First, as an outer component of the
TTS system it has to be secreted and therefore needs a secretion
signal. Second, is has to assemble into an extracellular polymeric
structure which is stable and flexible enough to pass the plant cell
wall (23). Third, an inner channel has to be formed which allows
the passage of the Hrp pilus subunit itself, of the HrpF translocon
protein, and of more than 20 different type III effectors (F. Thi-
eme and U. Bonas, unpublished data). To fulfill all these tasks,
interactions between HrpE and several components of the TTS
system have to take place. HrpF, HrpE, HrpB2, and the HrcC
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secretin are candidate partners, but up to now there is no exper-
imental proof for any of these interactions (48). In this study,
functional domains of HrpE were mapped by linker-scanning
mutagenesis and by reporter protein fusions.

‘We mapped the TTS signal of HrpE by constructing protein
fusions between HrpE with the reporter AvrBs3A2. HrpE, -
AvrBs3A2 fusions containing the first 17, 19, 23, 42, or 50
amino acids of HrpE or the full-length HrpE protein were
expressed and secreted into the culture supernatant, whereas
the first 10 amino acids allowed the secretion of only small
amounts of the fusion protein. Hence, the signal sufficient for
efficient secretion of HrpE is localized between the codons for
amino acids 1 to 17. This finding is consistent with other studies
of the TTS signals of many effector proteins (2, 22, 40, 51).

We also analyzed the competence of the HrpE N terminus
to serve as a translocation signal. The inoculation of the 85E*
strains expressing HrpE -AvrBs3A2 fusion proteins into pep-
per ECW-30R plants revealed that none of the variants was
translocated. Interestingly, the noneffectors HrpF and XopA
are translocated in a AhpaB mutant, showing that HpaB pre-
vents them from being translocated in the wild type (9). In
contrast to HrpF and XopA, HrpE is not translocated in a
AhpaB mutant, indicating that there is no translocation signal
in HrpE or that another negative regulator prevents HrpE
from translocation. Of special interest is the full-length HrpE
fusion to AvrBs3A2. This variant was readily detected in cul-
ture supernatants in an in vitro secretion assay and did not
interfere with pilus assembly of wild-type HrpE, as indicated by
the development of disease symptoms on ECW-30R plants
(Fig. 5B) or by development of an AvrBsl-induced hypersen-
sitive response in ECW-10R plants (data not shown). This
finding indicates that C-terminal extensions to HrpE may pre-
vent incorporation into the growing pilus.

To define the domain structure of HrpE further, linker-
scanning mutagenesis was performed. The mutants were char-
acterized with respect to the in vitro secretion of TTS sub-
strates and the elicitation of a hypersensitive response in
resistant plants or growth in susceptible plants. Furthermore,
the pilus morphology was analyzed by electron microscopy and
complementation studies were performed. Based on these as-
says, we grouped the insertion mutants into six classes, which
are summarized in Table 3.

Class I mutant 85E*hrpE(W10) behaved like the wild type
except for slightly reduced growth in planta. This is a very
sensitive assay and therefore may also reveal subtle distortions
of the pilus which were not observable by electron microscopy.
Surprisingly, the N-terminal secretion signal of HrpE was not
disturbed by the five extra amino acids. We took advantage of
this permissive site by inserting two epitope tags. While the
hexahistidine epitope did not interfere with HrpE function,

FIG. 6. Hrp pilins show no sequence homology but similar hydro-
phobicity profiles. (A) Amino acid identities and similarities of Hrp
pilin proteins. Pairwise BLAST analyses were performed using the
BLOSUMG62 scoring matrix. (B) Hydrophobicity plots of Hrp pilins,
calculated over a sliding window of five amino acid residues, using the
Kyte and Doolittle hydrophobicity scale (33). Conserved peaks of low
hydrophobicity are indicated.
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TABLE 3. Classes of HrpE insertion mutants

Class Insertion mutant(s) Relevant characteristics
I hrpE(W10) Pili same as wild type; slightly reduced growth in planta
II hrpE(M18), hrpE(F21) Short Hrp pili; secretion and translocation competent; reduced growth in planta,
delayed hypersensitive response in old plants
I hrpE(D53) No Hrp pili; secretion and translocation competent; strongly reduced growth in
planta, delayed hypersensitive response in young and old plants
v hrpE(Q56) No Hrp pili; secretion of HrpF; no secretion of AvrBsl; dying in planta after 48 h
A% hrpE(K62), hipE(K67), hrpE(K82), No Hrp pili; Hrp phenotype
hrpE(K88)
VI hrpE(T64), hrpE(N68), hrpE(N73), No Hrp pili; Hrp phenotype, dominant-negative phenotype
hrpE(N77)

introducing the strongly charged FLAG epitope led to a non-
functional HrpE variant (E. Weber, unpublished data).

Class II mutations hrpE(M18) and hrpE(F21) also allowed
efficient in vitro secretion of HrpF and AvrBsl. However, with
respect to virulence these mutants grew significantly less than
the wild type in susceptible pepper plants. This finding may be
explained by a reduced stability of the Hrp pili or by a slightly
altered effector translocation. EM analyses revealed that these
mutants form short and unstable Hrp pili. Two facts are re-
markable. First, the uniformity of the Hrp pilus fragments
shows that the breaking point is not distributed randomly.
Second, the length of Hrp pilus fragments and the maximal
length of the attached pili are similar. We assume that the Hrp
pili are destabilized at their connection with the base and break
if the structure reaches a certain length. Hence, the N terminus
of HrpE contributes to the anchorage and stability of the pilus.
A candidate interaction partner for the connection to the base
is the outer membrane-localized secretin HrcC. In line with the
shortened pili, we observed that only in 4-week-old plants did
a hypersensitive response occur while no reaction occurred in
12-week-old plants. The continuous hardening process of plant
cell walls by an increase in wall cross-linking or an alteration in
the structure and composition of cell wall components may
explain these findings (12).

Class III mutation ArpE(D53) and class IV mutation
hrpE(Q56) are located at the boundary between the variable N
terminus and the highly conserved C terminus. This transition
is also reflected by their phenotypes. 85E*hrpE(D53) was still
able to elicit a hypersensitive response in resistant plants and
to secrete HrpF and AvrBsl (Table 2). In contrast,
85E*hrpE(Q56) was able to secrete HrpF, but no longer
AvrBsl. Accordingly, this mutant also failed to elicit a hyper-
sensitive response in ECW-10R pepper plants. Despite their
ability to secrete proteins, both mutants did not form Hrp pili
in vitro. Probably, HrpE(D53) could form pili that are too
fragile to be detected by the method used. In the case of
HrpE(Q56), the mutant proteins are probably disturbed in
their interaction with each other but can still form a “minimal
pilus” in vivo inside the TTS apparatus which is stabilized by
the surrounding TTS components. This hypothetical structure
would be able to connect the cytoplasm with the outer envi-
ronment and therefore to perform secretion. The degree of
distortion may be larger in ArpE(Q56) than in AirpE(D53), thus
explaining their different behaviors in protein secretion.

Surprisingly, the 85E*hrpE(Q56) variant died in planta 48 h
postinoculation. Its growth in liquid rich medium and in min-

imal secretion medium was not altered, indicating that the
toxic effect is not an intrinsic feature of the mutant protein
(data not shown). The toxic effect in planta depends on a
functional TTS system, since the Ahrcl hrpE(Q56) double
mutant survived. However, translocation of effector proteins—
even in very small amounts—was not required for the toxic
effect since also a AhrpF AhrpE(Q56) double mutant died. We
do not know if pathogen-associated molecular patterns are
involved in this process or if even the HrpE(Q56) variant acts
as a pathogen-associated molecular pattern (43). We consider
this possibility unlikely, since no reaction occurred after inoc-
ulation of 85E*hrpE(Q56) in susceptible ECW plants (data not
shown). Alternatively, different gating behaviors of the TTS
system under in vitro and in planta conditions may be the
reason for this phenotype. An “open”-state TTS system may
lead to leakage of protons into the environment.

In the highly conserved C terminus, all insertion mutations
(class V and class VI) show much more drastic effects. The
mutants did not elicit any reaction in plants, neither a hyper-
sensitive response in resistant plants nor water-soaked lesions
in susceptible ones. They also failed to secrete proteins and
were not able to form pili. This complete loss of function shows
the key importance of the C-terminal domain for function,
which is also reflected by its sequence conservation among the
five HrpE proteins. The four C-terminal mutants of class VI
are of special interest since they could not be complemented.
Such dominant-negative effects have also been described for
other proteins where polymerization is indispensable for func-
tion (26). Therefore, it is most likely that the highly conserved
C terminus acts as the polymerization domain of HrpE. For
the HrpA pilin from P. syringae pv. tomato, it was shown that
purified pilins polymerized in vitro (45). From this point of
view, a polymerization-deficient but folding-competent protein
variant may be instrumental for nuclear magnetic resonance
spectroscopy or X-ray crystallography of HrpE.

Taken together, our results suggest a three-domain organi-
zation of HrpE (Fig. 7). The N-terminal 17 codons account for
the TTS signal, as demonstrated by our reporter protein fu-
sions. We found, however, that this signal is tolerant of muta-
tions since two of three insertions behind tryptophan 10 did not
disturb the TTS signal. A FLAG epitope was not tolerated,
which may be due to its highly charged character. Other work
with synthetic TTS signals has shown that an amphipathic
character is required for function as a TTS signal (37). The
second domain encloses all insertions (class I to III) up to
aspartic acid 53, which were at least partially tolerated (Fig. 2;

57



ERGEBNISSE

VoL. 187, 2005

S,
22 o m
S ko2 RS Lo
&»S’ v Q56 Sl
D5
] ?" . Py M0 B ; u

| HrpE

4

|TTS signall |Surface—exposed domainl | Polymerization domain |

FIG. 7. Proposed domain structure of HrpE. Insertion points are
marked as lollipops with mutant numbers above. The six mutant
classes are indicated as follows: class I, open circle; class II; gray
circles; class III, black circle; class IV, open square; class V, gray
squares; class VI, black squares.

Table 2). Therefore, this region cannot be responsible for the
polymerization of the HrpE pilin. Instead, we suggest that this
region is largely exposed to the exterior of the pilus. This
suggestion is supported by the high variability of this region.
Nevertheless, this region also contributes to the stability of the
Hrp pilus since two of three insertions led to drastically short-
ened pili. The insertions behind aspartic acid 53 (class IV to
VI), which did not allow productive interaction with host
plants or production of Hrp pili (Table 2), define the third
domain. This proposal is consistent with the high conservation
of this region at the level of the primary and secondary struc-
tures (56). Interestingly, four mutations were dominant nega-
tive. This effect shows that this part is involved in the polymer-
ization process.

Besides HrpE, only the pilus protein HrpA from P. syringae
pv. tomato has been characterized in detail. Similar to our
finding, the first 15 residues are sufficient for secretion of a
reporter protein and almost all insertions in the C-terminal
half prevent pilus formation (22, 53). Interestingly, the two
proteins, and also the HrpY pilin from R. solanacearum, do not
share any significant sequence homology (Fig. 6A). However,
all these proteins share a number of physicochemical features.
They are small (HrpE, 9.7 kDa; HrpA, 11.3 kDa; HrpY, 8.7
kDa) and predicted to consist almost exclusively of a-helices
(31, 56). Additionally, they show very similar hydrophobicity
profiles (Fig. 6B) and resemble each other in their instability
and aliphatic indices. It seems as if three bacterial species, all
faced with the challenge of overcoming the extraordinary bar-
ricade of a plant cell wall, evolved functionally and structurally
similar proteins. In future work, the epitope-tagged and dom-
inant-negative HrpE variants will be used for high-resolution
structural analyses.

After completing this report, we became aware of a study
from the laboratory of Sheng Yang He describing dominant-
negative Pseudomonas hrpA mutants (34). In addition to our
mutant classes, they identified mutants (class IB) which in the
presence of the wild-type allele did not interfere with in vitro
secretion of two tested type III effectors (AvrPto and
HopPtoM) although they did not form Hrp pili. This pheno-
type is reminiscent of that of our ArpE(D53) and hrpE(QS56)
mutants which, however, are not dominant negative. We be-
lieve that in all cases unstable Hrp pili [HrpA hybrid pili,
HrpE(D53) pili, or HrpE(Q56) pili] are formed which are

DOMAIN STRUCTURE OF HrpE 6185

stabilized within the TTS apparatus, thus allowing in vitro
secretion. In contrast to the HrpA and HrpE(QS56) pili,
HrpE(D53) pili appear to be slightly more stable since residual
hypersensitive-response induction was observed. Alternatively,
the differences could be due to the different plant assays used
in the two studies.
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2.3.2 Erginzende Ergebnisse

2.3.2.1 Charakterisierung der dominant-negativen HrpE-Insertionsmutanten

Die bisherigen Versuche zur 16slichen Expression von HrpE scheiterten an der bereits
durch seine Funktion vorgegebenen Fihigkeit zur Aggregation (207). Eine Expression
von HrpE in l6slicher Form ist allerdings fiir die Kldrung der 3D-Struktur mittels
NMR-Spektroskopie oder Rontgenkristallographie von entscheidender Bedeutung.

Die dominant-negativen Insertionsmutanten HrpE(T64), HrpE(N68) und HrpE(N73) stel-
len mogliche Kandidaten fiir HrpE-Varianten dar, die in ihrer Féhigkeit zur Assemblie-
rung gestort sind, und sollten daher {iberexprimiert werden. ArpE(T64), hrpE(N68) und
hrpE(N73) wurden unter Verwendung der Primer hrpE-5"Ndel (5°-GCG AAT TCC ATA
TGC AAATTT TTC CTG AAG TAA GCT CG) und hrpE-3’pET15 (5’-CGG GGA TCC
TTA TTA CTG GCC AAC GAG CTG CTT AGC) amplifiziert. Mittels der in den Pri-
mersequenzen enthaltenen Ndel- und BamHI-Schnittstellen (unterstrichen) wurden die
Fragmente in das Expressionsplasmid pETI15b (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) kloniert, wobei die HrpE-Varianten N-terminal mit einem His()-Tag fusio-
niert werden. Die resultierenden Plasmide pET15b hrpE(T64), pET15b hrpE(N68) und
pET15b hrpE(N73) wurden in JM109(DE3) Zellen transformiert. Alle HrpE-Varianten
wurden nach Induktion mit IPTG exprimiert (Abb. 10A). Die Trennung der Totalzellex-
trakte in eine 16sliche und eine unldsliche Fraktion erfolgte nach Herstellerangaben unter
Verwendung des B-PER® Reagenzes (PIERCE, Rockford, IL) (Abb. 10B). HrpE(T64)
und HrpE(N73) konnten wie das HrpE-Wildtyp-Protein ausschlieflich in der unloslichen
Fraktion nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu sind im Falle von HrpE(N68) zwi-
schen 20 % und 50 % des Proteins 16slich. Nach Reinigung mittels "immobilized-metal-
affinity-chromatography", Protease-vermittelter Abspaltung des Hise)-Epitops und an-
schlieBender hydrophober Interaktionschromatographie konnte nun die Struktur von

HrpE(N68) durch NMR gelost werden.
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Abbildung 10: Expression der dominant-negativen HrpE-Insertionsmutanten.

(A) E.coli JMI109(DE3)-Stimme mit den Plasmiden pET15bArpE, pETL15b hrpE(T64),
pET15b hrpE(N68) und pET15b hrpE(N73) wurden bis zu einer ODgy von 0,5 angezogen und anschlie-
Bend fiir vier Stunden mit 0,1 mM IPTG induziert. Gleiche Proteinmengen von uninduzierten und induzier-
ten Kulturen wurden mittels Immunoblotanalysen unter Verwendung eines Hiss)-spezifischen Antikdrpers
(Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) analysiert. (B) Die Totalzellextrakte der induzierten Stimme wurden
in eine unldsliche (UL) und eine 16sliche (L) Fraktion aufgetrennt und anschlieBend mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Féarbung analysiert.

2.3.2.2 Generierung einer funktionalen Epitop markierten HrpE-Variante

In bisherigen Arbeiten konnten keine Interaktionspartner von Hrp-Pilinen identifiziert
werden. Ein viel versprechender biochemischer Ansatz liegt in der nativen Reinigung von
HrpE im Komplex mit interagierenden Komponenten. Um die Funktion von HrpE zu ge-
wihrleisten, wurde die permissive Stelle W10 als Insertionsort genutzt, damit weder das
Sekretionssignal im N-Terminus noch die Assemblierungsdomédne im C-Terminus zer-
stort werden. Als moglichst kurze Epitopmarkierungen wurden ein His)- und ein FLAG-
Epitop ausgewdhlt, da sie eine Reinigung iiber entsprechende Affinititsmatrizen ermdgli-
chen.

Zur Erstellung der HrpE-Variante mit einem His)-Epitop wurde der Bereich von hrpE
bis hpaFE mittels der Primer hrpE-W10-His (5’-GTA AGC TCG TGG GCC GGC CAT
CAC CAC CAT CAT CAC AAG AGG TCC CGT GTT GGC CAA G) und hrpE-3’ Sall
(5’-ACG CGT CGA CCA AAC ACC GGG AAA GAA CTC) amplifiziert. Im Falle des
FLAG-Epitops wurden die Primer hrpE-W10-FLAG (5’-GTA AGC TCG TGG GCC
GGC GAC TAC AAG GAC GAT GAT GAC AAG AGG TCC CGT GTT GGC CAA G)
und hrpE3-3” Sall genutzt. Die Sequenzen, die fiir das His)- bzw. FLAG-Epitop und den
aus den Aminosduren Alanin und Glycin bestehenden Linker kodieren, sind in der Pri-
mersequenz kursiv markiert. Die resultierenden PCR-Fragmente wurden mittels der in
den Primersequenzen enthaltenen BssSI und Sal/l Restriktionsschnittstellen (unterstrichen)
in den Vektor pOK-hrpE kloniert, der als Insert den Bereich von ArcD bis hpaFE trigt
(209). Die resultierenden Plasmide pOK-hrpE (W10His) und pOK-hrpE (W10FLAG)

wurden anschlieBend in die X. campestris pv. vesicatoria-Stimme 85E und 85E* konju-
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giert. Die chromosomale hrpE Wildtyp-Kopie wurde durch zwei aufeinander folgende
homologe Rekombinationsereignisse gegen die epitopmarkierten Varianten ausgetauscht
(102). Die Kontrolle dieses Ereignisses konnte durch einen Restriktionsverdau erfolgen,
da der Alanin-Glycin-Linker durch eine Nael-Restriktionsschnittstelle kodiert wird.

Nach Erstellung der Insertionsmutanten sollte deren Funktionalitit iiberpriift werden.
Hierzu wurden die erhaltenen Insertionsmutanten zunéchst auf ihre Fahigkeit zur Trans-
lokation von Effektoren in pflanzliche Zellen getestet. Als Reporter wurde das von 85E
und 85E* kodierte Avirulenzprotein AvrBsl verwendet, das in Paprikapflanzen des Kul-
tivars ECW-10R (,,early californian wonder*) vom korrespondierenden Resistenzgen Bs/
erkannt wird und eine HR auslost. Die Stimme 85EhrpE(W10His) und
85E*hrpE(W10His) losten eine dem Wildtyp vergleichbare HR aus, wohingegen
85EhrpE(W10FLAG) und 85E*hrpE(W10FLAG) keine HR auslosten (Abb. 11A und
nicht gezeigt). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen bildet der Stamm
85E*hrpE(W10His) Hrp-Pili, die morphologisch dem Wildtyp gleichen (Abb. 11B), wih-
rend 85E*hrpE(W10FLAG) keine Hrp-Pili bildet (nicht gezeigt).

A 8oE™* 85E*AhrcV

85E* 85E*
hrpE(W10His) hroE(W10FLAG)

Abbildung 11: Charakterisierung der Epitop-markierten HrpE-Varianten.

(A) Die Xanthomonas-Stamme 85E*, 8SE*AhrcV, 85E*hrpE(W 10His) und 85E*hrpE(W10FLAG) wurden
mit einer Dichte von 2 x 10 CFU/ml in fiinf Wochen alte ECW-10R Paprikapflanzen inokuliert. Die
pflanzlichen Phénotypen wurden nach zwei Tagen ausgewertet. Ausschnitte eines mit Ethanol entfarbten
Blattes sind gezeigt. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme des Stammes 85E*hrpE(W10His) nach
vierstlindiger Inkubation in MA 5,2. Die gebildeten Hrp-Pili gleichen denen des Wildtyps und sind durch
Pfeile markiert. Der Balken entspricht 200 nm.
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2.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Sequenzhomologe von HrpE, der Hauptuntereinheit des Hrp-Pilus in X. campestris pv.
vesicatoria wurden bisher nur in anderen Xanthomonas-Arten identifiziert. Bedingt durch
seine Funktion als Hrp-Pilus Untereinheit sollte HrpE Sequenzabschnitte besitzen, die in
die Polymerisierung der Untereinheiten, in die Verankerung mit der Basis des
TTS-Systems und der Interaktion mit dem Translokon involviert sind. Auch sollte HrpE
ein Typ-IlI-Sekretionssignal kodieren, da es selbst ein Substrat des TTS-Systems dar-
stellt. Der vorangegangene Artikel beschreibt die Funktionszuordnung zu einzelnen HrpE
Sequenzabschnitten.

In einer in vitro-Transpositionsreaktion wurden dreizehn Peptidinsertionsmutanten von
HrpE erhalten, die fiinf zusdtzliche Aminosduren kodieren (207). Die Analyse dieser Pep-
tidinsertionsmutanten ermoglichte eine Einteilung in sechs phinotypische Klassen. Drei
permissive Insertionsmutanten wurden im gering konservierten N-Terminus kartiert
[hrpE(W10), hrpE(M18), hrpE(F21)]. Allerdings scheint bei hrpE(M18) und hrpE(F21)
die Verankerung zur Basis des TTS-Systems gestort zu sein, wie elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen der von diesen Insertionsmutanten gebildeten Hrp-Pili zeigten. Die
beiden zentralen Insertionsmutanten ArpE(D53) und hrpE(Q56) sind in ihrer Interaktion
mit der Pflanze stark beeintrachtigt [ArpE(D53)] oder nicht pathogen [ArpE(Q56)]. Beide
Insertionsmutanten formen unter in vitro-Bedingungen keine Hrp-Pili, sind jedoch sekre-
tionskompetent, was darauf hindeutet dass der Hrp-Pilus im Inneren der Basis des
TTS-Systems fortgesetzt wird. Die vier im hoch-konservierten C-Terminus lokalisierten
dominant-negativen Insertionsmutanten deuten an, dass dieser Bereich an der Polymeri-
sierung beteiligt ist.

Die Analysen von HrpE,-AvrBs3A2-Reporterkonstrukten zeigten, dass im HrpE
N-Terminus ein Typ-IlI-Sekretionssignal, jedoch kein funktionelles Translokationssignal
vorhanden ist. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fiir HrpE eine Zweidoménenar-
chitektur postuliert mit einer schwach konservierten N-terminalen oberflachenexponierten
Domine, die auch das Typ-III-Sekretionssignal beinhaltet, und einer hoch konservierten
C-terminalen Polymerisierungsdoméne.

Studien an HrpA zeigten, dass diese beiden zueinander nicht homologen Hrp-Piline eine
identische Dominenstruktur zu besitzen scheinen. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstim-
mung mit der Beobachtung, dass die Hydrophobizititsprofile mehrerer nicht-homologer
Hrp-Piline ein identisches Muster aufweisen. Trotz einer hohen Sequenzvariabilitét

scheinen die Hrp-Piline eine gemeinsame Architektur zu besitzen.
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2.4 Die Hrp-Pilus Untereinheit HrpE von X. campestris pv. vesicatoria unterliegt

einer positiven Selektion

2.4.1 Artikel:

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Feb. 2006, p. 1405-1410
0021-9193/06/$08.00+0  doi:10.1128/JB.188.4.1405-1410.2006
Copyright © 2006, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
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The plant-pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria possesses a type III secretion (TTS)
system which is encoded by the 23-kb hrp (hypersensitive response and pathogenicity) gene cluster. The TTS
system is necessary for pathogenicity in susceptible hosts and induction of the hypersensitive response in
resistant plants. At the cell surface, the TTS system is associated with an extracellular filamentous structure,
the Hrp pilus, which serves as a conduit for the transfer of bacterial proteins into the plant cell cytosol. The
major pilus component, the HrpE pilin, is unique to xanthomonads. Previous work showed that HrpE contains
two regions: a hypervariable surface-exposed domain, including the N-terminal secretion signal, and a C-
terminal polymerization domain. In this study, the evolutionary rate of the irpE gene was analyzed. Twenty-one
alleles were cloned, sequenced, and compared with five known hrpE alleles. The ratio of synonymous (K;) and
nonsynonymous (K,) substitution rates shows that parts of the HrpE N terminus are subjected to positive
selection and the C terminus is subjected to purifying selection. The trade-off between positive and purifying
selection at the very-N terminus allowed us to ascertain the amphipathic a-helical nature of the TTS signal.
This is the first report of a surface structure from a plant-pathogenic bacterium that evolved under the
constraint of positive selection and hints to the evolutionary adaptation of this extracellular appendage to

avoid recognition by the plant defense surveillance system.

The type III secretion (TTS) system is a hallmark of many
gram-negative bacterial pathogens. This specialized secretion
system is responsible for the transport of proteins across the
two bacterial membranes, across the host cell plasma mem-
brane, and in some cases across the plant cell wall into the host
cell interior. A defect in this system leads to a complete loss of
bacterial pathogenicity, as demonstrated for the animal patho-
gens Yersinia spp., Shigella spp., Salmonella spp., and entero-
pathogenic and enterohemorrhagic Escherichia coli and for the
plant pathogens Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syrin-
gae, Erwinia spp., and Xanthomonas spp. (10). TTS systems are
encoded by approximately 20 genes, 11 of which are conserved
between different bacterial species, thus suggesting that they
constitute the core of the secretion machinery. While the TTS
apparatus is conserved, the secreted substrates differ consid-
erably. The recognition of these proteins by the TTS system is
still not well understood. The TTS signal is located in the first
15 to 20 amino acids of the protein and is not conserved on the
amino acid level (17, 23). Additionally, the 5’ region of the
corresponding mRNA may contribute to recognition by the
secretion machinery (1).

Our laboratory studies the plant pathogen Xanthomonas
campestris pathovar vesicatoria, which is the causal agent of
bacterial spot disease in pepper and tomato plants. The TTS
system of X. campestris pv. vesicatoria is encoded by the 23-kb
hrp (hypersensitive response and pathogenicity) gene cluster,
which is essential to cause disease in susceptible plants as well
as to induce the hypersensitive response in resistant plants (9).
A key component of the X. campestris pv. vesicatoria pathoge-

* Corresponding author. Mailing address: Martin-Luther-Universi-
tat, Institut fir Genetik, Weinbergweg 10, 06120 Halle (Saale), Ger-
many. Phone: 49-345-5526293. Fax: 49-345-5527151. E-mail: koebnik
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nicity machinery is the Hrp pilus, which is thought to serve as
a conduit for protein translocation between the bacterium and
the plant host cell (30). The Hrp pilus is a filamentous struc-
ture that extends up to several micrometers from the bacterial
cell surface and is mainly composed of a large number of
identical pilin subunits, the 10-kDa HrpE protein, which is
unique for the genus Xanthomonas (30). HrpE itself is a TTS
substrate and harbors a secretion signal in the first 17 N-
terminal amino acids (29). Sequence alignment and secondary
structure predictions of five irpE sequences showed that the
very-C terminus is entirely conserved and predominantly a-he-
lical, whereas the N terminus is hypervariable and mostly de-
void of regular secondary structure. Reporter protein fusions
and pentapeptide insertions demonstrated that HrpE contains
two functional domains, a surface-exposed domain, including
the TTS signal, and the polymerization domain (29). The se-
quence hypervariability of the surface-exposed domain prompted
us to analyze the evolutionary rate of 26 hrpE sequences, rep-
resenting Xanthomonas strains belonging to 14 different patho-
vars. Our results reveal different modes of selection acting on
different portions of the protein. The N terminus of HrpE
undergoes positive selection, whereas the C terminus is sub-
jected to purifying selection. Since the positively selected parts
are exposed at the surface of the assembled Hrp pilus, the
plant pathogen Xanthomonas thus generates surface diversity,
most probably to evade recognition by the plant perception
and defense systems. Furthermore, we propose an amphipathic
a-helix as the TTS signal of HrpE which is on one side highly
conserved and polar and on the opposite side positively se-
lected and hydrophobic.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains and growth conditions. The following pathovars/strains of X.
campestris were used: alfalfaec KS, amoraciaec XA, begoniae 077-3382, citri SOE,
dieffenbachiae 729, glycines 202, malvacearum G-34, phaeseoli 85-6, vesicatoria
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56, vesicatoria 85-10, vignicola 81-30, and vitians 164 (4); amoraciae 3838, amora-
ciae 5 (48A), raphani 23, and raphani 25 (R. E. Stall, University of Florida,
Gainesville); and amoraciae LMG535, amoraciae LMG7383, raphani LMGS860,
raphani LMG7505, and raphani LMG8134 (Belgium coordinated collections of
microorganisms, Brussels, Belgium). Escherichia coli cells were cultivated at 37°C
in LB medium, and Xanthomonas strains were grown at 30°C in NYG broth (6)
or on NYG 1.5% agar. Antibiotics were added to the medium at the following
final concentrations: ampicillin, 100 pg/ml; kanamycin, 25 pg/ml; rifampin, 100
pg/ml.

Sequence data. The coding regions of 21 /rpE alleles were amplified using
PCR primers derived from conserved regions of irpD6 (hrpEup, 5'-CAACAT
CGTCGCGCACATCGC) and hpaB (hrpEdown, 5'-TCGAATCGCGCGCTG
CTCAT) located upstream and downstream of the /rpE coding sequence, re-
spectively. For colony PCR, a single colony of each strain was used as the source
of template DNA. PCR conditions were an initial 95°C step for 300 s, followed
by 35 cycles of 95°C for 30 s, 58°C for 30 s, and 72°C for 40 s, and a final step at
72°C for 10 min. PCR products were cloned into pCR 2.1-TOPO and trans-
formed into DH10b (Invitrogen, Carlsbad, CA). Five clones of each hrpE allele
were pooled and sequenced using vector-specific primers (TOPO TA cloning kit;
Invitrogen).

Additionally, the hrpE nucleotide sequences of X. campestris pv. vesicatoria
strain 75-3 (GenBank accession number [AC] AF056246), X. oryzae pv. oryzae
strain KACC 10331 (AC AE013598), X. axonopodis pv. glycines strain 8ra (AC
AF499777), X. axonopodis pv. citri strain 306 (AC AE011665), and X. campestris
pv. campestris strain ATCC 33913 (AC AE012221) were used for bioinformatic
analyses.

Sequence analysis. The nucleotide sequences were translated and aligned
using CLUSTAL X (26). The multiple alignment was then manually edited using
the BIOEDIT program (11). The amino acid alignments were transposed back to
the nucleotide sequence level to gain a codon-based alignment. Mean diversity
estimates within sequences were performed with the MEGA 2 software, version
2.1 (15), using the modified Nei-Gojobori method with the Jukes-Cantor cor-
rected distance and the complete-deletion-of-gaps option. Unweighted pair
group method with averages (UPGMA) trees were constructed using PAUP
3.1.1 (25). Distances were determined by using the Kimura two-parameter
model. Support for nodes was assessed with a bootstrap confidence level using
1,000 replicates.

Calculation of synonymous and nonsynonymous mean pairwise diversities.
The method of Comeron, as implemented in the K-Estimator program, version
6.1 (5), was applied to test whether positive or purifying selection has taken place
on hrpE. K-Estimator takes into account the divergence values, number of
nucleotides or codons, the transition/transversion substitution ratio (a/), the
amino acid composition, and the G+C content at the third codon position. The
confidence intervals for K, and K, were obtained by Monte Carlo simulations (5).
Synonymous mean pairwise diversity per synonymous site (K;) and nonsynony-
mous mean pairwise diversity per nonsynonymous site (K,) were calculated with
the complete-deletion-of-gaps option and a sliding window of 15 nucleotides with
a step size of 9 nucleotides.

Nucleotide seq i bers. The nucleotide sequences for the 21
hrpE alleles were submitted to GenBank (accession numbers DQ286679 to
DQ286699).

RESULTS

Rate of synonymous and nonsynonymous substitutions (K
and K,). To analyze the general extent of sequence variation in
the genus Xanthomonas, we analyzed five genes from five Xan-
thomonas strains (Table 1). Generally, a neutral rate test com-
pares the number of synonymous (silent) substitutions per
synonymous site (K;) with the number of nonsynonymous
(amino acid-changing) substitutions per nonsynonymous site
(K,) in protein coding sequences. Thus, the ratio K,/K; mea-
sures the difference between the two rates, in which K is often
regarded as a value of the underlying mutation rate (19). If an
amino acid change is neutral, it will be fixed at the same rate as
a synonymous mutation, with K /K of 1. If the amino acid
change is deleterious, purifying selection will reduce its fixation
rate, and thus K /K| is <1. However, only if the amino acid
change offers a selective advantage will it be fixed at a higher
rate than a synonymous mutation, with K, /K, of >1 (positive
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TABLE 1. Sequence variations of five genes among five
Xanthomonas strains®

Mean pairwise value (10°)

Gene Size (bp) K,/K ratio
K; K,
hrpE 279 49.4 = 6.4 27.8 =43 0.560
hreS 261 258 £ 4.8 0.80 = 0.1 0.031
hreT 828 222=*23 3.90 £ 0.6 0.170
gapA® 999 172 £ 1.8 0.70 = 0.2 0.040
mdh® 987 18.8 £2.0 250 +0.5 0.130

“X. campestris pv. vesicatoria strain 75-3, X. oryzae pv. oryzae strain KACC
10331, X. axonopodis pv. glycines strain 8ra, X. axonopodis pv. citri strain 306, and
X. campestris pv. campestris strain ATCC 33913.

 X. axonopodis pv. glycines strain 8ra was not included in the analysis.

selection) (31). Three of the analyzed genes (hrcS, hrcT, and
hrpE) are located in the Arp gene cluster and encode crucial
components of the TTS system. For reference, two housekeep-
ing genes, malate dehydrogenase (mdh) and glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (gapA), were used. The most nota-
ble feature is an unusually high level of amino acid
substitutions in the ArpE gene product, which is reflected by
the K, value of 0.278 (Table 1). In contrast, the K, values for
hreT, hreS, mdh, and gapA are uniformly low and fall within the
narrow range of 0.007 to 0.039. In addition, the K value for
hrpE is strongly elevated (0.494) in comparison with those of
hrcT, hreS, mdh, and gapA (0.172 to 0.258) (Table 1). The
K, /K, ratio, which describes the evolutionary rate of a protein
coding sequence, is much higher for 4rpE than for the other
four genes. Although the K, value does not exceed the K, value
for the full-length coding sequence of ArpE, this high value
indicates that parts of -irpE may be subjected to positive selec-
tion.

Comparison of hrpE sequences. For a more detailed analy-
sis, the ArpE regions of 21 Xanthomonas strains belonging to 12
pathovars were cloned and sequenced. The phylogenetic tree
of all 26 hrpE sequences was constructed using the UPGMA
method (Fig. 1). Interestingly, the genealogy revealed two ma-
jor branches (groups I and II).

Five of 13 hrpE sequences in group I and 3 of 13 hmpE
sequences in group II were identical. These siblings were ex-
cluded from further analyses. Figure 2 shows an amino acid
sequence alignment of the nonredundant HrpE proteins. The
last 24 amino acid residues of HrpE are highly conserved in all
xanthomonads, suggesting that this region is crucial for HrpE
function. Another conserved sequence motif (PxxxSxxxRxxQ
xxD) is located at the very-N terminus, whereas the region
between the two conserved parts is hypervariable. Intriguingly,
the conserved N-terminal amino acid pattern which corre-
sponds to the TTS signal is predicted to form an a-helix (30).
A helical wheel plot revealed that the conserved polar residues
are located on one side of the helix, whereas the opposite side
consists of hydrophobic amino acids (Fig. 3). These findings
strongly suggest that the HrpE secretion signal is formed by an
amphipathic a-helix.

Whether or not recombination in the ArpE sequence has
occurred was analyzed by assessing the degree of phylogenetic
congruence. Based on the amino acid sequence alignment (Fig.
2), the hrpE alleles were split into two halves: a variable region
consisting of codons 4 to 50 and the relatively conserved region
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FIG. 1. UPGMA tree of hrpE sequences from 26 Xanthomonas
strains. Numbers on branches indicate the number of times (percent)
that the node was supported by 1,000 replicates of the bootstrap
analysis (only values greater than 80% are shown).

encompassing codons 51 to 93. Phylogenetic trees were then
estimated for each half. No significant differences in topologies
of the trees were observed (data not shown), thus indicating
that no recombination between ArpE alleles belonging to
groups I and II had occurred.
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FIG. 3. Type III secretion signal of the X. campestris pv. vesicatoria
85-10 HrpE in a helical wheel representation. Conserved amino acids
and hydrophobic residues are shaded in gray and black, respectively.
The N-terminal proline residue is oriented to the bottom.

Modes of selection operating on hrpE. Using the enlarged
set of hrpE sequences, we investigated whether certain parts of
HrpE show different modes of selection. A sliding window
analysis of K, and K| values was performed. Since the first
amino acid of HrpE from group I and the first four amino acids
of HrpE from group II give no substantial information, they
were not considered. Windows in which K, exceeded K| (one
tailed Z-test, P < 0.05) (Fig. 4A) were found in the N-terminal
and central regions of the protein. This finding shows that
diversifying selection had occurred at these regions. In con-
trast, K, exceeded K, in windows 98 and 215 to 266 (one tailed
Z-test, P < 0.05 [Fig. 4A]; the number indicates the central
nucleotide of the window), indicating that these regions
evolved under purifying selection.

The observation that the ArpE sequences belong to two
clearly distinct phylogenetic groups prompted us to analyze
whether different modes of selection operated after separation

TTS signal | ; Surface-exposed domain ” Polymerization domain
Group I
Xc amcraciae 3838 Lo Ve RLcEvRRL LGS LB REDNHTTTOTS DNER
Xc raphani 23 IVPELGEAR)

Xc raphani LMGT7505

Xc campestris ATCC339313
Xc raphani 25

Xc amoraciae LMG7382
Xc vitians 164

Xc dieffenbachiae 729

LG e

HHHHE BB R

Group II

Xc phaesecli 85-8
Xc alfalfae KS

Xa glycines 8ra

Xc vesicatoria 56
Xa citri 306

Xc begoniae 077-3382
Xc malvacearum G-34

3
a

vignicola 81-30
Xc vesicatoria B85-10

Xo oryzae KACC 10331

HHHHHRERPAHRB R

GGISGAGALSGRNGH
GISGADALSGAN
GISGASALSGAN
GISGEAALTGAN

GYTGEVEINGISCASALSGSNGENMGSLLEDMS

i 93
ML 23
M| 23
Ql EE]
Ql 93
M 93
S i 93
M 93
MLES 93
8. 93

FIG. 2. Nonredundant amino acid sequence alignment of HrpE. HrpE sequences of group I and II xanthomonads were aligned using
CLUSTAL X (26). Residues which are identical in at least 90% of the sequences are shown in white on a black background. Proposed functional

domains are indicated on top of the alignment (29).
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FIG. 4. Mean pairwise diversity plots of K, and K, values. The plots
were constructed for windows of 15 nucleotides sliding along the hrpE
sequence alignment. The first codon of group I and the first four
codons of group II sequences are not included. (A) Comparison of all
hrpE sequences. (B) Group I sequence comparison. (C) Group II
sequence comparison. Filled boxes indicate the windows (step size of
9 nucleotides) in which nonsynonymous differences significantly ex-
ceed synonymous differences (one-tailed Z test, P < 0.05). White boxes
indicate positions in the sequence where the reverse condition applies
(K, > K,; P < 0.05) or sequences which are identical. Solid line, mean

K,; dashed line, mean K.

of groups I and II. Individual analyses of group I and II se-
quences showed that positive selection occurred at the very-N
terminus in both groups (group I, 8 to 26; group II, 17 to 44),
whereas the C terminus was subjected to purifying selection
(group I, 224 to 266; group II, 242 to 266) (Fig. 4B and C).
Intriguingly, the intermediate parts of irpE evolved differently
in groups I and II. Most notably, the region between windows
71 and 125 shows strong signatures of positive selection in
group I, while in group II this region evolved mainly under
purifying constraints.

The positively selected positions are surface exposed. Cer-
tain modes of selection act often highly localized within genes.
For many plant resistance proteins, plant chitinases, and the
outer membrane porin PorB of Neisseria meningitidis, positive
selection has been detected primarily for solvent-exposed

J. BACTERIOL.

0.8

0.6 1

0.4 o ===4f

0.2+

Hydrophobicity

Amino acid position

FIG. 5. Positively selected parts of HrpE are surface exposed.
Mean hydrophobicity plots of group I (dashed line) and group II (solid
line) HrpE proteins were calculated over a sliding window of five
amino acid residues, using the Kyte and Doolittle hydrophobicity scale
(16). Values below 0.4 are considered hydrophilic. Positively selected
parts in groups I and II are indicated by open and filled boxes, respec-
tively.

amino acids (3, 7, 28). Since solvent-exposed parts of a protein
are in general rather hydrophilic and core regions of proteins
are more hydrophobic, we performed hydrophobicity plot
analyses of groups I and II and compared the localizations of
positively selected and hydrophilic regions. As shown in Fig. 5,
the HrpE regions which are positively selected in group I or II
correspond to hydrophilic regions. Of special interest is the
region between amino acids 25 and 35, which is hydrophilic in
group I and hydrophobic in group II. This different physico-
chemical character is perfectly reflected by different modes of
selection, indicating that this region might be surface exposed
and therefore positively selected in group I. Notably, for the
C-terminal hydrophilic region an indication of positive selec-
tion is missing. This finding may be related to the proposed
function of this domain in the polymerization process (29).

DISCUSSION

Many gram-negative plant pathogens possess a surface-ex-
posed Hrp pilus that mediates the long-distance transport of
TTS substrates across the plant cell wall. Although the major
pilus subunits of different genera do not share sequence ho-
mology, they share several features with each other, such as
small size (6 to 11 kDa), predominantly a-helical secondary
structure, and sequence hypervariability (14). Interestingly, se-
quence hypervariability is not only observed between different
species but also between pathovars of the same species (12). In
this study, we analyzed the sequence variability of the Xan-
thomonas Hrp pilus subunit HrpE, showed that the observed
sequence hypervariability is caused by positive selection, and
speculated about the biological significance of hypervariability.

A sliding window analysis of 18 ArpE alleles revealed several
regions in the N-terminal two-thirds in which K, exceeds K|,
thus indicating that these regions are positively selected. In
contrast, the far C terminus is almost identical or subjected to
purifying selection in all Xanthomonas sequences. Positive se-
lection has been reported as a beacon for proteins involved in
genetic conflict and has been documented in genes that encode
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surface proteins of pathogen (2, 28) and host defense systems,
such as the human major histocompatibility complex (13),
plant chitinases (3), and plant resistance genes (7). The corre-
lation between positive selection and host-pathogen interac-
tions is particularly strong. For example, a GenBank survey
uncovered remarkably few sequences (0.45%) evolving under
positive selection, but more than half of these sequences were
involved in host-pathogen interactions (8). Only six examples
of bacterial surface proteins which have undergone positive
selection have been described, but all of them originated from
animal pathogens (27). This is the first report of a surface
protein from a plant pathogen that is subjected to positive
selection. This points to an unexpected analogy between ani-
mal and plant pathogenic bacteria in their strategy to avoid
recognition by the host.

Despite the lack of an adaptive immune system, plants pos-
sess recognition capacities for several microbial compounds
often indispensable for the microbial lifestyle. This set of gen-
eral elicitors are referred to as pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) and include the eubacterial flagellin, lipo-
polysaccharide of gram-negative bacteria, fungal cell wall-de-
rived glucans, chitins, mannans, and surface proteins of micro-
bial pathogens (20). An Hrp pilus of 500 nm in length would
consist of approximately 1,000 HrpE subunits. As an abundant
key component of the TTS system which is crucial for patho-
genicity, HrpE would be a prime candidate to act as a PAMP.
However, there is no report of a plant species or cultivar which
has evolved a mechanism to detect HrpE or Hrp pilins from
other plant pathogens as a PAMP.

Diversification of the Hrp pilus surface by positive selection
acting on surface-exposed parts of the protein would make
perfect sense in order to conceal the attack by Xanthomonas
spp. Such a surface-limited diversification is a well-known
strategy of human pathogenic bacteria (2, 28). Indeed, in both
phylogenetic groups of Xanthomonas a remarkable correlation
between hydrophilic regions and positive selection was found.
Notably, only the first four hydrophilic stretches of the HrpE
sequence were positively selected, whereas the C-terminal hy-
drophilic stretch was not. These findings are in perfect agree-
ment with the proposed domain structure of HrpE (29). In this
previous work it was found that the N-terminal two-thirds of
the protein are tolerant to pentapeptide insertions, whereas
the C-terminal third is not. Moreover, we isolated four domi-
nant-negative insertions in the C-terminal third, thus support-
ing our hypothesis that this domain is conserved due to its
function in polymerization. In line with this model, the C-
terminal hydrophilic stretch would be hidden within the assem-
bled Hrp pilus, and varying this sequence would give no selec-
tive advantage. In conclusion, the N-terminal surface-exposed
domain functions as a camouflage suit for the highly conserved
assembly domain at the C terminus.

An alternative mechanism to achieve sequence variation is
based on a high frequency of recombination, as has been re-
ported for components of the outer membrane or cell surface
appendages of mammalian pathogens, such as the outer mem-
brane protein PorB and the pilus protein PilE of N. meningi-
tidis and the flagellin FliC of pathogenic E. coli (2, 22, 28).
However, we did not observe discrepancies in the phylogenies
between the full-length sequence and the separately analyzed
N-terminal and C-terminal halves, indicating that recombina-
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tion is not responsible for the diversification of ArpE. This
finding is supported by the absence of a second copy of hrpE-
related sequences in the completely sequenced genomes of five
Xanthomonas strains. Interestingly however, the plant patho-
gens P. syringae and R. solanacearum possess a second copy of
their Hrp pilin genes. It has been speculated that these second
copies might act as capping or scaffolding proteins (12). Alter-
natively, one might speculate about a possible role of these
extra genes in surface variation.

The very-N terminus of HrpE was shown to serve as a TTS
signal (29). Despite 15 years of intense research, and even with
the three-dimensional structures of the N termini of TTS sub-
strates at hand, the nature of the TTS signal is still enigmatic
(24). The fact that the N termini of these substrates do not
share any obvious consensus sequence at the primary sequence
level makes it difficult to understand how TTS substrates are
recognized and secreted even by heterologous TTS machiner-
ies (24). Comparisons of Yersinia TTS substrates indicated that
a more general property serves as secretion signal. Yersinial
secretion signals consist of an amphipathic series of randomly
alternating polar and hydrophobic residues, and even synthetic
amphipathic signals consisting of serine and isoleucine were
able to mediate secretion of a reporter protein (18). Similar
biophysical features were identified in TTS substrates from the
plant pathogen P. syringae (21). However, amphipathic N-ter-
minal sequences derived from cytosolic components of the
yersinial Yop regulon did not promote secretion of the re-
porter protein YopE (17). These findings imply that, in addi-
tion to the amphipathic character, there must be a sequence
dependence on N-terminal secretion signals that is currently
not understood.

While most studies on TTS signals have compared the N
termini of distantly related or unrelated TTS substrates or have
introduced point mutations into the N terminus of TTS sub-
strates (21, 24), we analyzed a set of naturally occurring HrpE
variants. From previous work it is known that the HrpE TTS
signal is located in the first 17 amino acids (29). Since all HrpE
N termini were obtained from pathogens, it is reasonable to
assume that they are all functional TTS signals. The trade-off
between sequence diversification (to avoid host recognition)
and functional conservation (to allow secretion) operating at
the HrpE N terminus offered a unique advantage to identify
residues and principles that are of crucial importance for func-
tion as a TTS signal. The a-helix that would be formed by the
amphipathic N-terminal sequence displays a polar and a hy-
drophobic side. In addition to the conserved amphipathic char-
acter of the a-helix, the five amino acid residues at the polar
side seem to be critical for function, as indicated by their strong
conservation. Probably, these two features are crucial for func-
tion of the HrpE TTS signal. To what extent this rule may
apply to other TTS substrates remains to be clarified in future
studies.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Ulla Bonas for generous support of this study, Hannelore
Espenhahn for excellent technical assistance, Jens Boch, Daniela Biitt-
ner, Sabine Kay, Diana Kiihn, and Ute Wahrmund for critical reading
of the manuscript, and Martin Beye and Martin Hasselmann for fruit-
ful discussions.

E.W. was supported by a GradFG fellowship from Sachsen-Anhalt.

68



ERGEBNISSE

1410

]

w

=N

~

o

. Bonas, U., R. Schul

WEBER AND KOEBNIK

REFERENCES

. Anderson, D. M., and O. Schneewind. 1997. A mRNA signal for the type III

secretion of Yop proteins by Yersinia enterocolitica. Science 278:1140-1143.

. Andrews, T. D., and T. Gojobori. 2004. Strong positive selection and recom-

bination drive the antigenic variation of the PilE protein of the human
pathogen Neisseria meningitidis. Genetics 166:25-32.

. Bishop, J. G., A. M. Dean, and T. Mitchell-Olds. 2000. Rapid evolution in

plant chitinases: molecular targets of selection in plant-pathogen coevolu-
tion. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:5322-5327.

S. Fenselau, G. V. Mi ge, B. J. Staskawicz, and
R. E. Stall. 1991. Isolation of a gene cluster from Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria that determines pathogenicity and the hypersensitive response on
pepper and tomato. Mol. Plant-Microbe Interact. 4:81-88.

. Comeron, J. M. 1999. K-Estimator: calculation of the number of nucleotide

substitutions per site and the confidence intervals. Bioinformatics 15:763—
764.

. Daniels, M. J., C. E. Barber, P. C. Turner, M. K. Sawczyc, R. J. W. Byrde,

and A. H. Fielding. 1984. Cloning of genes involved in pathogenicity of
Xanthomonas campestris pv. campestris using the broad host range cosmid
pLAFR1. EMBO J. 3:3323-3328.

. Ellis, J., P. Dodds, and T. Pryor. 2000. The generation of plant disease

resistance gene specificities. Trends Plant Sci. 5:373-379.

. Endo, T., K. Ikeo, and T. Gojobori. 1996. Large-scale search for genes on

which positive selection may operate. Mol. Biol. Evol. 13:685-690.

. Fenselau, S., I. Balbo, and U. Bonas. 1992. Determinants of pathogenicity in

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria are related to proteins involved in
secretion in bacterial pathogens of animals. Mol. Plant-Microbe Interact.
5:390-396.

. Ghosh, P. 2004. Process of protein transport by the type III secretion system.

Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68:771-795.

. Hall, T. A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment

editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symp.
Ser. 1999:95-98.

. He, S. Y., K. Nomura, and T. S. Whittam. 2004. Type III protein secretion

mechanism in mammalian and plant pathogens. Biochim. Biophys. Acta
1694:181-206.

. Hughes, A. L., and M. Nei. 1988. Pattern of nucleotide substitution at major

histocompatibility complex class I loci reveals overdominant selection. Na-
ture 335:167-170.

. Koebnik, R. 2001. The role of bacterial pili in protein and DNA transloca-

tion. Trends Microbiol. 9:586-590.

. Kumar, S., K. Tamura, I. B. Jakobsen, and M. Nei. 2001. MEGA2: molec-

ular evolutionary genetics analysis software. Bioinformatics 17:1244-1245.

. Kyte, J., and R. F. Doolittle. 1982. A simple method for displaying the

hydropathic character of a protein. J. Mol. Biol. 157:105-132.

. Lloyd, S. A., A. Forsberg, H. Wolf-Watz, and M. S. Francis. 2001. Targeting

20.

21.

22

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

J. BACTERIOL.

exported substrates to the Yersinia TTSS: different functions for different
signals? Trends Microbiol. 9:367-371.

. Lloyd, S. A., M. Norman, R. Rosqvist, and H. Wolf-Watz. 2001. Yersinia

YopE is targeted for type III secretion by N-terminal, not mRNA, signals.
Mol. Microbiol. 39:520-531.

. Miyata, T., T. Yasunaga, and T. Nishida. 1980. Nucleotide sequence diver-

gence and functional constraint in mRNA evolution. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:7328-7332.

Niirnberger, T., F. Brunner, B. Kemmerling, and L. Piater. 2004. Innate
immunity in plants and animals: striking similarities and obvious differences.
Immunol. Rev. 198:249-266.

Petnicki-Ocwieja, T., D. J. Schneider, V. C. Tam, S. T. Chancey, L. Shan, Y.
Jamir, L. M. Schechter, M. D. Janes, C. R. Buell, X. Tang, A. Collmer, and
J. R. Alfano. 2002. Genomewide identification of proteins secreted by the
Hrp type III protein secretion system of Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:7652-7657.

Reid, S. D., R. K. Selander, and T. S. Whittam. 1999. Sequence diversity of
flagellin (fliC) alleles in pathogenic Escherichia coli. J. Bacteriol. 181:153—
160.

Schechter, L. M., K. A. Roberts, Y. Jamir, J. R. Alfano, and A. Collmer. 2004.
Pseudomonas syringae type III secretion system targeting signals and novel
effectors studied with a Cya translocation reporter. J. Bacteriol. 186:543-555.
Sorg, J. A., N. C. Miller, and O. Schneewind. 2005. Substrate recognition of
type III secretion machines -testing the RNA signal hypothesis. Cell. Micro-
biol. 7:1217-1225.

Swofford, D. L. 1993. PAUP: phylogeny analysis using parsimony, version
3.1.1. Hlinois Natural History Survey, Champaign, IIL.

Thompson, J. D., T. J. Gibson, F. Plewniak, F. Jeanmougin, and D. G.
Higgins. 1997. The CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for
multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids
Res. 25:4876-4882.

Tiimmler, B., and P. Cornelis. 2005. Pyoverdine receptor: a case of positive
Darwinian selection in Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol. 187:3289-3292.
Urwin, R., E. C. Holmes, A. J. Fox, J. P. Derrick, and M. C. Maiden. 2002.
Phylogenetic evidence for frequent positive selection and recombination in
the meningococcal surface antigen PorB. Mol. Biol. Evol. 19:1686-1694.
Weber, E., and R. Koebnik. 2005. Domain structure of HrpE, the Hrp pilus
subunit of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. J. Bacteriol. 187:6175—
6186.

Weber, E., T. Ojanen-Reuhs, E. Huguet, G. Hause, M. Romantschuk, T. K.
Korhonen, U. Bonas, and R. Koebnik. 2005. The type III-dependent Hrp
Pilus is required for productive interaction of Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria with pepper host plants. J. Bacteriol. 187:2458-2468.

Yang, Z., and J. P. Bielawski. 2000. Statistical methods for detecting molec-
ular adaptation. Trends Ecol. Evol. 15:496-503.

69



ERGEBNISSE

2.4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Hrp-Piline verschiedener pflanzenpathogener Bakterien zeigen trotz ihrer Ahnlichkei-
ten im Bereich der physikochemischen Eigenschaften, der Hydrophobizititsprofile und
der vorhergesagten Sekunddrstruktur nur eine geringe Sequenzéhnlichkeit auf Primér-
strukturebene. Diese hohe Sequenzvariabilitit der Hrp-Piline wird bereits zwischen ver-
schiedenen Pathovaren derselben bakteriellen Art beobachtet. Im Falle des Hrp-Pilins
HrpE aus X. campestris pv. vesicatoria ist die Sequenz des oberflichenexponierten
N-Terminus hypervariabel, wohingegen die C-terminale Polymerisierungsdoméne hoch
konserviert ist. In der vorangegangenen Arbeit wurden die evolutionédren Einfliisse unter-
sucht, die der Hypervaribilitit des hrpE-N-Terminus zugrunde liegen. Eine Methode zur
Analyse dieser Einfliisse ist die Bestimmung des Verhéltnisses der nicht-synonymen Aus-
tauschraten (K,) und der synonymen Austauschraten (K). Hierzu wurden 21 hrpE-Allele
(Haplotypen) 14 verschiedener Pathogen-Varietdten kloniert und sequenziert. Das Ver-
hiltnis der K,- und K,-Werte belegte, dass Teile des N-Terminus dem Einfluss der Diver-
sifikation der Sequenz unterliegen (,,positive selection), der C-Terminus jedoch unter
einem die Sequenz bewahrenden Evolutionsdruck steht (,,purifying selection). Die posi-
tiv selektierten Sequenzbereiche stimmen hierbei mit den hydrophilen Bereichen von
HrpE iiberein. Dieses Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass préferenziell die an der Oberfla-
che des Hrp-Pilus zuginglichen Sequenzbereiche variiert werden, um so moglicherweise
der Erkennung des extrazelluldren Hrp-Pilus durch pflanzliche Abwehrsysteme zu entge-
hen.

Der Sequenzvergleich der HrpE-Varianten zeigte neben dem nahezu identischen
C-Terminus ein weiteres konserviertes Muster, das im N-Terminus lokalisiert ist. Dieses
Muster ist nahezu deckungsgleich mit dem identifizierten Sekretionssignal von HrpE. In
Sekundarstrukturvorhersagen erscheint dieser Bereich a-helikal. Die Projektion dieser
Sequenz in eine a-helikale Darstellung zeigte, dass das HrpE-Sekretionssignal wahr-
scheinlich eine amphipathische a-Helix bildet. Die eine Seite der a-Helix wird von den
konservierten polaren Resten gebildet, wahrend die andere aus hydrophoben Resten be-
steht. Trotz der positiven Selektion der hydrophoben Aminoséuren ist der amphipathische

Charakter des HrpE-Sekretionssignals konserviert.
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2.5  Verfeinerung der hrpD und hrpE Operonstruktur von X. campestris pv.

vesicatoria

2.5.1 Manuskript: Refinement of the Xanthomonas campestris pv. vesicatoria hrpD
and hrpE operon structure.

(zur Veroffentlichung in Molecular Plant-Microbe Interactions)

Ernst Weber*, Carolin BergerT, Ulla Bonas and Ralf Koebnik

Institute of Genetics, Martin Luther University Halle-Wittenberg, D-06099 Halle,

Germany

" Corresponding author. Mailing address: Martin-Luther-Universitét, Institut fiir Genetik,
Weinbergweg 10, 06120 Halle (Saale), Germany. Phone: +49-345-5526296. Fax: +49-
345-5527151. E-mail: Ernst.weber@gmzx.de.

" Present address: Institute of vegetable and ornamental crops, Department of Plant

Health, 14979 GroB3beeren, Germany

Running title: ~rpD and hrpE operon structure

ABSTRACT

The plant-pathogenic bacterium Xanthomonas campestris pv. vesicatoria possesses a type
IIT secretion (TTS) system which is encoded in the 23-kb Arp (hypersensitive response
and pathogenicity) gene cluster. The TTS system is essential for pathogenicity in
susceptible hosts and the induction of the hypersensitive response in resistant plants. In
this study, we revisited the operon structure of the right part of the Arp gene cluster.
Based on complementation experiments of transposon insertions and RT-PCR analyses
the ArpD operon contains hrcQ, hrcR, hrcS and hpad, whereas hrcD, hrpD6 and hrpE
belong to the hrpE operon. We show that there is a PIP box containing promoter upstream
of hrcD and determine the transcriptional start site of the hrpE operon. Conserved
secondary mRNA structure in the intergenic region between hrpD6 and hrpE suggests a
posttranscriptional regulatory mechanism. Comparison of different group II Arp gene
clusters and the analysis of the evolutionary rates suggest that the hrpE transcriptional

unit was affiliated to the core 4rp gene cluster at a later time.
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INTRODUCTION

The bacterial genus Xanthomonas includes a wide range of important plant pathogenic
species infecting more than 120 monocotyledonous and 260 dicotyledonous plant species.
The different pathovars (pv.) elicit a wide range of disease symptoms, like leaf spots and
necrosis in host plants, and a hypersensitive response (HR) in resistant plants (Chan and
Goodwin, 1999). The hypersensitive response is a rapid, local, programmed cell death
that is induced upon recognition of the pathogen and is concomitant with the inhibition of
pathogen growth within the infected plant tissue (Klement, 1982).

X. campestris pv. vesicatoria is the causal agent of bacterial spot disease in pepper and
tomato plants and represents a model organism for the study of plant-pathogen
interactions. The bacterial ability to grow and to cause disease on host plants, as well as to
elicit the HR in resistant hosts, is dependent on the Arp genes (hypersensitive response
and pathogenicity) which are organized in a contiguous 23-kb /rp gene cluster (Bonas et
al., 1991). hrp gene clusters have been identified in most Gram-negative plant pathogenic
bacteria, including Erwinia chrysanthemi, Ralstonia solanacearum, Acidovorax avenae
subsp. citrulli (AC AY898625), and pathovars of Pseudomonas syringae and
Xanthomonas (Bauer et al., 1994, Boucher et al., 1987, Frederick et al., 2001, Giirlebeck
et al., 2006, Lindgren et al., 1986). Based on common regulatory components and the
genetic organisation of the respective hrp gene clusters, they were classified into two
main groups. Erwinia spp., Pantoea stewartii subsp. stewartii, and P. syringae form
group I, while Xanthomonas spp., A. avenae, and R. solanacearum constitute group II
(Alfano and Collmer, 1997). The classification does not reflect the evolutionary
relationship of the species; and suggests that the 4rp gene cluster has been transferred
horizontally among phylogenetically unrelated bacteria (Gophna et al., 2003).

The 23-kb hrp gene cluster of X. campestris pv. vesicatoria contains at least six
transcriptional units designated hrpA to hrpF (Bonas et al., 1991). The majority of the
gene products in the Arp gene cluster are involved in the assembly of a type III secretion
(TTS) system. The TTS system is a specialized secretion system that transports proteins
across the two bacterial membranes, the plant cell wall, and the host cell plasma
membrane into the host cell cytoplasm. Eleven genes of the Arp gene cluster are
conserved among plant and animal pathogens and, therefore, have been renamed Arc (hrp
conserved) genes (Bogdanove et al., 1996, Weber et al., 2005). Eight Arc gene products
are associated with bacterial membranes and build up a trans-envelope multiprotein

complex (He et al., 2004). The remaining three Hrc proteins, predicted to be localized in
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the bacterial cytoplasm, are probably involved in energizing the transport process
(Gonzalez-Pedrajo et al., 2002, Pozidis et al., 2003). While the hrc gene products are
encoded by the hrpA, hrpB, hrpC and hrpD operons, the hrpE and hrpF transcriptional
units encode hrp and hpa genes (hrp associated) which are only found in other
Xanthomonas strains. HrpE is encoded by the first ORF of the ArpE operon and is the
major subunit of a filamentous structure, the Hrp pilus. The Hrp pilus extends up to
several micrometers from the bacterial cell surface and is thought to serve as a conduit for
protein translocation from the bacterium into the plant host cell (Weber et al., 2005). The
second and third ORF in the ArpE operon correspond to ApaB and hpaFE, respectively.
HpaB acts as a general chaperone for TTS system-dependent secreted proteins, while the
role of ApaFE in pathogenicity is unclear (Biittner et al., 2004, Biittner et al., 2006). HrpF,
encoded by the only gene in the hrpF transcriptional unit, presumably inserts into the host
plasma membrane as part of a channel-like protein complex, which is essential for the
translocation of effector proteins across the plant plasma membrane (Biittner et al., 2002,
Rossier et al., 2000).

The expression of the genes in the X. campestris pv. vesicatoria hrp region is regulated by
environmental signals. During bacterial growth in complete media the Arp regulon is
expressed at a very low level, however expression is induced in plant tissue or in specific
minimal media that are probably mimicking in planta conditions (Schulte and Bonas,
1992). hrp gene expression is controlled by two regulatory genes, ArpG and hrpX. HrpG
is a member of the OmpR family of two-component response regulators and activates, in
most cases via the AraC-type regulator HrpX, a large regulon including the /rp operons
and genes for type III effector proteins (Noel et al., 2001, Wengelnik and Bonas, 1996,
Wengelnik et al., 1999). A conserved DNA motif (TTCGC-N;5-TTCGC), designated as
PIP box (plant inducible promoter), has been identified in several Arp promoters and was
therefore proposed to act as a cis-regulatory element essential for HrpX-dependent
regulation (Fenselau and Bonas, 1995). Indeed, base substitutions in the PIP box resulted
in a reduction of the HrpX-dependent gene expression in X. oryzae pv. oryzae (Tsuge et
al., 2005). PIP box promoters have been described upstream of the hrpB, hrpC, and hrpD
transcriptional units. However, no PIP box-like element is present in a reasonable
distance of the transcriptional start site of the ArpE operon, although it is also HrpX-
dependent regulated (Weber et al., 2005, Wengelnik and Bonas, 1996). Furthermore no
promoter activity could be identified in the region 1.2 kb upstream of ArpE, which
encompasses hrcD and hrpD6. These findings suggested that the ArpE promoter is
situated further upstream and that hrcD, hrpD6 and hrpE may be located on the same
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transcriptional unit. However, in the initial complementation analyses based on Tn3-gus
insertions, no insertions were obtained in the genes hrcD, hrpD6 and hrpE (Bonas et al.,
1991).

These results encouraged us to revisit the operon structure of the ArpD and hrpE region.
In this work we assign the genes hrcD, hrpD6 and hrpE to the hrpE operon and identify
its promoter harbouring an yet not considered PIP box which is conserved in all

Xanthomonas strains.

RESULTS

Complementation analysis of the right region of the Arp gene cluster.

The operon structure of the X. campestris pv. vesicatoria hrp gene cluster was determined
by complementation analyses of Tn3-gus mutants (Bonas et al., 1991). A well-validated
operon structure was obtained for the operons ArpA to hrpC. For the hrpD and hrpE
operons, no transposon insertion had been isolated in the genes hrcD, hrpD6 and hrpE,
which made it difficult to allocate these genes to their corresponding operons. However,
detailed sequence analyses suggested the assignment of hrcD and hrpD6 to the hrpD
operon, because they appeared to have overlapping translational start codons with their
upstream genes hpaA and hreD, respectively. The end of the i#pD6 CDS and the start of
the hrpE CDS are separated by 82 bp. Therefore, hrpE was assigned with hpaB and hpaE
to the hrpE operon.

To revisit the organization of the transcription units present in the right 4rp gene cluster
of X. campestris pv. vesicatoria we performed complementation analyses with strains
carrying transposon insertions in the promoter region upstream of ArcQ (strain 85-
10::D140), in ApaAd (strain 85-10::D29), and hpaB (strain 85-10::E75), as used in our
previous study (Bonas et al.,, 1991) (Fig. 1A). Here, we also included transposon
insertions in ArcD (strain 85-10::D506), ArpD6 (strain 85-10::DGPS), and ArpE (strain
85-10::E84) (Table 1). The insertion sites were mapped by DNA-sequencing or restriction
enzyme analysis. For complementation, the non-pathogenic chromosomal transposon
mutants were supplemented with cosmids carrying transposon insertions in the promoter
region upstream of hrcQ (pD140), in hreD (pD506), in hrpE (pE84) or hpaB (pE7S5) (Fig.
1B). From each experiment, two transconjugants were inoculated into pepper cultivar

ECW-10R to test for their ability to elicit an HR. Transposon insertions that failed to
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complement each other in trans were considered to be in the same complementation
group. The results of the complementation experiments show that hrcD, hrpD6 and hrpE
belong to the same operon, hereafter referred to as the hrpE operon, distinct from hpaB

(Fig. 1A).

D140 D506 DGPS
hreQ hreR hreS hpaA hrpD6  hipE hpaB  hpaE
85-10::D140  85-10::D29  85-10:D506 85-10:DGPS 85-10:E84 85-10:E75
pD140 - + + + g
pD506 - + - - +
pE84 + + - - +
pE75 + + + +
hpaA-hreD hrpD6-hipE hpaB-hpaE
T hreD-hrpD6 hrpE-hpaB
*
[ el wm) W) memEE D>-EEE)
hpaA hreD hrpD6 hrpE hpaB hpaE

{AUBSS2T]  pHipE -PIP
{AUBS3A2] pHIpE +PIP

Fig. 1. Transcriptional organization and complementation analysis of the hrpD to hrpE region from
X. campestris pv. vesicatoria. (A) Operon structure based on the complementation data presented in (B).
hreD, hrpD6 and hrpE constitute the hrpE operon (filled arrows), which is located between the hrpD
operon, formed by hrcQ, hrcR, hrcS, and hpaA (open arrows), and ApaB (grey arrow). Open lollipops
represent transposon insertions, small filled lollipops label predicted PIP boxes, the asterisk refers to the
putative transcriptional start site upstream of the hrpE gene (Weber et al., 2005). (B) Cosmids carrying the
hrp gene cluster with transposon insertions in the promoter upstream of 4rcQ (pD140), in ArcD (pD506), in
hrpE (pE84) and hpaB (pE75) were conjugated into the indicated strains carrying chromosomal transposon
insertions. The transconjugants were tested on pepper cultivar ECW-10R for induction of an HR. + HR
induction; - no HR induction. (C) Localization of the RT-PCR fragments spanning the intergenic regions of
the indicated genes. (D) hrpE promoter-HrpE-AvrBs3A2 fusions in plasmid pL6GW356.
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Identification of transcripts in the ArpD and hrpE region.

The surprising fact that ~rpD6 and hrpE, separated by 82 bp, belong to the same operon
prompted us to confirm the complementation data by RT-PCR. Furthermore, we tested
whether hpaFE, the former third gene of the original ArpE operon, is transcribed together
with ApaB. RT-PCR analyses were performed using cDNA derived from RNA isolated
from strains 85-10 and 85* as templates. 85-10 and its derivative 85* differ in their Arp
gene expression status. Strain 85* expresses a mutated form of the key regulatory gene
hrpG (hrpG*) leading to constitutive expression of the Arp genes under normally non-
inducing conditions (Wengelnik et al., 1999). The oligonucleotides were designed in such
a way that each primer pair anneals to two neighbouring genes, thus creating only a PCR
product when the gene pairs were transcribed together (Fig. 1C). In the case of cDNA
from 85*, PCR products spanning hrcD-hrpD6 and hrpD6-hrpE were obtained, whereas
no signal were detectable for hpaAd-hrcD, hrpE-hpaB, and hpaB-hpaE (Fig. 2). As
expected, no transcripts were detectable for 85-10. These data support the presence of a
transcript spanning the genes hrcD, hrpD6 and hrpE under hrp gene inducing conditions.
This result confirms the ArpE operon structure and suggests that spaB and hpaE are
transcribed independently from ArpE.

Fig. 2. Expression profiles of the ipaAd to hpaE region.
85* 85 DNA H,O bp Neighbouring genes were analysed for common

= transcripts by RT-PCR analysis of X. campestris pv.

. 350 vesicatoria strains 85-10 and 85* grown in NYG.

hpaA-hreD Genomic DNA and water serves as positive and negative

control of the PCR, respectively. 16S ribosomal DNA was

used as a standard (rDNA). RT-PCR samples were

hreD-hroD6 | I8 — 380 separated on a 1.5% agarose gel and stained with

eo-mo0s | cthidium bromide.

hrpD6-hrpE | M ® (5o
hrpE-hpaB . — 530
hpaB-hpaE . — 550
16S rDNA P ./ e 390
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Mapping of the transcriptional start site of the ArpE operon.

From promoter studies with Arp::Tn3-gus (B-glucuronidase) fusions it was known that the
hrpE gene has a basal transcription level in complete medium which is up-regulated in
XVM2 minimal medium and in planta (Wengelnik and Bonas, 1996). Primer extension
analysis defined the transcriptional start site of ArpE, but no regulatory sequences like a
PIP box or canonical sequence elements of c70-regulated promoters were found in a
reasonable distance (Weber et al., 2005). Based on the new ArpE operon structure we
scrutinized the hrcD region and found a perfect PIP box overlapping with the predicted
translational start of ArcD. Interestingly, this PIP box is conserved between all six
sequenced Xanthomonas strains. This finding directed us to perform 5’-RACE
experiments to define the transcriptional start site of the hrpE operon (Fig. 3A). DNA-
sequencing of the RACE clones indicated that ArpE transcription starts at the adenosine
44 bp downstream of the PIP box, preceded by a possible -10 region (Tsuge et al., 2005).
For this reason the translational start of 4rcD had to be relocated. A potential translational
start codon with a reasonable Shine-Dalgarno sequence is located 91 codons downstream
of the previously predicted translational start and would result in a smaller HrcD protein

consisting of 221 amino acids (24 kDa).

A Fig. 3. DNA sequence of the region between
hpaA and hreD. The sequence presented
starts 24 bp upstream of the predicted hrcD
start codon. The TGA stop codon of hpaA is
underlined and the predicted PIP box is

10 0 Yy shown in bold. An arrow indicates the
GCACGATTAGATTTGGCGCAAGGTCGCTACACCCTGGGGAGC 4 transcriptional (+1) start site of the hrpE

S ok S transcriptional  unit, as identified by
GATCCACAAACCGATATCCGAATAGACGATTGGCCTGGTTGC 126 5 RACE, preceded by a possible -10 region.

ACAGGCGGCTCAGGAGGTTCGCCC
ATGACCATGCAGCTTCGCGTAATGACAGGAACCCACGCAGGC 42

The first possible translational start codon is
TCACTCATTATCGAGGTAGACCAAGATGGTCAGATCCGCTAT 168 boxed, SD (Shine_Da]gamo) refers to a

putative ribosome binding site. The sequence
GGCAGCGACACGGTGCAAGARACGTTCTTTGTTGCATTTCAG 210 of the deduced translation product is given in
= o I e TR = 2 the single-letter code below the DNA
CCGGTCCGCTTCGGCCCGCTGETGCTATGCGTTGGCGATGCT 252 sequence.  (B)  Expression  of  the
: - i T HrpE-AvrBs3A2 fusion protein. X campestris
GCTGCCGATTGGCCGGACGATETIGARCGCTGCTGGAGCGGCTG 294  py. vesicatoria strain 85E* (wt) containing
Sl = e 8 L pHrpE -PIP or pHrpE +PIP was incubated in
MA medium. Total protein extracts were
separated by SDS-PAGE  (10% poly-
=B acrylamide) and analysed by immunoblotting

using an antiserum directed against AvrBs3.

HrpE  HrpE

wt  _PIP +PIP

116 kDa
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The PIP box promoter upstream of hrcD is responsible for HrpE expression.

To clarify the point whether the PIP box promoter upstream of ArcD is essential and
sufficient for the expression of HrpE, or whether another internal promoter localized
between hrcD and hrpE might drive the expression of HrpE, a translational fusion
between HrpE and the reporter protein AvrBs3A2 was constructed. This N-terminal
deletion derivative of the X. campestris pv. vesicatoria effector protein AvrBs3 serves as
an established translational reporter in our group. The expression of the fusion protein
was under control of 1.7 or 1.2 kb ArpE upstream sequence, harbouring or not the PIP box
promoter in front of hrcD (pHrpE +PIP, pHrpE —PIP) (Fig. 1D). The AvrBs3A2 fusion
constructs were introduced into X. campestris pv. vesicatoria strain 85E*, which lacks the
avrBs3 gene. Western blot analysis of total protein extracts demonstrated that
HrpE-AvrBs3A2 was expressed only under control of 1.7 kb ArpE upstream sequence, but
no signal was detected in case of the 1.2 kb fragment (Fig. 3B). This result clearly shows
that the promoter, which controls the expression of the ArpE gene is located upstream of

hreD and that no additional internal promoter exists.

Secondary structure of the intergenic hrpD6-hrpE region

Based on the absence of a promoter immediately upstream of the ArpE gene it seems
unlikely that the mRNA termination site in the intergenic region between hrpD6 and
hrpE, as revealed by primer extension experiments, represented a transcriptional start site.
Interestingly, in many fimbrial gene clusters mRNA processing has been described as part
of a posttranscriptional regulatory mechanism (Balsalobre et al., 2003, Nilsson and Uhlin,
1991). Since mRNA secondary structures are often involved in the stabilization of the
resulting mRNAs we compared the intergenic region of hrpD6 and hrpE for conserved
mRNA secondary structures. Therefore, we analysed the intergenic regions of the two
sequenced Xanthomonas strains that are most divergent, X. campestris pv. campestris and
X. campestris pv. vesicatoria, and which share only 69 % of sequence identity (Weber
and Koebnik, 2006). To find the lowest free energy structure common to these two
unaligned RNA sequences, we applied the Dynalign algorithm. The advantage of this
approach is the significant improvement in accuracy of structure prediction by finding
shared structural elements. Since Dynalign minimizes a free energy equation that does not
depend on the sequence identity, common secondary structures can be found for
homologous sequences which are phylogenetically widely separated (Mathews, 2005).
The computational analyses of the intergenic regions revealed a conserved secondary

structure formed by three stem-loops (labelled I-IIT) (Fig. 4). In contrast to the conserved
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position and length of the stems, the loops, especially loop I and III, exhibit a higher
sequence divergence. Interestingly, the identified mRNA termination point is located in
the single-stranded region immediately upstream of loop I and may therefore represent an
mRNA processing site, resulting in a transcript of the hrpE gene which is stabilized by

three conserved mRNA stem-loops in its 5’-untranslated region.

A Fig. 4. Predicted RNA structures of the hrpD6-
- hrpE intergenic region. RNA sequences of (A)
g % X. campestris pv. vesicatoria strain 85-10 and (B)
GC | I " X campestris pv. campestris ATTC33913 were
gg ' ! i subje'cted to fqlding analysig using the Dynalign
c A cUe ca algorithm, as implemented in the RNAstructure
A .
UG G G UA AA program (Mathews, 2005). The displayed
CGC Sg c A structures are predicted for the 120 bp upstream of
UA gg AC GG the hrpE translational start codon. AG, value
a8 UA AU UA (Gibbs free energy) for both sequences is -49.1
& oy g s keal/mol. The putative processing site identified in
¢ U CG UR  pipE X. campestris pv. vesicatoria is encircled. The
SE Bi Eg AUC stop codon of hrpD6 and the start codon of hrpE
GCGUAAAUCEREUAACGCACCAUUACGGUAUG are shown in bold.
hrpD6
aCa
cC U
g E | Il M1l
GC,, g u
¢ = oe chg
UA cG u ¢
GC GU 8] U
¢ GC c A
UA UA AcC UA
AU UA G A CG
cG ceG € A ua
A C e € CG ua
GeC UA GC CG ek
AU CG AU |

UA
.?UGAUCAUCC@JAAC GCUCCACGUUAUUUAU AUG

hrpD6

Genetic organization and evolution of the hrpE operon

To investigate whether the genetic organization of the hrpE transcriptional unit is
conserved in group II Arp gene clusters we compared the operon structures of
X. campestris pv. vesicatoria, R. solanacearum and A. avenae (Fig. 5SA). While the hrpA
and hrpB operons show different organizations in the three species, the genes of the AirpC
and ArpD operons are arranged in the same order and transcribed in the same direction in
the three bacterial genera. The ArpC and hrpD operon encode the most conserved inner
membrane components of the TTS system, hrcU, hrcV, hrcQ, hrcR and hrcS, indicating
that they represent the conserved core of the hrp gene cluster. Intriguingly, the

conservation in terms of gene arrangement includes only the first four genes in the hArpD
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operon up to hpaA, thus supporting our proposed end of the ~rpD operon. The only gene
common to X. campestris pv. vesicatoria, R solanacearum and A. avenae downstream of
hpaA is hpaB. Interestingly, in A. avenae hpaA is followed immediately by ApaB, while in
X. campestris pv. vesicatoria the hrpE operon and in R. solanacearum four functionally
related genes are interspersed. This arrangement suggests that the additional genes were
acquired later.

To test this hypothesis we compared the synonymous (silent) substitutions per
synonymous site (K;) between the hrpD and the hrpE operon of X. campestris pv.
vesicatoria. The K; value is commonly regarded as a measure of the underlying
mutational rate (Miyata et al., 1980). For reference, two housekeeping genes, malate
dehydrogenase (mdh) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapA4), were used
(Weber and Koebnik, 2006). Most notably, the K value of the ArpE operon is elevated
compared to the housekeeping genes and the genes in the hrpD operon, indicating a
higher mutational rate for the 4rpE operon (Fig. 5B). From these results we conclude that
the hrpE operon may represent a functional unit which was affiliated to the core 4rp gene

cluster at a later time.
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Fig. 5. The hrpE transcriptional unit was acquired later to the srp gene cluster. (A) Genetic organization of
group II Arp gene clusters in X. campestris pv. vesicatoria, R. solanacearum, and A. avenae subsp. citrulli.
Transcriptional units are indicated by a black line. The thick arrows indicate the different genes. Conserved
hrc genes are represented by filled grey arrows; hrp genes by open white arrows, Apa genes by filled black
arrows, putative type III effectors by dotted black arrows and regulators by hatched white arrows. PIP boxes
are indicated by black circles. The conserved core of the srp gene clusters is boxed. (B) Comparison of the
synonymous (silent) substitutions per synonymous site (K;) values between genes encoding the malate
dehydrogenase (mdh), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapA), the ArpD and the hrpE operon.
X. axonopodis pv. glycines strain 8ra was not included in the analysis of mdh and gapA due to absent
sequence information.
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DISCUSSION

In this study, we determined the operon structure of the right region of the Arp gene
cluster from the plant pathogenic bacterium X. campestris pv. vesicatoria. In contrast to
predictions based on sequence analyses, the 4rpD transcriptional unit encompasses ArcQ,
hrcR, hrcS and hpaA, whereas the hrpE operon contains hrcD, hrpD6 and hrpE. The hrpE
operon is flanked on the right side by the monocistronic operons spaB and hpaE. Deletion
mutants in each gene of the 4rpE operon had a clear Hrp-negative phenotype: non-polar
mutants were no longer able to cause disease in susceptible pepper plants or to induce the
HR in resistant pepper plants (Huguet et al., 1998, Weber et al., 2005).

The only component of the 4rpE operon characterized in detail is HrpE, the major subunit
of the Hrp pilus (Weber et al., 2005). The 10-kDa HrpE protein, which is unique for the
genus Xanthomonas possesses a two-domain structure with a surface-exposed positively
selected N terminus and a C-terminal polymerization domain (Weber and Koebnik, 2005,
Weber and Koebnik, 2006). hrpD6 is a small and unique gene in the Arp gene cluster of
Xanthomonas. A mutation in the synthenic gene in R. solanacearum, hrpX, resulted in a
loss of Hrp pili but still allowed the transport of the Hrp pilus subunit HrpY (Van
Gijsegem et al.,, 2002). The first ORF in the ArpE operon encodes HrcD, a bitopic
membrane protein that exhibits a weak homology to the members of the YscD family
(Pallen et al., 2005) (C. Berger and R. Koebnik, unpublished). Other members of this
protein family are HrpW from R. solanacearum and PrgH from Salmonella typhimurium.
PrgH is an essential component of the needle complex associated with the TTS system
and has been co-purified with the needle subunit Prgl (Kubori et al., 1998). The
extracellular needle of human pathogens corresponds in function to the Hrp pili of plant
pathogenic bacteria. From these observations we conclude that the three genes of the
hrpE operon form a functional unit involved in a more specialized role in Hrp pilus
assembly than the rest of the Arp gene cluster which most probably encodes the core
components of the TTS system.

Sequence comparisons between the X. campestris pv. vesicatoria, R. solanacearum and
A. avenae hrp gene clusters reveal that the hrpC and hrpD operons exhibit an identical
gene arrangement in all group II Arp gene clusters. This conserved core structure is
followed by the hrpE operon in Xanthomonas. Intriguingly, genes corresponding to
components of the ArpE operon in terms of gene syntheny and homology are only present
in R. solanacearum but are missing in A. avenae. In line with this observation we

observed an elevated mutational rate as indicated by the K values of the ArpE operon,
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which let us speculate about a subsequent affiliation to the core Arp gene cluster. This
increased mutational rate may be an indication of a ‘species-adaptive’ process in which
the acquired DNA gradually becomes indistinguishable from the rest of the genome in
terms of G+C content and codon usage. We do not know if a pilus-specific gene cluster is
present elsewhere in the A. avenae genome or if the region between hrcC and hrpBl

encodes a weakly conserved functional unit.

The data obtained from Tn3-gus insertions in ArpE and RT-PCR experiments of the hrpE
transcription unit presented here, show that hrpE is up-regulated under Arp inducing
conditions, but no promoter could be identified within 1.2 kb sequence upstream of its
translational start (Wengelnik and Bonas, 1996)(K. Wengelnik and U. Bonas,
unpublished). In this study we identified a promoter more than 1.2 kb upstream of the
hrpE translational start codon harbouring a canonical PIP box which would allow the co-
regulation of this operon with the remaining srp gene cluster. The identified PIP box in
front of hrcD is positioned 44 bp upstream of the mapped transcriptional start of the hrpE
operon. A similar spacing of 4542 bp between the last conserved guanine residue of the
second PIP half-box and the mapped transcriptional start sites, as well as sequence and
position of the -10 region are in concordance with the functional characterized PIP box
promoters (Fenselau and Bonas, 1995, Tsuge et al., 2005)(Bonas et al., unpublished). The
reason why this PIP box promoter was not considered previously may be due to its
localization in the supposed ArcD coding region. The translational start of hrcD, redefined
in this study, does not affect the predicted HrcD transmembrane helix. The expression of
a C-terminally hexahistidine-tagged HrcD in X. campestris pv. vesicatoria led to the
purification of a 25-kDa protein, which perfectly corresponds to the expected size of
HrcD starting at the suggested start codon. However, determination of the N-terminal
amino acid sequence was not possible due to the N-terminal modification of the protein

(C. Berger and R. Koebnik, unpublished).

Beside PIP boxes other elements may be important for the regulation of hrp gene
expression. By comparisons with a more distantly related Xanthomonas species we found
conserved stem-loops in the mRNA located in front of the hArpE gene. These secondary
structures could be involved in the posttranscriptional regulation of the hrpE operon. Such
a regulation would allow a differential expression of individual genes in the polycistronic
hrpE operon, since the Hrp pilus subunit HrpE and the TTS system components HrpD6

and HrcD are certainly required in nonstoichiometric amounts. A well-studied example of
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how differential expression of individual genes in polycistronic transcripts can be
achieved is the pap gene cluster of uropathogenic Escherichia coli strains encoding
pyelonephritis-associated pili (Nilsson and Uhlin, 1991). In this case, the mRNA is
subjected to several processing events resulting in a variety of transcripts with different
stabilities. The most stable transcript generated during RNase E-dependent processing
corresponds to the papA transcript which encodes the major fimbrial component PapA.
Interestingly, the papA transcript includes a stem-loop located at the 5° end which
stabilizes the transcript by protecting it from degradation (Bricker and Belasco, 1999).
Based on this data we assume that the previously identified transcriptional start in the
intergenic region is instead a processing site resulting in a hrpE transcript that is
stabilized by stem-loop structures at its 5° end. In accordance with these speculations, the
hrpA transcript, which encodes the Hrp pilus subunit HrpA of P. syringae, shows an
unusually long mRNA half-life and its 5’ non-translated region strongly increases the
stability of the hrpA transcript and the amount of HrpA protein (Hienonen et al., 2002,
Hienonen et al., 2004). To gain further insight into this potential parallel between the
regulatory principles of fimbrial gene clusters and /4rp gene clusters it will be interesting
to determine the biological significance of the proposed stem-loop structures and to

address the probable mRNA processing.
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MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions.

The bacterial strains and plasmids used are described in Table 1. Plasmids were
introduced into E. coli by electroporation and into X. campestris pv. vesicatoria by
conjugation with pRK2013 as a helper plasmid in triparental matings (Ditta et al., 1980).
E. coli cells were cultivated at 37 °C in Luria-Bertani medium, and X. campestris pv.
vesicatoria strains were cultivated at 30 °C in NYG (Daniels et al., 1984), or in MA
minimal medium (Rossier et al.,, 1999). Antibiotics were added to the media at the
following final concentrations: ampicillin, 100 pg/ml; kanamycin, 25 pg/ml; tetracycline,

10 pg/ml; rifampin, 100 pg/ml; spectinomycin, 100 pg/ml.

Plant material and plant inoculations.
The near isogenic line ECW-10R of pepper cultivar ECW carrying the resistance gene
Bs1, was described previously (Minsavage et al., 1990). Inoculation of plant leaves was

performed as described previously (Bonas et al., 1991).

Generation of transposon insertion mutants.

The GPS-LS mutagenesis kit was used to create a transposon insertion mutant in ArpD6
according to the manufacturer’s instructions (New England Biolabs, Beverly, MA).
Briefly, the mobilizable suicide vector pOK-hrpE was used as the target DNA for
mutagenesis (Weber et al., 2005). E. coli DH5o A, transformants were selected for
spectinomycin and kanamycin resistance. Insertions in ArpD6 were mapped by colony
PCR using a transposon border primer contributed by the manufacturer and the plasmid-
specific primer hrpE(-200) (5’-GCA TGA GCT CGA AAT CCC AAG CAC ATG ACA
TCC CTG C). To determine the exact insertion site, positive clones were sequenced using
the transposon border primer. The chromosomal wild-type copy of hrpD6 was replaced
by the transposon insertion mutants by two consecutive crossover events as described

previously (Kaniga et al., 1991). The replacement was confirmed by PCR analysis.
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TABLE 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid |Relevant characteristics

| Reference or source

Xanthomonas cam

estris pv. vesicatoria

85-10

Pepper race 2; wild type; Rif'

(Bonas et al., 1989)

85* 85-10 carrying hrpG leading to constitutive Arp |(Wengelnik et al.,
gene expression 1999)
85E* eps::Tn3-gus insertion mutant of 85% hrp* (Wengelnik et al.,
1996)
85-10::D140 Tn3-gus insertion in the promoter of hrpD (Bonas et al., 1991)
85-10::D29 Tn3-gus insertion in hpaA (Bonas et al., 1991)
85-10::D506 Tn3-gus insertion in hrcD (Huguet et al., 1998)
85-10::E75 Tn3-gus insertion in hpaB (Bonas et al., 1991)
85-10::E84 Tn5 insertion in hrpE (Bonas et al., 1991)
85-10::DGPS Tn7 insertion in hrpD6 This study
E. coli
DHI10b F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen, Carlsbad,
080dlacZAM15 AlacX74 endAl recAl deoR CA
araA139 A(ara, leu)7697 galU galK A~ nupG
rpsL (Sm')
DH5a Apir F" ¢80d/acZAM15(Apir) A(lacZYA-argF)U169 (Menard et al., 1993)
endAl recAl deoR hsdR17(rg’ mg') phoA
supE44 thi-1 gyrA96 relA1, Nal'; host for
propagation of pOK and pLAFR3 derivatives
Plasmids
pOK1 Suicide vector; sacB sacQ mobRK?2 oriR6K; Spc' | (Huguet et al., 1998)
pXV4 pLAFR3 clone from X. campestris pv. (Wengelnik and Bonas,
vesicatoria 75-3 genomic library, containing 1996)
hrcV to hrpF; Tc'
pXV9 pLAFR3 clone from X. campestris pv. (Bonas et al., 1991)
vesicatoria 75-3 genomic library, containing
hrcC to hpaE; Tc'
pRK2013 Helper plasmid for triparental matings; traRK"~ | (Figurski and Helinski,
Mob"; Km' 1979)
pCR2.1 Ap', Km' Invitrogen
pENTR/D-TOPO | Cloning vector; attL recombination sites; Invitrogen

pUC-ori, Km'

pL6GW356 pLAFRG6 derivative containing Gateway™ (Noel et al., 2003)
(Invitrogen, Carlsbad, CA) attR reading frame B
cassette; Cm', Spc'
pGPS5 Transprimer donor; Km', Ap' New England Biolabs,
Beverly, MA
pD140, pE75 pXV9::Tn3-gus derivatives (Schulte and Bonas,
1992)
pE84 pXV9::TnJ derivative (Bonas et al., 1991)
pD506 pXV4::Tn3-gus derivatives (Huguet et al., 1998)
pOK-hrpE pOK1 hreD to hpaE in pOK1 (Weber et al., 2005)

pHrpE-+PIP/-PIP

pLAFRG6 expressing a translational fusion
protein between HrpE and AvrBs3A2. For details
see material and methods.

This study

86




ERGEBNISSE

Construction of HrpE-AvrBs3A2 fusion proteins and immunoblot analyses.

To create protein fusions of HrpE with the reporter protein AvrBs3A2, plasmid
pL6GW356 (Noel et al., 2003) containing the Gateway a#fR reading frame B cassette
(Invitrogen, Carlsbad, CA) in front of avrBs342 was used. Fragments containing 1.7 kb
or 1.2 kb sequence upstream of the translational start of ArpE, including or not the PIP
box in hreD, as well as the first 150 bp of the hrpE CDS were PCR amplified from
genomic DNA of X. campestris pv. vesicatoria strain 85-10 and cloned into the entry
vector pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). Primer sequences are available upon
request. Recombination into the destination vector pL6GW356 created the expression
plasmids pHrpE +PIP and pHrpE -PIP. To analyse the expression of the HrpE-AvrBs3A2
fusion proteins, X. campestris pv. vesicatoria strains were grown at 30 °C for 16 h in MA
medium. Total cell extracts were separated by SDS-PAGE, followed by Western blotting.
Western blots were incubated with an AvrBs3-specific polyclonal antiserum (diluted
1:1,000) (Knoop et al., 1991) and with a horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), which was detected by enhanced

chemiluminescence (Amersham Biosciences).

Reverse transcription (RT)-PCR analyses.

Bacteria were harvested by centrifugation at an optical density at 600 nm of 0.6. RNA
was extracted by the hot phenol procedure (Aiba et al., 1981). Sug RNA and 150 ng
random oligonucleotide hexamers were used to generate cDNAs using the TimeSaver
cDNA Synthesis kit (Amersham Biosciences). RT-PCR analysis was performed with
diluted cDNA (1:100) as template and 34 PCR-amplification cycles. 16S rDNA served as
a constitutive control. Primer sequences spanning hpad and hrcD are hrpD4D5-5’
(5’-TTG ATG CCA TCG GAG TTG) and hrpD4D5-3’ (5’-CGT TTC TTG CAC CGT
GTC); hreD and hrpD6 are hrpD5D6-5" (5°-TCC GTT ACG AGG GCA ATG) and
hrpD5D6-3” (5’-CGA ATC TGT TGC GCA GTG); hrpD6 and hrpE are hrpD6EI1-5’
(5’-CGA GGC CTC ATA TGA GAG ATC ACA CCA TGT TCG ATG) and hrpD6E1-3’
(5’-GTG CCA CGT TGA AGT CC); hrpE and hpaB are hrpE1E2-5" (5°-TGA CAT GTC
GCC GAG TAG CQG) and hrpE1E2-3" (5’-GTA CCC GCA CAA TCA G); hpaB and
hpaE are hrpE2E3-5" (5’-CTG CTC GAA GCC AAT C) and hrpE2E3-3’ (5’-CGG GGA
TCC TTA TCA GCT GCC GTC GCG GGT GTG CAC G).
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Mapping of the transcriptional start site of 4rcD by 5’-RACE.

Total RNA was extracted from X. campestris pv. vesicatoria strain 8SE* grown for 16h in
NYG using the Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). 5'-RACE
was performed with the SMART™ RACE c¢DNA Amplification kit (Clontech
Laboratories, Mountain View, CA), following the manufacturer's instructions. First-strand
synthesis was carried out with the gene specific primer hrpD5-256 (5’-CAG CAG CAT
CGC CAA CGC ATA GCA C), annealing 256 bp downstream of the proposed
translational start, and the SMART II oligo (5'-AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA
GTA CGC GGG). The product of reverse transcription was amplified in a second PCR
reaction using an adapter-specific forward primer UPM (5'-CTA ATA CGA CTC ACT
ATA GGG C) and gene-specific reverse primer hrpD5-186 (5°-TTG CAC CGT GTC
GCT G). 5'-RACE products were cloned in the pCR2.1% vector following TOPO-TA
cloning protocols (Invitrogen, Carlsbad, CA). The nucleotide sequences of the cloned

inserts were determined by DNA sequencing.

Bioinformatic analyses.

The Dynalign algorithm, as implemented in the RNAstructure program (Mathews, 2005),
version 4.2 (available at http://rna.urmc.rochester.edu), was applied using default
parameters. The calculations of synonymous substitutions per synonymous site (K;) were
performed with the MEGA 2 software (Kumar et al.,, 2001), version 2.1, using the
modified Nei-Gojobori method with the Jukes-Cantor corrected distance and the
complete-deletion-of-gaps option. The sequences of single CDS encoded in the ArpD and
the hrpE transcriptional unit were aligned using CLUSTAL X and combined to one
contiguous sequence prior to the analyses (Thompson et al., 1997). The sequences
originated from X. campestris pv. vesicatoria strain 85-10 (GenBank accession number
[AC] AMO039948), X. oryzae pv. oryzae strain KACC 10331 (AC AEO013598),
X. axonopodis pv. glycines strain 8ra (AC AF499777), X. axonopodis pv. citri strain 306
(AC AEO011665), and X. campestris pv. campestris strain ATCC 33913 (AC AE012221).

REFERENCES

Aiba, H., Adhya, S. and de Crombugghe, B. (1981). Evidence of two functional gal
promoters in intact Escherichia coli cells. J. Biol. Chem. 256: 11905-11910

Alfano, J. R. and Collmer, A. (1997). The type III (Hrp) secretion pathway of plant
pathogenic bacteria: trafficking harpins, Avr proteins, and death. J. Bacteriol. 179:
5655-5662

Balsalobre, C., Morschhiuser, J., Jass, J., Hacker, J. and Uhlin, B. E. (2003).
Transcriptional analysis of the sfa determinant revealing multiple mRNA

88



ERGEBNISSE

processing events in the biogenesis of S fimbriae in pathogenic Escherichia coli.
J. Bacteriol. 185: 620-629

Bauer, D. W., Bogdanove, A. J., Beer, S. V. and Collmer, A. (1994). Erwinia
chrysanthemi hrp genes and their involvement in soft rot pathogenesis and
elicitation of the hypersensitive response. Mol. Plant-Microbe Interact. 7184: 573-
581

Bogdanove, A. J., Beer, S. V., Bonas, U., Boucher, C. A., Collmer, A., Coplin, D. L.,
Cornelis, G. R., Huang, H. C., Hutcheson, S. W., Panopoulos, N. J. and Van
Gijsegem, F. (1996). Unified nomenclature for broadly conserved hrp genes of
phytopathogenic bacteria. Mol. Microbiol. 20: 681-683

Bonas, U., Stall, R. E. and Staskawicz, B. (1989). Genetic and structural characterization
of the avirulence gene avrBs3 from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Mol.
Gen. Genet. 218: 127-136

Bonas, U., Schulte, R., Fenselau, S., Minsavage, G. V., Staskawicz, B. J. and Stall, R. E.
(1991). Isolation of a gene cluster from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
that determines pathogenicity and the hypersensitive response on pepper and
tomato. Mol. Plant-Microbe Interact. 4: 81-88

Boucher, C. A., Van Gijsegem, F., Barberis, P. A., Arlat, M. and Zischek, C. (1987).
Pseudomonas solanacearum genes controlling both pathogenicity on tomato and
hypersensitivity on tobacco are clustered. J. Bacteriol. 169: 5626-5632

Bricker, A. L. and Belasco, J. G. (1999). Importance of a 5' stem-loop for longevity of
papA mRNA in Escherichia coli. J. Bacteriol. 181: 3587-3590

Biittner, D., Nennstiel, D., Kliisener, B. and Bonas, U. (2002). Functional analysis of
HrpF, a putative type III translocon protein from Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. J. Bacteriol. 184: 2389-2398

Biittner, D., Giirlebeck, D., Noél, L. D. and Bonas, U. (2004). HpaB from Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria acts as an exit control protein in type III-dependent
protein secretion. Mol. Microbiol. 54: 755-768

Biittner, D., Lorenz, C., Weber, E. and Bonas, U. (2006). Targeting of two effector
protein classes to the type III secretion system by a HpaC- and HpaB-dependent
protein complex from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Mol. Microbiol.
59: 513-527

Chan, J. W. and Goodwin, P. H. (1999). The molecular genetics of virulence of
Xanthomonas campestris. Biotechnol. Adv. 17: 489-508

Daniels, M. J., Barber, C. E., Turner, P. C., Sawczyc, M. K., Byrde, R. J. W. and
Fielding, A. H. (1984). Cloning of genes involved in pathogenicity of
Xanthomonas campestris pv. campestris using the broad host range cosmid
pLAFRI1. Embo J. 3: 3323-3328

Ditta, G., Stanfield, S., Corbin, D. and Helinski, D. R. (1980). Broad host range DNA
cloning system for gram-negative bacteria: construction of a gene bank of
Rhizobium meliloti. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7347-7351

Fenselau, S. and Bonas, U. (1995). Sequence and expression analysis of the hrpB
pathogenicity operon of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria which encodes
eight proteins with similarity to components of the Hrp, Ysc, Spa, and Fli
secretion systems. Mol. Plant-Microbe Interact. 8: 845-854

Figurski, D. H. and Helinski, D. R. (1979). Replication of an origin-containing derivative
of plasmid RK2 dependent on a plasmid function provided in trans. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 76: 1648-1652

Frederick, R. D., Ahmad, M., Majerczak, D. R., Arroyo-Rodriguez, A. S., Manulis, S. and
Coplin, D. L. (2001). Genetic organization of the Pantoea stewartii subsp.
stewartii hrp gene cluster and sequence analysis of the hrpA, hrpC, hrpN, and
wtsE operons. Mol. Plant-Microbe Interact. 14: 1213-1222

&9



ERGEBNISSE

Gonzalez-Pedrajo, B., Fraser, G. M., Minamino, T. and Macnab, R. M. (2002). Molecular
dissection of Salmonella FliH, a regulator of the ATPase Flil and the type III
flagellar protein export pathway. Mol. Microbiol. 45: 967-982

Gophna, U., Ron, E. Z. and Graur, D. (2003). Bacterial type III secretion systems are
ancient and evolved by multiple horizontal-transfer events. Gene 312: 151-163

Giirlebeck, D., Thieme, F. and Bonas, U. (2006). Type III effector proteins from the plant
pathogen Xanthomonas and their role in the interaction with the host plant. J.
Plant. Physiol. 163: 233-255

He, S. Y., Nomura, K. and Whittam, T. S. (2004). Type III protein secretion mechanism
in mammalian and plant pathogens. Biochim. Biophys. Acta 1694: 181-206

Hienonen, E., Roine, E., Romantschuk, M. and Taira, S. (2002). mRNA stability and the
secretion signal of HrpA, a pilin secreted by the type I1I system in Pseudomonas
syringae. Mol. Genet. Genomics 266: 973-978

Hienonen, E., Rantakari, A., Romantschuk, M. and Taira, S. (2004). The bacterial type III
secretion system-associated pilin HrpA has an unusually long mRNA half-life.
FEBS Letters 571: 217-220

Huguet, E., Hahn, K., Wengelnik, K. and Bonas, U. (1998). hipaA mutants of
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria are affected in pathogenicity but retain
the ability to induce host-specific hypersensitive reaction. Mol. Microbiol. 29:
1379-1390

Kaniga, K., Delor, I. and Cornelis, G. R. (1991). A wide-host-range suicide vector for
improving reverse genetics in gram-negative bacteria: inactivation of the blaA
gene of Yersinia enterocolitica. Gene 109: 137-141

Klement, Z. (1982). Hypersensitivity. In Phytopathogenic prokaryotes, M. S. Mount and
G. H. Lacy, eds. (New York, Academic Press), pp. 149-177.

Knoop, V., Staskawicz, B. and Bonas, U. (1991). Expression of the avirulence gene
avrBs3 from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria is not under the control of
hrp genes and is independent of plant factors. J. Bacteriol. 173: 7142-7150

Kubori, T., Matsushima, Y., Nakamura, D., Uralil, J., Lara-Tejero, M., Sukhan, A.,
Galan, J. E. and Aizawa, S. 1. (1998). Supramolecular structure of the Salmonella
typhimurium type III protein secretion system. Science 280: 602-605

Kumar, S., Tamura, K., Jakobsen, I. B. and Nei, M. (2001). MEGA2: molecular
evolutionary genetics analysis software. Bioinformatics 17: 1244-1245

Lindgren, P. B., Peet, R. C. and Panopoulos, N. J. (1986). Gene-cluster of Pseudomonas
syringae pv. "phaseolicola" controls pathogenicity of bean plants and
hypersensitivity on nonhost plants. J. Bacteriol. 168: 512-522

Mathews, D. H. (2005). Predicting a set of minimal free energy RNA secondary
structures common to two sequences. Bioinformatics 21: 2246-2253

Menard, R., Sansonetti, P. J. and Parsot, C. (1993). Nonpolar mutagenesis of the ipa
genes defines IpaB, IpaC, and IpaD as effectors of Shigella flexneri entry into
epithelial cells. J. Bacteriol. 175: 5899-5906

Minsavage, G. V., Dahlbeck, D., Whalen, M. C., Kearny, B., Bonas, U., Staskawicz, B. J.
and Stall, R. E. (1990). Gene-for-gene relationships specifying disease resistance
in Xanthomonas campestris pv. vesicatoria - pepper interactions. Mol. Plant-
Microbe Interact. 3: 41-47

Miyata, T., Yasunaga, T. and Nishida, T. (1980). Nucleotide sequence divergence and
functional constraint in mRNA evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7328-
7332

Nilsson, P. and Uhlin, B. E. (1991). Differential decay of a polycistronic Escherichia coli
transcript is initiated by RNaseE-dependent endonucleolytic processing. Mol.
Microbiol. 5: 1791-1799

90



ERGEBNISSE

Noél, L., Thieme, F., Nennstiel, D. and Bonas, U. (2001). cDNA-AFLP analysis unravels
a genome-wide hrpG-regulon in the plant pathogen Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. Mol. Microbiol. 41: 1271-1281

Noél, L., Thieme, F., Gébler, J., Biittner, D. and Bonas, U. (2003). XopC and XopJ, two
novel type III effector proteins from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. J.
Bacteriol. 185: 7092-7102

Pallen, M. J., Beatson, S. A. and Bailey, C. M. (2005). Bioinformatics analysis of the
locus for enterocyte effacement provides novel insights into type-III secretion.
BMC Microbiol. 5: 9

Pozidis, C., Chalkiadaki, A., Gomez-Serrano, A., Stahlberg, H., Brown, 1., Tampakaki, A.
P., Lustig, A., Sianidis, G., Politou, A. S., Engel, A., et al. (2003). Type III protein
translocase: HrcN is a peripheral ATPase that is activated by oligomerization. J.
Biol. Chem. 278: 25816-25824

Rossier, O., Wengelnik, K., Hahn, K. and Bonas, U. (1999). The Xanthomonas Hrp type
III system secretes proteins from plant and mammalian pathogens. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 96: 9368-9373

Rossier, O., Van den Ackerveken, G. and Bonas, U. (2000). HrpB2 and HrpF from
Xanthomonas are type IlI-secreted proteins and essential for pathogenicity and
recognition by the host plant. Mol. Microbiol. 38: 828-838.

Schulte, R. and Bonas, U. (1992). Expression of the Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria hrp gene cluster, which determines pathogenicity and hypersensitivity
on pepper and tomato, is plant inducible. J. Bacteriol. 174: 815-823

Thompson, J. D., Gibson, T. J., Plewniak, F., Jeanmougin, F. and Higgins, D. G. (1997).
The CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for multiple sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Res. 25: 4876-4882

Tsuge, S., Terashima, S., Furutani, A., Ochiai, H., Oku, T., Tsuno, K., Kaku, H. and
Kubo, Y. (2005). Effects on promoter activity of base substitutions in the cis-
acting regulatory element of HrpXo regulons in Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
J. Bacteriol. 187: 2308-2314

Van Gijsegem, F., Vasse, J., De Rycke, R., Castello, P. and Boucher, C. (2002). Genetic
dissection of Ralstonia solanacearum hrp gene cluster reveals that the HrpV and
HrpX proteins are required for Hrp pilus assembly. Mol. Microbiol. 44: 935-946

Weber, E. and Koebnik, R. (2005). Domain structure of HrpE, the Hrp pilus subunit of
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. J. Bacteriol. 187: 6175-6186

Weber, E., Ojanen-Reuhs, T., Huguet, E., Hause, G., Romantschuk, M., Korhonen, T. K.,
Bonas, U. and Koebnik, R. (2005). The type I1I-dependent Hrp pilus is required
for productive interaction of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria with pepper
host plants. J. Bacteriol. 187: 2458-2468

Weber, E. and Koebnik, R. (2006). Positive selection of the Hrp pilin HrpE of the plant
pathogen Xanthomonas. J. Bacteriol. 188: 1405-1410

Wengelnik, K. and Bonas, U. (1996). HrpXv, an AraC-type regulator, activates
expression of five of the six loci in the hrp cluster of Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. J. Bacteriol. 178: 3462-3469

Wengelnik, K., Marie, C., Russel, M. and Bonas, U. (1996). Expression and localization
of HrpAl, a protein of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria essential for
pathogenicity and induction of the hypersensitive reaction. J. Bacteriol. 178: 1061-
1069.

Wengelnik, K., Rossier, O. and Bonas, U. (1999). Mutations in the regulatory gene hrpG
of Xanthomonas campestris pv. vesicatoria result in constitutive expression of all
hrp genes. J. Bacteriol. 181: 6828-6831

91



ERGEBNISSE

2.5.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Operone stellen Transkriptionseinheiten bakterieller Gene dar, die hdufig verschiedene
Reaktionen innerhalb eines Stoffwechselwegs katalysieren oder aber an einem gemein-
samen biologischen Prozess beteiligt sind. Die Aufkldrung der Organisationsstruktur ei-
nes Operons erlaubt so hiufig Riickschliisse auf die Regulation sowie die mogliche Funk-
tion der kotranskribierten Gene. Die Vorhersage von Operonstrukturen gelingt allerdings
selbst im Modellorganismus E. coli nur in unzureichendem Malfle, trotz der hier vorlie-
genden groflen Datenmenge, die die Organisation und Regulation der Operone betreffen.
Aus diesem Grund ist die experimentelle Bestimmung der Operonstrukturen noch immer
essenziell (90, 221).

In der vorangegangenen Arbeit wurde die Operonstruktur der rechten Region des hrp-
Genclusters von X. campestris pv. vesicatoria untersucht. Komplementationsexperimente
und RT-PCR-Analysen zeigten, dass das ArpE-Operon aus den Genen hrcD, hrpD6 und
hrpE besteht und vom ArpD-Operon und dem ApaB-Gen flankiert wird. Das hrpD-Operon
besteht somit aus den Genen hrcQ, hrcR, hreS und hpaA. Die RT-PCR-Analysen zeigten
weiterhin, dass das Operon unter 4rp-Gen induzierenden Bedingungen exprimiert wird. In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis befindet sich der mittels 5’-RACE bestimmte
Transkriptionsstart des ArpE-Operons in einem perfekten Abstand zu einem bisher nicht
beschriebenen PIP-Box-Motiv. Dieser PIP-Box-Promotor ist, trotz einer zuvor beschrie-
benen mRNA-Abbruchstelle in der Region zwischen den Genen ArpD6 und hrpE, fiir die
Expression des hrpE-Gens essenziell. Ein Vergleich dieser intergenen Regionen von
X. campestris pv. vesicatoria und X. campestris pv. campestris weist darauf hin, dass in
diesem Bereich konservierte mRNA-Sekundérstrukturen vorhanden sind.

Ein Vergleich von drei hrp-Genclustern der Gruppe II zeigte, dass die Operone ArpC und
hrpD in Bezug auf ihre Transkriptionsrichtung sowie die Anordnung der kodierten Gene
den hochsten Grad der Konservierung aufweisen. Im Falle von X. campestris pv. vesica-
toria schlieBt sich an hrpD das Operon hrpE an. In R. solanacearum werden an dieser
Position Funktionshomologe von hrcD, hrpD6 und hrpE kodiert, wohingegen diese in
A. avenae fehlen und sich an das ArpD Operon direkt ein ipaB-Homolog anschlief3t. Dies
lasst vermuten, dass das hrpE-Operon nachtréglich zum hrp-Gencluster hinzugefiigt wur-
de. Einen weiteren Hinweis stellt der im Vergleich zum hrpD-Operon erhohte K-Wert
dar, welcher auf eine Anpassung des hrpE-Operons an den G+C Gehalt oder die Codo-

nenverwendung des restlichen Genoms hindeutet.
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3 DISKUSSION

3.1 Morphologie des Hrp-Pilus von X. campestris pv. vesicatoria

Die hrp-Genprodukte von X. campestris pv. vesicatoria bilden ein TTS-System, das es-
senziell fiir die bakterielle Pathogenitdt in Paprika- und Tomatenpflanzen ist. Im Gegen-
satz zu den zwischen pflanzen- und tierpathogenen Bakterien konservierten Komponenten
wurde die Funktion nicht konservierter Hrp-Proteine in X. campestris pv. vesicatoria bis-
her nur fiir wenige Ausnahmen charakterisiert (siche 1.3.4.4).

In dieser Arbeit konnten Einblicke in die Struktur und Funktion des nicht konservierten
Hrp-Proteins HrpE gewonnen werden. HrpE ist die Hauptuntereinheit einer filamentarti-
gen Struktur, die an der Oberfliche von X. campestris pv. vesicatoria lokalisiert ist. Der
unter hrp-Gencluster-induzierenden Bedingungen assemblierte Hrp-Pilus ist essenziell fiir
die Sekretion iiber beide bakterielle Membranen sowie fiir die Translokation von Effekto-
ren iiber die pflanzliche Plasmamembran. Der Hrp-Pilus erreicht in vitro eine Lédnge von
mehr als 4 pm und besitzt einem Durchmesser von 8-10 nm (209). Die bei den Pflanzen-
pathogenen Erwinia spp., P. syringae und R. solanacearum sowie dem Pflanzensymbion-
ten S. fredii beschriebenen Oberflichenstrukturen besitzen einen vergleichbaren Durch-
messer von 6-10 nm und werden ebenfalls mehrere Mikrometer lang (97, 168, 203). Die
Pili von S. fredii bilden eine Ausnahme, da sie lediglich eine Linge von zirka 500 nm
erreichen (115).

Die Lange der Hrp-Pili ist der morphologisch auffalligste Unterschied zu den Nadeln, die
bei Tierpathogenen mit dem TTS-System assoziiert sind. Auch scheinen die Nadeln in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen starr, wihrend Hrp-Pili eine groBere Flexibilitét
aufweisen. Die Lange und die Flexibilitdt der Hrp-Pili stellen moglicherweiser Anpassun-
gen dar, um die 200 nm starke und netzartig aufgebaute pflanzliche Zellwand zu durch-
queren (88). Diese Annahme wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Xanthomona-
den mit verkiirzten und destabilisierten Hrp-Pili in ihrer Pathogenitét und Symptomaus-
bildung beeintrachtigt sind (208).

Die Idee, dass Hrp-Pili verlingerte Nadeln darstellen, wird neben dem identischen
Durchmesser beider Strukturen auch durch Untersuchungen an Langenkontrollkomponen-
ten der Nadeln unterstiitzt. In Yersinia unterliegen der Substratwechsel, von der Nadelun-
tereinheit YscF hin zu Effektoren, und die Langenkontrolle der Nadeln der Kontrolle von
YscP. Eine Deletion von yscP fiihrt zu einer Verlangerung der Nadeln von 55 nm auf bis

zu 1,5 um (2, 100). HpaC wird als Homolog von YscP in X. campestris pv. vesicatoria
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angesehen und verfiigt iiber die fiir den Substratwechsel verantwortliche Doméne, aber
nicht iiber die Langenkontrolldoméne. Die ,,Weiterentwicklung* der Nadel zum Hrp-Pilus
konnte damit durch den Wegfall der Langenkontrollfunktion von HpaC erreicht worden
sein.

Eine weitere Moglichkeit, die den Langenunterschied zwischen dem Hrp-Pilus und den
Nadeln erkldren konnte ist, dass der Hrp-Pilus eine zusitzliche assoziierte Struktur auf
einer bisher nicht beschriebenen Nadel ist. Ein Beispiel fiir solch eine assoziierte Struktur
ist das EspA-Filament von EPEC, das einen Durchmesser von 12 nm und eine Lénge von
bis zu 600 nm aufweist (49, 181). Im Gegensatz zu den Hrp-Pili und den Nadeln besitzt
das EspA-Filament jedoch keinen Einfluss auf die Typ-IlI-abhingige Sekretion, sondern
ist nur essenziell fiir die Translokation von Effektoren (52). Dieses Ergebnis lésst die
Idee, dass der Hrp-Pilus eine assoziierte Verlangerung der Nadel ist, als unwahrscheinlich

erscheinen.

3.2 Architektur des von HrpE gebildeten Hrp-Pilus

Die Analyse der gereinigten Hrp-Pili und Immunmarkierungsexperimente zeigten, dass
der Hrp-Pilus in X. campestris pv. vesicatoria aus einer Hauptuntereinheit, dem Hrp-Pilin
HrpE, aufgebaut ist (209). Neben den Hrp-Pili der pflanzenpathogenen Bakterien werden
auch alle weiteren, mit TTS-Systemen assoziierten extrazelluldren Strukturen, wie die
Nadeln tierpathogener Bakterien, das EspA-Filament und das Flagellum, durch die
schrittweise Polymerisierung einer Hauptuntereinheit aufgebaut (80, 139). Eine Ubersicht
der Hauptuntereinheiten und ihrer wichtigsten Eigenschaften gibt Tabelle 3. Die ver-
schiedenen Nadel oder Hrp-Pilus-Hauptuntereinheiten haben keine Sequenzéhnlichkeiten
untereinander und selbst innerhalb einer bakteriellen Gattung zeigen die Hrp-Piline eine
auffillig hohe Sequenzdivergenz (80, 210). Allerdings sind allen Hauptuntereinheiten
Charakteristika wie ein geringes Molekulargewicht und eine vorwiegend a-helikal vor-
hergesagte Sekundirstruktur gemein. Die a-helikalen Bereiche sind hierbei vorwiegend
am N- und C-Terminus der Untereinheiten lokalisiert und spielen vermutlich bei der As-
semblierung der Oberflachenstrukturen eine Rolle (81, 210). Der Vergleich von 26 HrpE-
Varianten zeigte, dass die oa-helikalen Abschnitte am N- und C-Terminus konserviert
sind. Von besonderer Bedeutung sind bei HrpE die C-terminalen a-Helices, da Insertio-
nen in diesen Bereich zum Funktionsverlust des Proteins fiihren (208).

Im Gegensatz zu den Nadeln von Tierpathogenen, dem EspA-Filament und dem Flagel-
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lum, sind fiir die Hrp-Pili noch keine Informationen dariiber vorhanden, wie die Unter-
einheiten zu einer solch komplexen Struktur assemblieren. Im Falle der Nadeluntereinheit
MxiH aus S. flexneri zeigten elektronenmikroskopische Analysen und Rontgenbeugungs-
experimente eine helikale Anordnung der MxiH Untereinheiten und die Prisenz eines 2-3
nm durchmessenden inneren Kanals (44). Interessanterweise bilden Untereinheiten des
Flagellenfilaments sowie des EspA-Filaments dhnliche helikale Strukturen. Die
Symmetrieparameter dieser Strukturen und der Durchmesser des inneren Kanals sind
trotz des weit geringeren Molekulargewichts von MxiH und EspA im Vergleich zu FliC
nahezu identisch (50, 137) (Tab. 3). Rontgenbeugungsexperimente und Elektronenkryo-
mikroskopie von FliC zeigten, dass das Flagellin aus den vier Doménen DO, D1, D2 und
D3 aufgebaut ist. Die innere DO-Doméne besteht aus den vorwiegend a-helikalen Berei-
chen des N- und C-Terminus des Flagellins und bildet eine Struktur von 7 nm Durchmes-
ser und einem 2-3 nm durchmessenden Kanal im Zentrum (137, 222). Die GrofBenver-
héltnisse und die Beteiligung der vorwiegend a-helikal organisierten N- und C-terminalen
Bereiche des Flagellins deuten darauf hin, dass HrpE und auch die weiteren Hrp-Pilus
und Nadel-Hauptuntereinheiten das funktionale Aquivalent der DO-Domine darstellen.
Die bei HrpE nicht vorhandenen Doménen D1, D2 und D3 umschlieBen die innere
DO0-Doméne in mehreren Schichten und bedingen so den AuBendurchmesser von 25 nm
des Flagellums (174).

Die Vorstellung, dass die Effektoren durch einen Kanal im Inneren des Hrp-Pilus von
X. campestris pv. vesicatoria transportiert werden und er damit direkt in die Translokation
involviert ist, wird durch die immunologische Kolokalisierung des Effektors AvrBs3 und
der ebenfalls Typ-IlI-abhéngig sekretierten Translokonkomponente HrpF mit dem Hrp-
Pilus nahe gelegt. Der Beweis, dass die Substrate durch einen inneren Kanal transportiert
werden, lieferten Experimente in P. syringae pv. tomato. Hier wurden der Effektor AvrP-
to und eine epitopmarkierte Variante des Hrp-Pilins HrpA unter die Kontrolle eines indu-
zierbaren Promotores gestellt (97, 122). Diese regulatorische Entkopplung ermoglichte
die zeitlich getrennte Expression dieser beiden Substrate von der des hrp-Genclusters.
Diese Experimente belegten beeindruckend, dass im Falle eines bereits assemblierten
Hrp-Pilus neu synthetisierte Substrate an der Spitze austreten und dass der Hrp-Pilus an
der Spitze wichst. In X. campestris pv. vesicatoria konnte der Nachweis eines Transports
der Substrate durch das Innere des Hrp-Pilus und des damit verbundenen Austritts der
Substrate an der Spitze, bedingt durch das Fehlen eines induzierbaren Promoters, noch

nicht angetreten werden.
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Die Dimensionen des im Inneren des Hrp-Pilus postulierten Kanals von 2-3 nm wiirden
allerdings nur einen Transport von teilweise entfalteten Substraten erlauben, da schon
eine a-Helix einen Durchmesser von 1-1,2 nm aufweist (78). Angesichts der Tatsache,
dass im teilentfalteten Zustand eine gro3e Anzahl hydrophober Reste exponiert ist, sollte
die Innenoberfliche des Kanals wenig Interaktionsmdoglichkeiten bieten. Im Falle des
Kanals im Inneren des Flagellums wird dies durch polare nicht-geladene Reste realisiert

(225).

Tabelle 3: Hauptuntereinheiten der mit TTS-Systemen assoziierten Oberflichenstrukturen.

Name Herkunft Abmessungen AS pl Literatur/
Durchmesser / Linge® AC/PDB-Nummer*
Pilus Untereinheiten
HrpE X campestris pv. vesicatoria 8-10 nm/ >4 pm 93 5,1 (209)
CAJ22048
HrpE X campestris pv. campestris na 90 8,1 AAM40519
HrpY R. solanacearum 6-7nm/>2 pm 82 81 (203)
CAB58242
HrpA P. syringae pv. tomato 6-8 nm/>2 ym 113 9,3 (168)
AABO00126
HrpA P. syringae pv. syringae na 108 53 AABO00133
HrpA E. amylovora 8 nm/>2 pum 75 8,1 (98)
AAB49172
HrpA  Pantoea stewartii subsp. stewartii na 77 5,6 (68)
AAGO01456
NopA  Rhizibium species NGR234 6-8 nm / 500 nm 71 95 (115, 131)
NC 000914
Nadel Untereinheiten
YscF Y. pestis 10 nm / 58 nm 87 6,5 (100)
NP 857727
Prgl  S. typhimurium 13 nm/ 80 nm 80 48 (116)
NP 461794
MxiH . flexneri 8 nm /45 nm 83 45 (194)
NP 858270
PscF  Pseudomonas aeruginosa 8 nm/>1 um°® 8 6,5 (162)
NP 250410
EscF  EPEC 9 nm/ 50 nm 73 43 (181, 220)
AF022236
EspA-Filament/Flagellum
EspA EPEC 12nm/75-600nm 192 48 (49, 223)
PDB code: 1XOU
FUC  S. typhimurium 20 nm/ 10-15 pm 494 438 (199, 225)
PDB code:1UCU
FIgE S. typhimurium 20 nm /55 nm 299 4,6 (84, 175)

PDB code: 1IWLG

? na, nicht analysiert.

® Berechnung des theoretischen p/ erfolgte mit dem Programm ProtParam
(http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).

¢ Die Lange wurde fiir in vitro assemblierte Strukturen bestimmt.

4 AC-Nummer, “Accession number* des Datenbankeintrags; PDB-Code, “Protein data bank accession
number”.
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3.3 Einbindung des Hrp-Pilus in den TTS-Apparat

Im Gegensatz zum Nadelkomplex konnte im Falle des TTS-Systems pflanzenpathogener
Bakterien bisher nur der extrazelluldre Hrp-Pilus visualisiert werden. Die Art und Weise,
wie diese Struktur mit der Basis verbunden ist, ist bisher nicht geklart. Das einfachste
Szenario, das auch durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen nahe gelegt wird,
stellt ein direktes Aufsetzen des Hrp-Pilus auf die Sekretinpore dar. Hierbei wiirde man
erwarten, dass der Hrp-Pilus keinen Einfluss auf die Sekretion hétte, womit diese Hypo-
these dem generellen Sekretionsdefekt von Hrp-Pilin Deletionsmutanten widerspricht
(203, 209, 211). Vermutlich reicht daher der Hrp-Pilus durch die Sekretinpore in das Pe-
riplasma oder moglicherweise sogar in das Zytoplasma des Bakteriums. Diese Hypothese
einer Fortsetzung des Hrp-Pilus im Inneren des TTS-Apparates wird durch HrpE-
Insertionsmutanten unterstiitzt, die in vitro keinen sichtbaren Hrp-Pilus bilden aber wei-
terhin Substrate Typ-IlI-abhingig sekretieren (208). Im Falle der gereinigten Nadelkom-
plexe von S. typhimurium zeigten Analysen von Proteindichteverteilungen, dass die Nadel
wahrscheinlich durch das Sekretin InvC hindurchreicht, die Uberbriickung des Periplas-
mas allerdings durch PrglJ erreicht wird (132). Bisher konnte in Xanthomonas kein Homo-
log von Prgl identifiziert werden. Ein moglicher Kandidat ist HrpB2, welches ein essen-
zielles hrp-Gen darstellt und wie PrglJ selbst Typ-IlI-abhingig sekretiert wird (108, 172).
Neben der Verankerung des Hrp-Pilus im TTS-Apparat ist ebenfalls ungeklart, wie die
Verbindung zwischen dem Hrp-Pilus und dem in der pflanzlichen Plasmamembran loka-
lisiertem Translokon hergestellt wird. Eine nahe liegende Moglichkeit ist die direkte In-
teraktion von HrpE und der Translokonuntereinheit HrpF. Indes wurde in Yersinia an der
Spitze der Nadel ein Komplex identifiziert, der von LerV gebildet wird (146). LerV weist
selbst eine porenbildende Aktivitdt auf und interagiert mit den Translokonkomponenten
YopB und YopD (85, 176). Basierend auf diesen Ergebnissen scheint LerV die Verbin-
dung zwischen der Nadel und der Translokonpore zu sein. In X. campestris pv. vesicato-
ria konnte diese Adapterfunktion vom Harpin Homolog XopA iibernommen werden, das
ebenfalls Typ-IlI-abhingig sekretiert wird. XopA ist fiir die volle Virulenz- und Aviru-
lenzaktivitit von X. campestris pv. vesicatoria, nicht jedoch fiir die Typ-III-abhingige
Proteinsekretion in vitro essenziell, was auf eine Rolle bei der Translokation hinweist
(151). Im Gegensatz zu dem Harpin HrpZ von P. syringae wurde bei XopA noch keine
porenbildende Aktivitdt nachgewiesen (119).

Zur Aufklarung der hier postulierten Interaktionen von HrpE mit Komponenten des
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TTS-Systems und weiterer noch unbekannter Komponenten werden die genetischen
Standardverfahren wie z. B. das Hefe-Di-Hybrid System wahrscheinlich nicht zum Erfolg
filhren. Zum einen konnte HrpE in E. coli nur in Form unldslicher Aggregate exprimiert
werden, zum anderen sind im Falle dieses Filament-bildenden Proteins vermutlich kom-
plexe Interaktionsoberflichen essenziell, die nur von korrekt assemblierten Hrp-Pili auf-
gewiesen werden. Aus diesen Griinden sollte die Identifizierung der Interaktionspartner
von HrpE auf biochemischem Wege erfolgen. Die gemeinsame Reinigung von HrpE und
seiner Interaktoren konnte unter Verwendung der funktionalen His)-markierten HrpE-

Variante aus X. campestris pv. vesicatoria erfolgen (vgl. 2.3.2.2).

3.4 Domiinenstruktur von HrpE

Die in dieser Arbeit beschriebenen Phénotypen der HrpE Insertionsmutanten erlauben die
Zuordnung von Funktionen zu definierten Bereichen des Proteins. Eine Gegeniiberstel-
lung dieser Daten mit Analysen von HrpA aus P. syringae pv. tomato ermdglicht zum
ersten Mal einen Vergleich zweier im Detail charakterisierter Hrp-Piline, die iiber allge-
meine Gemeinsamkeiten wie eine geringe Grofle und den vorhergesagten o-helikalen
Charakter beider Proteine hinausgehen. Der Vergleich ldsst trotz einer Sequenzidentitét
von nur 23 % eine konservierte Doméanenarchitektur vermuten. In beiden Fillen bilden
die ersten 15-17 Aminosaiiren das Typ-III-Sekretionssignal (82, 208). Weiterhin werden
Insertionen, oder im Falle von HrpA sogar Deletionen, innerhalb des N-Terminus toleriert
wohingegen Insertionen in den C-terminalen Bereich zu einem vollstindigem Funktions-
verlust fithren (193, 208). Einige dieser Insertionsmutanten zeigen zusétzlich einen domi-
nant-negativen Effekt auf die Pathogenitét und die Auslésung einer HR, was die Vermu-
tung nahe legt, dass dieser a-helikale Bereich die Assemblierungsdoméne darstellt (121,
208). Diese Annahme wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass N-terminal verkiirzte
HrpA-Varianten in vitro zu Hrp-Pili assemblieren, die morphologisch nicht von Wildtyp-
Hrp-Pili zu unterscheiden sind (167). Zusédtzlich zu diesen gemeinsamen funktionellen
Charakteristika sind die Hydrophobizititsprofile von HrpA und HrpE nahezu identisch,
was im Gegensatz zur geringen Ahnlichkeit der Aminosiuresequenz auf eine strukturelle
Verwandtschaft hindeutet. Interessanterweise zeigt auch das noch nicht im Detail charak-
terisierte Hrp-Pilin HrpY aus R. solanacearum ein vergleichbares Hydrophobizitdtsprofil.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass drei verschiedene bakterielle Spezies funktional

und strukturell vergleichbare Proteine entwickelt haben, um das Hindernis der pflanzli-
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chen Zellwand zu tiberwinden. Dieses Prinzip, dass dhnliche Aufgaben erfiillende Protei-
ne trotz einer geringen Sequenzédhnlichkeit eine nahezu identische Struktur aufweisen, ist
auch bei weiteren in die Pathogenitit involvierten Proteinfamilien beschrieben. Die Typ-
III-Chaperone SycE, SycH und SycT verfligen ebenfalls nur {iber eine Sequenzidentitét
von 14 %, was fiir die Familie der Typ-IlI-Chaperone typisch ist (17). Die geldsten
3D-Strukturen weisen jedoch eine bemerkenswerte strukturelle Ahnlichkeit auf (73). Die
abschlielende Beantwortung der Frage, ob die verschiedenen Hrp-Piline ebenfalls eine
dhnliche rdumliche Struktur aufweisen, kann erst mit der Aufklédrung der 3D-Struktur von
Hrp-Pilinen erfolgen.

Allerdings ist die Losung der 3D-Struktur von Filament-bildenden Proteinen eine beson-
dere Herausforderung, da beide standardgemdfl angewandten Methoden, die NMR-
Spektroskopie und die Rontgenstrukturanalyse, nur bei 16slichen Proteinen zum Erfolg
fiihren. Schon der Pionier der Proteinkristallographie, Sir Lawrence Bragg, prophezeite,
dass im Falle filamentdser Proteine eine geordnete Kristallisation nicht moglich sei, da sie
sehr komplexe Aggregate bilden (28). Trotz dieser pessimistischen Aussage konnten be-
reits einige Strukturen Filament bildender Proteine aufgeklart werden. Hierbei wurde in
den meisten Fillen ein Bindungspartner kokristallisiert oder das zu untersuchende Protein
modifiziert, um die Aggregation zu verhindern. Aktin wurde unter anderem mit den Ak-
tin-bindenden Proteinen Profilin oder Gelsolin kristallisiert (134, 180). Im Falle von Fla-
gellin und Myosin wurden verkiirzte Varianten kristallisiert, die im Gegensatz zu den
vollstindigen Varianten 16slich waren (164, 225). Auch fiir die Strukturbestimmung mit-
tels NMR wurde bei dem Typ-IV-Pilin eine N-terminal verkiirzte 16sliche Variante ver-
wendet (103). Damit stellt die in dieser Arbeit erhaltene in ihrer Assemblierung gestorte
Variante HrpE(N68) einen wichtigen Schritt auf dem Weg zur Losung der 3D-Struktur

eines Hrp-Pilins dar, da diese in 16slicher Form exprimiert werden kann (vgl. 2.3.2.1).
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3.5 Der N-Terminus von HrpE ist eine multifunktionale Doméne

Im Gegensatz zum konservierten C-Terminus, der vermutlich fiir die Assemblierung des
Hrp-Pilus verantwortlich ist, besitzt der variable N-terminale und zentrale Bereich von
HrpE drei unterschiedliche Funktionen. Zum einen kodiert er das Sekretionssignal, das in
den ersten 17 Aminosduren lokalisiert ist. Zum anderen dient er moglicherweise als
,» Larnkappe®, die die konservierte Assemblierungsdoméne maskiert. Weiterhin ist er an
der Verankerung des Hrp-Pilus am TTS-Apparat beteiligt.

Diese Verankerung ist in den Insertionsmutanten HrpE(M18) und HrpE(F21) vermutlich
gestort. Beide Mutationen fithren zu verkiirzten Hrp-Pili. Weiterhin zeigten elektronen-
mikroskopische Aufnahmen fiir HrpE(M18) die Existenz von Hrp-Pilus-Fragmenten. In-
teressanterweise besallen diese Hrp-Pilus-Fragmente eine einheitliche Lénge, was auf
einen definierten Bruchpunkt hindeutet und einer zufilligen Verteilung des Bruchpunkts
widerspricht. Weiterhin entspricht die Ladnge der Hrp-Pilus-Fragmente der maximalen
Linge der noch mit der bakteriellen Zelle verbundenen Hrp-Pili. Diese Ergebnisse lassen
darauf schlieBen, dass bei Uberschreitung einer Linge von zirka 0,5-1 pm die physische
Belastung an der Verankerungsfliche zu groB3 wird und sich die Hrp-Pili vom TTS-
Apparat 16sen.

Neben seiner Funktion in der Verankerung besitzen die N-terminalen Zweidrittel noch die
Rolle einer hochvariablen ,,Tarnkappe®, die den konservierten inneren Kanal maskiert.
Analysen des Verhéltnisses der synonymen Austausche je synonymer Position (K;) und
der nicht-synonymen Austausche je nicht-synonymer Position (K,) von 18 hrpE Allelen
zeigten, dass grofle Teile des N-Terminus einer positiven Selektion unterliegen. Im Ge-
gensatz zur bereits beschriebenen Hypervariabilitit der verschiedenen Hrp-Piline zeigt die
positive Selektion, dass das Hrp-Pilin HrpE unter einem evolutionidren Druck zur Diversi-
fikation seiner Aminosduresequenz steht. Die positive Selektion ist ein deutliches Zei-
chen, dass sich ein Protein in einem genetischen Konflikt befindet. Neben HrpE wurde
die Wirkung der positiven Selektion fiir eine Reihe von Oberfldchenproteinen von Patho-
genen (11, 200) sowie von Proteinen, die an der Pathogenabwehr involviert sind, be-
schrieben. Zu diesen gehdren der MHC-Komplex (,,major histocompatibility complex*)
(91), pflanzliche Chitinasen und pflanzliche Resistenzproteine (19, 54). Diese Beispiele
weisen bereits darauf hin, dass eine enge Verbindung zwischen positiver Selektion und

einer Wirt-Pathogen-Beziehung zu bestehen scheint. Eine Datenbankanalyse zeigte, dass
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nur 0,45 % der Sequenzen unter dem Einfluss einer positiven Selektion stehen, hiervon
allerdings mehr als die Hélfte in Korrelation zu Wirt-Pathogen-Beziehungen gesetzt wer-
den konnen (56). Bisher wurden allerdings erst sechs bakterielle Oberflachenproteine
beschrieben, die unter dem Einfluss der positiven Selektion stehen. Diese stammen aller-
dings ausschlieBlich aus tierpathogenen Bakterien, die mit dieser Strategie vermutlich die
Erkennung durch das Immunsystem erschweren (11, 200). Dies wirft die Frage auf, aus
welchem Grund das Oberflichenprotein eines Pflanzenpathogens in Analogie zu Ober-
flachenproteinen von Tierpathogenen der positiven Selektion unterworfen ist.

Trotz des Fehlens eines adaptiven Immunsystems besitzen Pflanzen die Moglichkeit, eine
Reihe von Komponenten zu erkennen, die essenziell fiir die jeweiligen Mikroorganismen
sind. Diese oftmals generellen Ausloser der pflanzlichen Abwehr sind unter dem Begriff
PAMPs (,,pathogen associated molecular patterns*) zusammengefasst. Dazu zédhlen unter
anderem das bakterielle Flagellin, die Lipopolysaccharide Gram-negativer Bakterien,
pilzliche Zellwandbestandteile und Oberflichenproteine mikrobieller Pathogene (154).
Bisher wurden allerdings erst wenige pflanzliche Rezeptoren beschrieben, die an der Per-
zeption mikrobieller PAMPs beteiligt sind. In Arabidopsis erfolgt die Erkennung des Fla-
gellins durch den Membran-lokalisierten Rezeptor FLS2 (74).

In Anbetracht der Tatsache, dass der Hrp-Pilus einen essenziellen Pathogenitdtsfaktor von
X. campestris pv. vesicatoria darstellt und der groBen Anzahl von Untereinheiten, die den
pflanzlichen Erkennungssystemen prisentiert werden, wire HrpE ein exzellenter Kandi-
dat fiir ein PAMP. Allerdings konnte bisher noch keine Pflanzenart bzw. kein Kultivar
identifiziert werden, welches HrpE oder ein Hrp-Pilin eines anderen Pflanzenpathogens
erkennt. Dieser Umstand kdnnte natiirlich auch ein Zeichen fiir den Erfolg der hier disku-
tierten Strategie sein, da die untersuchten HrpE-Varianten aus pathogenen Xanthomonas-
Stimmen isoliert wurden.

Der Vergleich mit dem Hydrophobizitdtsprofil macht dabei deutlich, dass die der Diversi-
fikation unterliegenden Bereiche wahrscheinlich an der Oberfliche des assemblierten
Hrp-Pilus lokalisiert sind (210). Eine préferenziell oberflachenlokalisierte positive Selek-
tion wurde auch im Falle des Porins PorB und der Hauptuntereinheit des Typ-4-Pilus PilE
von Neisseria meningitidis beobachtet (11, 200). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
der N-Terminus wihrend der Invasion von Xanthomonas als ,,Tarnkappe* dient, die den
konservierten inneren Kanal fiir die pflanzlichen Erkennungssysteme maskiert.

AuBer der Erkennung durch pflanzliche Perzeptionssysteme konnte diese Maskierung

auch zum Schutz vor Bakteriophagen dienen. Bakteriophagen, die Pili als Bindungsstel-
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len bei der Infektion nutzen, wurden unter anderem in X. campestris pv. citri beschrieben.
Der filamentdse Bakteriophage Cf interagiert hier mit dem Typ-4-Pilus (186). Hinweise
auf Bakteriophagen, die mit dem Hrp-Pilus interagieren, gibt es in Xanthomonas bisher
allerdings nicht. Neben der hier gezeigten Oberfldchenvariabilitit konnte das auch in der
strikten Regulation des Hrp-Pilus begriindet sein, da der Hrp-Pilus vermutlich nur unter

hrp-Gen-induzierenden Bedingungen in der Pflanze assembliert wird (209).

Neben seiner hier beschriebenen Beteiligung an der Verankerung des Hrp-Pilus am TTS-
Apparat und der Ausbildung einer ,,Tarnkappe®, kodiert der N-Terminus von HrpE auch
das Typ-IlI-Sekretionssignal. Die Sekretionssignale von HrpE und HrpA stellen die ersten
charakterisierten Signale struktureller Komponenten des TTS-Apparates dar. In beiden
Fillen sind die N-terminalen 15-17 Aminoséurereste fiir die Sekretion eines Reporterpro-
teins ausreichend (82, 208). Die Lokalisierung und die Linge der Typ-III-Sekretions-
signale von HrpA und HrpE sind somit vergleichbar mit den Minimalsekretionssignalen
von Typ-IlI-Effektoren (182).

Im Gegensatz zur Lokalisierung ist die Natur des Sekretionssignals auch nach nunmehr
15 Jahren intensiver Forschung nicht abschlieBend gekldart. Die Tatsache, dass die
N-Termini der untersuchten Substrate keinerlei Homologie auf Ebene der Aminoséurese-
quenz aufweisen, erschwert das Verstiandnis aufgrund welcher Prinzipien diese Substrate
selbst von heterologen TTS-Systemen erkannt und sekretiert werden (182). Analysen von
Typ-11I-Substraten aus Yersinia zeigten, dass eine eher generelle Eigenschaft das Sekreti-
onssignal charakterisieren konnte. Das Sekretionssignal scheint hier einen amphipathi-
schen Charakter zu besitzen, der durch eine alternierende Reihe von polaren und hydro-
phoben Aminosédureresten hervorgerufen wird. Selbst kiinstliche amphipathische Signale,
die nur aus Isoleucinen und Serinen bestehen, sind funktionell (127). Allerdings bilden
N-terminale amphipathische Sequenzen zytosolischer Komponenten des Yersinia
TTS-Systems keine funktionellen Typ-III-Sekretionssignale (125). Diese Ergebnisse deu-
ten darauf hin, dass neben dem amphipatischen Charakter eine weitere Eigenschaft vor-
handen ist, die ein funktionelles Typ-III-Sekretionssignal ausmacht.

Im Falle von HrpE besteht diese zusitzliche Eigenschaft moglicherweise in der rdumli-
chen Anordnung des amphipathischen N-Terminus. Dieser bildet vermutlich eine amphi-
pathische a-Helix, deren eine Seite polar und deren gegeniiberliegende Seite hydrophob
ist (210). Bisherige Untersuchungen zur Natur des Typ-IlI-Sekretionssignals verglichen

die N-Termini nicht verwandter Effektoren oder analysierten den Einfluss von Punktmu-
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tationen auf die Sekretionskompetenz eines einzigen Typ-III-Effektors (159, 182). Im
Gegensatz dazu wurden in dieser Arbeit 26 HrpE-Haplotypen verglichen, die aus patho-
genen Xanthomonas-Stdmmen isoliert wurden und somit eine Kollektion funktioneller
Typ-I1I-Sekretionssignale darstellen. Insbesondere die konkurrierenden Einfliisse der Di-
versifikation und der Konservierung der fiir die Sekretion essenziellen Sequenzbereiche
offenbarten die einzigartige Mdglichkeit, Prinzipien und Aminosédurereste zu identifizie-
ren, die flir die Funktion des Typ-III-Sekretionssignals wesentlich sind. Trotz der positi-
ven Selektion sind neben dem amphipathischen Charakter der a-Helix vier polare Ami-
nosaurereste konserviert. Es bleibt daher zu kldren, ob diese essenziell fiir die Funktion
des Typ-III-Sekretionssignals sind. Um einen Einblick in ihre Funktion zu erhalten, konn-
ten diese gezielt mutiert werden.

Die wenigen bisher geldsten 3D-Strukturen von Typ-III-Substraten, die auch den
N-Terminus umfassen, lassen es allerdings nicht zu, eine amphipathische a-Helix als ge-
nerelles Typ-III-Sekretionssignal zu postulieren. Diese Annahme wird zwar durch die
Struktur des Effektors YopH aus Yersinia unterstiitzt, dessen N-Terminus eine amphi-
pathische a-Helix bildet, jedoch ist der N-terminus von YopM unstrukturiert (58). Mogli-
cherweise erfolgt die Ausbildung einer a-Helix in diesem Fall erst durch Bindung des
Effektors an eine Komponente des TTS-Apparats.

Neben den hoch konservierten Aminosduren im Typ-III-Sekretionssignal lassen auch
strukturelle Uberlegungen einen kotranslationalen Transport, und damit ein auf der
mRNA basierendes Sekretionssignal unwahrscheinlich erscheinen (182). Unter der An-
nahme, dass ein Hrp-Pilus von 500 nm Lange aus 1000 Hrp-Pilinen besteht und die As-
semblierungsgeschwindigkeit 50 nm pro Minute betrigt, ergibt sich eine erforderliche
Syntheserate von 100 Hrp-Pilinen pro Minute (122). Die Synthesegeschwindigkeit eines
Ribosoms betrdgt jedoch nur 10-20 Aminosduren pro Sekunde, was zirka 6-12
Hrp-Pilinen pro Minute entspricht. Bei einem kotranslationalen Transport wiren somit
mehr als 5 Ribosomen vonndten, um einen Hrp-Pilus in der ermittelten Geschwindigkeit
zu assemblieren, was bei einem Durchmesser eines Ribosoms von 20 nm allein schon aus

Platzgriinden kaum mdoglich wire.
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Abbildung 12: Modell der Doméinenstruktur von HrpE und vermutliche Anbindung an die Sekretin-
pore.

Der konservierte, vorwiegend a-helikale C-Terminus bildet den inneren Transportkanal des Hrp-Pilus. Die
a-Helices (orange) eines HrpE-Monomers interagieren hierbei mit den o-Helices der benachbarten
HrpE-Monomere. Der N-Terminus, der der positiven Selektion unterliegt, ist nach aufien gerichtet (schwar-
ze Linie) und maskiert so die a-Helices im Inneren. Neben ihrer Rolle bei dieser Maskierung sind
N-terminale Aminosduren (griin) auch an der Verankerung des Hrp-Pilus am Sekretin beteiligt. Zudem
bildet der duBerste N-Terminus das Typ-III-Sekretionssignal (gelb). AM, duBere Membran.

3.6 Regulation der Assemblierung von HrpE

Ein bisher nur in Ansétzen verstandener Prozess stellt die Rolle des Hrp-Pilins HrpE in
der Regulation des Sekretionsprozesses und der Assemblierung des TTS-Systems dar. Die
Typ-IlI-abhéngige Proteinsekretion und auch die Regulation der Arp-Gene sind keine
konstitutiven Prozesse. In vivo findet die Expression der Komponenten des TTS-Apparats
und die Sekretion von Substraten nur bei Kontakt des Pathogens mit der Wirtszelle statt.
In R. solanacearum werden die hrp-Gene in Gegenwart pflanzlicher Zellen induziert
(129). Die Sekretion bzw. die Translokation sind bei den tierpathogenen Bakterien
S. flexneri und Y. pseudotuberculosis vom Kontakt mit eukaryontischen Wirtszellen ab-
hingig (135, 170). In Xanthomonas sind die Regulatoren HrpG und HrpX fiir die Aktivie-
rung des hrp-Genclusters verantwortlich (vgl. 1.3.3). Ein fiir die HrpX-abhéngige Regula-
tion vermutlich essenzielles Promotormotiv, die PIP-Box, befindet sich auch vor dem
hrpE-Operon und ermoglicht so eine Koregulation dieser Transkriptionseinheit mit dem
restlichen hrp-Gencluster. Das ArpE-Operon kodiert neben ArpE auch hreD und hrpD6
(vgl. 2.5.1). Interessanterweise zeigte eine Tn3-gus Insertion, dass das hrpE-Gen im Ge-
gensatz zu allen anderen unter Kontrolle eines PIP-Box Promotors stehenden Genen be-
reits unter nicht-induzierenden Bedingungen eine hohe basale Transkription aufweist
(217). Allerdings konnte neben dem PIP-Box Promotor bisher kein weiterer interner
Promotor identifiziert werden, der fiir das erhohte Transkriptionslevel unter nicht-

induzierenden Bedingungen verantwortlich sein konnte (214) (vgl. 2.5.1). Die erhohte
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Basalaktivitdt konnte auch auf eine hohere Stabilitdt eines hrpE-kodierenden Transkripts
zurlickzufiihren sein, was eine posttranskriptionalen Regulation des hrpE Operons andeu-
tet. Eine posttranskriptionale Regulation wiirde eine differentielle Expression der indivi-
duellen Gene des polycistronischen ArpE-Operon ermdglichen, was sinnvoll erscheint, da
die Untereinheit des Hrp-Pilus und die Komponenten des TTS-Apparates HrcD und
HrpD6 in einem nicht-stochiometrischen Verhéltnis gebraucht werden. Ein gut untersuch-
tes Beispiel, wie die unterschiedliche Expression einzelner Gene eines polycistronischen
Transkripts erfolgt, stellt der pap-Gencluster dar. Der pap-Gencluster kodiert bei uro-
pathogenen E. coli den Pyelonephritis-assoziierten Pilus, der zur Klasse der Typ-1-Pili
gehort (148). Die pap-mRNA ist mehreren Prozessierungsschritten unterworfen, wobei
die resultierenden Transkripte unterschiedliche Stabilititen aufweisen. Das stabilste
Transkript, das bei der RNase E abhéngigen Prozessierung gebildet wird, ist das papA-
Transkript, das die Hauptuntereinheit des Pap-Pilus kodiert. Das papA-Transkript beinhal-
tet ,,stem loops* am 5’-Ende der mRNA, die das Transkript vor dem Abbau schiitzen
(29).

Der urspriinglich in der intergenen Region von ArpD6 und hrpE identifizierte Transkripti-
onsstart konnte eine mRNA Prozessierungsstelle darstellen. Diese moglicherweise
RNase E vermittelte Prozessierung konnte zu einem hrpE-Transkript fithren, das durch
die konservierten Sekundirstrukturen am 5°-Ende stabilisiert wird (vgl. 2.5.1)
(Abb. 13A). Diese Spekulation wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die Halb-
wertszeit des hrpA-Transkripts, das fiir die Hrp-Pilus-Untereinheit von P. syringae ko-
diert, ungewohnlich lang ist. Der untranslatierte Bereich am 5°-Ende ist hier fiir die Stabi-
lisierung des Transkripts und die Menge an HrpA-Protein verantwortlich (82, 83). Um
einen tieferen Einblick in die mdglichen regulatorischen Parallelen zwischen den Typ-1-
Pilus-Genclustern und dem Arp-Gencluster zu erhalten, sind allerdings noch weitergehen-
de Experimente vonnéten. Eine Bestdtigung der postulierten mRNA-Sekundérstrukturen
in vivo konnte durch RNA Methylierungsexperimente erfolgen. Hierbei wird die RNA
mit Dimethylsulfat behandelt, welches Ringstickstoffatome der Basen Adenin, Cytosin
und Guanin methylieren kann, die an der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
beteiligt sind. In Abhingigkeit von der chemischen Umgebung der Ringstickstoffatome
erfolgt diese Reaktion in unterschiedlichem AusmaB. Die Effizienz der Methylierung
kann entlang der mRNA durch die Anzahl der Methylgruppen-abhéngigen Abbriiche bei
einer ,,Primer extension“-Analyse bestimmt werden (213). Weiterhin konnte mittels

,Northern-Blots*“ oder ,,Real-time PCR* die Stabilitdt der ArpE-Wildtyp-mRNA mit der
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von Insertionsmutanten in den 5’-untranslatierten Bereich verglichen werden, die die
Ausbildung der Sekundérstrukturen beeinflussen konnten (207).

Die konstitutiv aktive Variante des Regulators HrpG, HrpG*, fiihrt zu einer generellen
Aktivierung der hrp-Gene und verstérkt die bereits vorhandene Basaltranskription von
hrpE (218). Uberraschenderweise ist die hohe Transkriptionsaktivitit des hrpE-Gens fiir
seine stabile Synthese nicht hinreichend (vgl. 2.2.2.1) (Abb. 13B). Im Unterschied zu
allen bisher analysierten Komponenten des TTS-Apparats ist die Translation oder die
Stabilitdt von HrpE an Bedingungen gekniipft, die die Sekretion ermoglichen (171, 172)
(vgl. 2.2.2.1). Eine dhnliche Beobachtung wurde auch bei der Nadel-Untereinheit Prgl
von S. enterica beschrieben. Die Deletion einer essenziellen Komponente des
TTS-Systems, InvA, fiihrt auch hier zu einem Verlust der Synthese der Nadeluntereinheit
(188). Vermutlich wird durch diesen Mechanismus sichergestellt, dass unter nicht-
Sekretionsbedingungen die Hauptuntereinheiten der Nadel bzw. des Hrp-Pilus nicht in-
nerhalb der bakteriellen Zelle polymerisieren und womdglich toxische Aggregate bilden.
Ob dieser Mechanismus bei Xanthomonas auf einer Translationsinhibierung des
hrpE-Transkripts oder aber auf einer Instabilitit von HrpE in einem nicht-assemblierten
Zustand beruht, wird in weitergehenden Experimenten aufzuklédren sein. Erste Ergebnisse
zeigen jedoch, dass translationale Fusionen von HrpE mit AvrBs3A2, unter Kontrolle des
eigenen Promotors bereits bei einem neutralem pH-Wert synthetisiert werden. Dies deutet
auf eine Instabilitit von HrpE unter nicht-Sekretionsbedingungen hin (Daten nicht ge-
zeigt).

Die genauen molekularen Mechanismen, die der Typ-IlI-abhdngigen Proteinsekretion in
X. campestris pv. vesicatoria zugrunde liegen, bediirfen der weiteren Aufklarung. Insbe-
sondere iiber die Interaktionen von HrpE mit unterschiedlichen Komponenten und mégli-
cherweise auch Substraten des TTS-Systems ist nichts bekannt. Die Aufklidrung dieser
Wechselwirkungen und auch der 3D-Struktur von HrpE werden ein tieferes Verstindnis

der Typ-IlI-abhingigen Proteintranslokation ermoglichen.
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Abbildung 13: Modell der Sekretion in X. campestris pv. vesicatoria.

G

(A) Der hrp-Gencluster, beispielhaft fiir die Operone hrpD und hrpE gezeigt, wird unter nicht-
induzierenden Bedingungen auf einem niedrigen Niveau transkribiert (gestrichelte Linien). Nach Prozessie-
rung des hrpE-Transkripts durch die RNase E wird das dank 5°- stem-loop“-Strukturen stabilisierte
Transkript des hrpE-Gens angereichert. Allerdings erfolgt noch keine stabile Synthese von HrpE. (B) Nach
Induktion des hrp-Genclusters beginnen die Transkription und die Translation der Arp-Gene (durchgezoge-
ne Linie). Auch wihrend des nun folgenden Aufbaus des TTS-Apparats wird HrpE nicht stabil synthetisiert,
sondern unterliegt einem raschen Abbau. (C) Erst nachdem ein funktionaler TTS-Apparat aufgebaut wurde,
erfolgt die Sekretion und Assemblierung der Hrp-Pilin Monomere, die so vor dem Abbau geschiitzt werden.
IM, innere Membran; AM, 4uBere Membran; P, Periplasma.
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5 ANHANG

5.1 Anhang A: Verwendete Primer

Tabelle 4: In den Publikationen verwendete und nicht beschriebene Oligonukleotide.

Analyse der nicht-polaren Deletionen in Genen des Arp-Genclusters von X. campestris pv. vesicatoria (209)

Name Sequenz
Screen Alb-5’ GCC TGA TGA TTG CCC AAA CA
Screen A1b-3’ TTG AGA CAT TCC CGG CTT TG
Screen B8-5’ GCC GAG CAA CAT CAG CAT
Screen B8-3’ GAA GAA GAC GCG ATC GAG
Screen B7-5° CAG GGT CAA CAA CGA CAC
Screen B7-3° TGC TCG CCA AGT ACA ACG
Screen B5-5° ACC TTG CCG TAA CGA CGA
Screen B5-3° GGA TTG CGA TGT CAT TCC
Screen B4-5° CAA CCA CAG ACG CAT GAC
Screen B4-3° AGA GCG ATG CGC AGT TCA
Screen B3-5’ GCA TCA GCA GGG CAA GTT
Screen B3-3’ AAC CCG AGC ATG ATG AGC
hrpBZ-S’Nde CGA GGC CTC ATA TGA CGC TCA TTC CTC CTG TCC
hrpB2—5’pET15 CGA TGG ATC CTT ACT ACT GGT TCT TCA CCA GCG TC
Screen B1-5° GGC TGG AGG ATT GCA TCA
Screen B1-3’ ATT GTG GGC AGC TGT GGT
Screen C3b-5’ TGG ACG TGC GCA GGT ATG TG
Screen C3b-3’ GTT GGG CAT TGC AGA ACT CG
Screen D1-5’ CAG CTT GGC AGA GTG TTC
Screen D1-3’ AAG CCC AGC ATG ATG ACC
Screen D2-5’ GGC AGA TCC TGG AGT TGT
Screen D2-3’ ATC CTG CAG CGA CAT CAC
Screen D3-5’ GTT GTT TGT CGC CAT GGA
Screen D3-3’ CGT CGA ATT CAT CCT CCT
Screen D4-5° ATG CAG TTC GGC CAG GCA TT
Screen D4-3° CTG AGC CGC CTG TTG TGG TT
Screen D5-5° AAC AGG CGG CTC AGG AGG TT
Screen D5-3’ CTC TCA TTG CGC CGC TTG CT
Screen D6-5’ CTC ACC GTC CGT TAC GA
Screen D6-3’ GTG CCA CGT TGA AGT CC
hl’pEl-S’Nde GCG ATT TCC ATA TGC AAA TTT TTC CTG AAG TAA GCT CG
hrpE1-5" pET15 CGG GGA TCC TTA TTA CTG GCC AAC GAG CTG CTT AGC
hrpE2-5" Nde CGA GGC CTC ATA TGC ATG TCT CAC CAC AGA TGA GC
hrpE2-3’pET15 CGG GGA TCC TTA TCA GGC GCG TAA CCA CAG ATA GTT GC
hrpE3-5’Nde CGA GGC CTC ATA TGG CAC AGC AAC TTG GCT TGC
hrpE3-3’pET15 CGG GGA TCC TTA TCA GCT GCC GTC GCG GGT GTG GAC A
Erstellung translationaler Fusionen von HrpE und AvrBs3A2 (208) (vgl. 2.5.1)
MOTSS-5’ CAC CTG CAT CGA CGC GAT TG
MOTSS-5’ -PIP CAC CCG ATC CAC AAA CCG ATA TCC
MOTSS-5" +PIP CAC CCA CGT GCA TCG ACG CGA TTG
MOTSS10-3° CCA CGA GCT TAC TTC AG
MOTSS17-3° GCC TTG GCC AAC ACG GGA C
MOTSS19-3° ATC CAT GCC TTG GCC AAC AC
MOTSS23-3° ACC GGT GAA GCA ATC CAT
MOTSS42-3° CAT CTG GCC GTT TGC ACC
MOTSS50-3° TGA CAT GTC GCC GAG TAG
MOTSS93-3° CTG GCC AAC GAG CTG CTT
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5.2 Anhang B: Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AM

AS

avr, Avr
bp

CFU
DNA
ECW
EPEC
EPS
GUS
hpa, Hpa
HR

hre, Hre
hrp, Hrp
IM
IPTG

IS

K,

K

kb

kDa
NMR
ODs0o
ORF
PAGE
PCR

pl

PIP

PM

pv.

RNA
RT-PCR
SDS

Spp

TTS
Xop
Tab.
TMH

ZW

Abbildung

duBere Membran

Aminoséduren

Avirulenz

Basenpaare

,»colony forming units*

"desoxyribonucleic acid", Desoxyribonukleinséure
,Barly californian wonder* Cultivar von Capsicum annuum
enteropathogene Escherichia coli

extrazelluldres Polysaccharid

B-Glucuronidase

,»hrp associated*

hypersensitive Reaktion

,hrp conserved*

,hypersensitive response and pathogenicity*
innere Membran
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

»insertion sequence*

nicht-synonyme Austausche je nicht-synonymer Position
synonyme Austausche je synonymer Position
Kilobasen

Kilodalton

,huclear magnetic resonance*

optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm
,open reading frame*
Polyacrylamidgelelektrophorese

,»polymerase chain reaction*

isoelektrischer Punkt

,plant inducible promoter*

Plasmamembran

Pathovar

Resistenz

,ribonucleic acid“, Ribonukleinsiure

"reverse transcribed PCR", Reverse Transkription und PCR
Sodiumdodecylsulfat

,species‘

»type I secretion”

»Xanthomonas outer protein*

Tabelle

Transmembranhelix

,,unit

Zellwand
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