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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Infektion von Kreuzblitengewachsen durch dadamaenpathogene Bakterium
Xanthomonas campestris pv. campestris stellt ein erhebliches Problemdn lcandwirtschaft
dar, das zu hohen Ernteverlusten fuhrt. Auf deresen Seite haiXanthomonas grol3e
wirtschaftliche Bedeutung fur die biotechnisched®itdion seines Oberflachenpolysaccharids
Xanthan im industriellen Mal3stab. Xanthan ist eideswichtigsten industriell hergestellten
Polysaccharide, das Anwendungen in der Lebensmitesmetik- und Olindustrie findet.

In dieser Arbeit wurde die Genregulation der Bidbgse des Kohlenhydratmetabolismus von
Xanthomonas campestris pv. campestris untersucht. Dazu wurden Kultivigem die den
industriellen Produktionsverfahren &hnlich sind, drei biologischen Replikaten in
Bioreaktoren durchgefuhrt. Mittels Microarray-Teologie wurde dabei ein globales
Transkriptionsprofil erstellt, wobei mehrere Genoegn identifiziert werden konnten, die
eine koordinierte Expression zeigten. Als promiaseté Regionen konnten Gene aufgeklart
werden, die fiur die Eisenaufnahme verantwortlicmetdine, ROS-Detoxifikationsenzyme
und der oxidativen Phosphorylierung kodieren. Zudearden zu den charakteristischen
Phasen einer diskontinuierlichen ,batch“-Kultiviagu Stoffwechsel-Antworten auf
transkriptomischer Basis aufgefunden. So kommt resder lag-Phase zu einer starken
Induktion solcher Gene, die ribosomale Proteineidwed, in der exponentiellen Phase zu
einer indifferenten Genexpression, die als ,stestdye” interpretiert wird. In der stationéren
Phase, die mit einer vermehrten Ausscheidung dgsdbzharids Xanthan einhergeht, fand
eine generelle Reprimierung samtlicher Gene stdi®, den zellularen Stoffwechsel
kennzeichnen. Auf der Basis der Transkriptomdatarde mittels ,Reverse Engineering“ ein
Netzwerk der Genregulation dgum-Gene aufgestellt. Dabei wurde fir die Regulation
einzelner Gene die kontinuierliche Veranderungritizgpression einschliel3lich des Levels
ihrer Expression bertcksichtigt.

Des Weiteren wurden Mutanten in potentiellen Reigudan des Kohlenhydratmetabolismus
kodierenden Genen konstruiert, mittels Microarrap&imenten untersucht und in einem
Kohlenhydratverwertungs-Assay der Phéanotyp charsieet. Es konnten Mutanten

hergestellt werden, die im Vergleich zum Wildtypneei erhéhte Xanthan-Produktion
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aufweisen. Die Mutante XccB1@BRcc-b100 4306 mit der hochsten Steigerung an
Xanthanproduktion zeigt eine Exopolysaccharid, Ezgen und Chemotaxis koregulierte
Expression der kodierenden Gene.

Zusatzlich zu diesen Studien wurde das WachstunWilelbyps Xanthomonas campestris pv.
campestris B 100 auf 95 verschiedenen Kohlensieffgn getestet und anhand des
annotierten Genoms ein Modell der Verwertungsmasche fiur die unterschiedlichen

Kohlenstoffquellen entworfen.
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B.1 Das BodenbakteriumXanthomonas campestris pathovar campestris

Xanthomonas campestris pathovar campestris (Xcc) zahlt zu detProteobakterien und
innerhalb dieser zu der Familie deseudomonaceae (Vorholter etal., 2008). Die Gattung
Xanthomonas gliedert sich in 20 Arten, darunter zum Beispi&nthomonas oryzae und
Xanthomonas axonopodis. Das pflanzenpathogene Bakteriddanthomonas campestris wurde

in bislang 141 Pathovare unterteilt (He und Zh&@§8), wobei sich diese Unterteilung nach
ihrer Wirtsspezifitat richtet. Xanthomonaden sinth@-negative Stabchen mit einer Grol3e
von 0,4%+0,7 mm in der Breite und einer Lange voit0,8 mm (vgl. Abb. B1). Die Zellen

sind mittels eines polaren Flagellums motil (Leigid Coplin, 1992).

Abb.B.1: Transmissions-Elektronenmikroskopie von
Xanthomonas campestris (12000x  Vergrol3erung)
(Garcia-Ochoa «dl., 2000)

Xcc ist chemorganotroph und strikt aerob, da esdeei oxidativen Endphosphorylierung
Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor nufztdem ist Xanthomonas campestris
Katalase-positiv und Oxidase-negativ (Demple, 1981)rch die Biosynthese eines gelben
Pigments namens Xanthomonadin sind die Bakteriffalbg gefarbt (Poplawsky und Chun,
1997). Diese gelben Pigmente liegen membrangebwwlennd sind bromhaltig. Es konnten
sieben Genep(gA bis pigG) identifiziert werden, die fur die Pigmentsynthdsadieren
(Poplawsky und Chun, 1997). Als eine mdgliche Fiamktvird der Schutz vor Photodamage
(Rajagopal etl., 1997) und eine Verbindung zur Pathogenitat disku(Chou etal., 1997).

3
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Xanthomonas pathovare infizieren die Pflanzenfamilie der Krgllitengewachse, zu der auch
die landwirtschaftlich bedeutende GattuBrassica (Kohl) z&hlt (Vorhdlter etal., 2003).
GrofRe ErnteinbulB3en werden an den KulturpflanBrassica oleracea L. var. italica
(Brokkoli), Brassica oleracea var. gemmifera (RosenkohlBrassica oleracea var. botrytis
(Blumenkohl) verursacht. (Daniels, 1992; Leigh @wplin, 1992).

Man unterscheidet je nach der Art des Wirts zweigltbe Reaktionen: zum einen die
.Kompatible Interaktion® und zum anderen die ,Nikbimpatible Interaktion® oder
~Hypersensitive Response” (Wiggerich und PuhleQ®0 Die ,Kompatible Interaktion” ist
charakterisiert durch einen suszeptiblen Wirt ued Ausbildung der Schwarzaderfaule mit
Austrocknung des Blattgewebes und weiteren Symptofrie hin zum Absterben der Zellen.
Die ,Nicht-kompatible Interaktion“ (Hypersensiti®esponse HR) wird in resistenten Pflanze
oder einer Nicht-Wirtspflanze induziert. Dabei kommaes zu Nekrosen in dem infizierten
Gewebe (Wiggerich und Puhler, 2000; Alvarezakt 1994; Daniels, 1992). Die ersten
sichtbaren Symptome nach erfolgreicher InfektiommbkKohl sind V-férmige Chlorosen am
Blattrand und schwarze Verfarbungen der Blattadegh folgende Abb. B.2).

Abb.B.2: Typische Symptome an Kohl verursacht durchXanthomonas campestris pathovar
campestris. @) Ernteausfall auf einem Kohlfeld durch die Infekt mit Xcc
(http://lwww2.warwick.ac.uk/fac/sci/whri/about/st@ffcente/blackrot/cabbagefield.jpg). (B) V-
formige Schwarzaderfaule-Lasionen am Blattrand vdafohl (http://ohioline.osu.edu/hyg-
fact/3000/3125.html). (C) V-férmige chlorotische signhen mit nekrotischer Schwarzaderfaule an
einem Kohlblatt verursacht durch Xanthomonas  campestris pv. campestris
(http://lwww.apsnet.org/education/AdvancedPlantHagpics/Xanthomonandins/Images/xtral.htm).
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Pflanzen kdénnen durch Xcc auf verschiedene Weisgrigrt werden, wobei die Infektion

hauptsachlich durch die sogenannten Hydathoder, abeh an der Wurzel oder durch
Wunden des Pflanzengewebes erfolgt (Coakt.etl952; Hugouvieux &tl., 1998).

Bei der Infektion Uber die Hydathoden der Pflangeimgt Xcc in das Vaskularsystem der
Pflanzen ein (vgl. Abb. B.3)Xanthomonas campestris pv. campestris ist dabei im Xylem der
infizierten Pflanzen lokalisiert und verursacht tdodie typischen Symptome wie
Schwarzaderfaule und die V-formigen Chlorosen usérbisen (Hugouvieux et., 1998).

(A) (B)

Hydathode
1

_ ‘\ Cuticle

‘ : | —Epidermal

W e . J cell
\' B +—Parenchyma
A |- cell
v .

O

— Xylem

\ ] == Veinlet

|

Xanthomonas campestris pv. campestris
migrates to mid vein and lateral veins

Abb.B.3: (A) Schematische Darstellung des Eindringens voiXanthomonas campestris tber
Hydathoden in das Blattgewebe (Chatterjee al., 2008).X. campestris pv. campestriglringt in der
Natur vornehmlich durch am Blattrand lokalisiertérdngen namens Hydathoden in die Pflanze ein.
Dies ist moglicherweise ein Flagella beteiligter e@totaxis ProzelR. (B) Typisches Symptom
Blattfleck an Poinsettie hervorgerufen duXdmthomonas axonopodis pv. poinsettiicola und deutliche
Produktion von Exopolysacchariden (http://www.lamtdsechaft-
bw.info/servlet/PB/show/1168553_|1/Xanthomonas-filketken%20an%20Weihnachtssternen.pdf).

In der Bakterien-Pflanzen Interaktion konnte getzeigrden, dal? Xanthan fur die Infektion
der Wirte nicht essentiell ist (Leigh und Copli®92; Wiggerich etl., 2000, Ramirez &l .,
1988). Vielmehr kommt es durch die Xanthanprodukuier Bakterien im Blattgewebe und

innerhalb des Xylems voBrassica oleracea zur Verstopfung der Leitelemente, was in einer

5
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verminderten Wasserversorgung des umgebenden Gewalbesinem Verlust des Turgors
und des Elektrolythaushalts fuhrt (Bretschneide®89t Sutton etal., 1970). Diese
Auswirkungen machen sich unter anderem in der Adisbg der schwarzen Nekrosen im
Blattgewebe bemerkbar, der sogenannten ,Schwardenfdule” oder auch ,black rot“. Eine
weitere Ursache der Schwarzfarbung ist neben destdEung der Leitelemente und der
damit verbundenen Kappung der Wasserversorgungeidiagerung des Pigments Melanin
(Sutton etal., 1970).

Neben den landwirtschaftlich bedeutenden Ausfafiesier Ernte isiXanthomonas campestris
pathovar campestris durch die Produktion vielerdfezyme und Oberflachenpolysaccharide
gekennzeichnet. Diese Oberflachenpolysaccharidé kipopolysaccharide (LPS) und ein
Exopolysaccharid (EPS) namens Xanthan. Deren Bibegen sind sowohl genetisch als
auch mikrobiologisch gut untersucht (Beckealet 1998; Chou edl., 1997; Dow edl., 2003;

Lu, G.-T. etal., 2007; Vorholter eal., 2001). Von Xcc sekretierte extrazellulare Enzyaree
auch in der Pathogenitat eine Rolle spielen side@sen, Endoglukanasen, Pektatlyasen und
Amylasen (Daniels, 1992; Schroéter aft, 2001). Das Exopolysaccharid Xanthan wird
industriell in vielfaltiger Weise genutzt und stetiéshalb in besonderem Interesse der

Untersuchungen (vgl. Tab. B.1).

Tab.B.1:Breite Anwendungsmadglichkeitendes Xanthans in der Industrie(nach Garcia-Ochoa et
al., 2000). In der Lebensmittelindustrie wird Xanttes Lebensmittelzusatzstoff mit der E-Nummer
415 gekennzeichnet.

Anwendung Konzentration (% w/w) Funktion
Salat Dressing 0,1-0,5 Emulsionsstabilisator
Backwaren 0,1-0,4 Stabilisator
Tiefkiihlware 0,05- 0,2 Verbessert Frier-Auftau ki
Pharmazie (Cremes) 0,1-1 Emulsionsstabilisator
Kosmetik (Shampoos, 0,2-1 Verdickungsmittel und Stabilisator
Lotionen)
Landwirtschaft (Zusatz in 0,03-0,4 Suspensionsstabilisator
Tierfutter)
Textilindustrie 0,2-0,5 Kontrolle der rheologischgigenschaften
Keramikbeschichtungen 0,3-0,5 Verhindert Verklumpe

Aufgrund der hohen Viskositat und Pseudoplastizi@#in Xanthan zum Beispiel in der

Lebensmittelindustrie als Verdickungsmittel, abactain der Olindustrie als Schmiermittel
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fur Bohrer verwendet werden. (Ochetaal., 2000 , Becker edl., 1998; Peters al., 1989).
Tabelle B.1 umfal3t die vielseitigen Mdglichkeitegr thdustriellen Anwendung.

Die rheologischen Eigenschaften des Xanthans mactHmses Polysaccharid als
Verdickungsmittel waRriger Lésungen Uber einen sekiten pH-Wertbereich, sowie Uber
einen weiten Temperatur-, Salzkonzentrations- unackbereich geeignet (Vorhdlter aft.,
2008). Zudem ist Xanthan augrund der Cellulosek8irudurch den Menschen energetisch
nicht verwertbar und somit besonders fur Diatpraduer Lebensmittelindustrie interessant.

Das biotechnologisch durch Fermentation produzi¥eethan ist ein saures Heteropolymer
mit einem hohen Molekulargewicht von 2 bis 26-Dalton (Milas und Rinaudo, 1979),
wobei das Molekulargewicht Stamm-spezifisch vaeierkann. Die Primarstruktur des
Xanthans wurde 1977 aufgeklart (Holzwarth und Pidgge, 1997; Jansson &t, 1975). Die
vorkommenden Zucker sind D-Glukose, D-Mannose un@liruronsaure. Das Ruckgrat
besteht aus einer Cellulosehauptkette in der D-@&ekR-1,4-glykosidisch miteinander
verknUpft ist (vgl. Abb.B.4). Alternierend tragtde Glukose eine kurze Trisaccharidkette aus
D-Mannose-(1,4)- D-Glucuronsaure (1,2)- D-Mannd3e terminale Mannoseeinheit kann
an der C; und Cg Position pyruvyliert sein, wahrend die interne Mase am @Atom
acetyliert sein kann (Stankowski at., 1993). Abhangig vonXanthomonas campestris
Stamm kann der Grad der Pyruvylierung und Acetyher variieren (Becker adl., 1998;
Garcia-Orchoa «l., 2000).

i
CH,OCCH;
/F 4
%

Seq

CH,OH CHy0H
;P\
o N 1 O\J OH o n
|
o/ OH OH

Abb.B.4: Aufbau der sich wiederholenden Pentascaccharid-Eirgit des Xanthans (Becker e#l.,
1998). Jedes Pentasaccharid besteht aus einer Hauptkettieri D-Glukose R-1,4-glykosidisch
miteinander verknUpft ist. Alternierend tragt je@ukose eine kurze Trisaccharidkette aus D-
Mannose-(1,4)- D-Glucuronséure (1,2)- D-Mannosee @rminale Mannoseeinheit kann an dey C-
und Cg Position pyruvyliert sein, wahrend die interne Mase am C6 Atom acetyliert sein kann.
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Polysaccharide stellen neben den Proteinen unlaldeinséuren, die dritte grol3e Klasse an
Biopolymeren dar. Im Gegensatz zu der exakt deteemen Struktur in der Sequenz der
Proteine und Nukleinsauren, variieren Polysacckearid hinsichtlich ihres
Polymerisationsgrades und sind damit polydispeasgson eél., 1975). In der nativen Form
liegt Xanthan als rechtsdrehende Doppelhelix voolfWarth und Prestridge, 1977). Die
GroRRe konnte mit Elektronenmikroskopie auf etwaBreite und 2-10 pm Lange bestimmt
werden. In walriger Losung nimmt Xanthan relatiarst regelmallige, doppelhelicale
Strukturen an (Seeger, 1981; Holzwarth und Premridl977). In Ruhe werden so sehr
viskose Ldsungen erreicht, da die Helices ein dredsionales Netzwerk ausbilden. Xanthan
ist starker pseudoplastisch als andere bekannteokgiibide und bildet Gele mit hoher
Gefrier-Tau-Stabilitdt, was fir die Lebensmittelisttie von Bedeutung ist. Neben der
Geschmacksneutralitat und der Diat-Eignung durck fma den Menschen unverdauliche
Cellulose-Ruckgrat eignet sich Xanthan somit sealir f§r die Lebensmittelindustrie. Die
Pseudoplastizitat, die Abnahme der Viskositat vhel3énden Stoffen unter dem Einflul3
zunehmender Scherkrafte, resultiert aus der gleifhgen Ausrichtung der vorher
ungeordneten Molekilknauel. Denaturation durch t2em aber auch Scherkrafte wahrend
der Fermentation fuhren zu kirzeren und flexibléterzelhelices (Holzwarth und Prestridge,
1977; Seeger, 1981).

B.2 Die Oberflachenpolysaccharide voxXanthomonas campestris pathovar

campestris und ihre Regulation auf genetischer Eben

Bei Gram-negativen Bakterien findet man assoziiertit der Zellhille einen
Oberflachenpolysaccharid-Komplex, der in enger \fehbng mit Pathogenese und Symbiose
der Bakterien steht (Whitfield und Valvano, 1993)iese Oberflachenpolysaccharide
bestehen im Wesentlichen aus Lipopolysaccharid&®s)LKapseln und Exopolysacchariden
(Schlegel, 1981). Die meisten Oberflachenpolysatidba teilen eine gemeinsame
Organisation in ihrer Biosynthese.

LPS als ,pathogen associated molecular pattern'MPRAist Bestandteil der Gram-negativen
Zellhiille mit der es uber die aliphatischen Lipid<atten in der AuReren Membran verankert
ist (Patil etal., 2007). Die Core-Oligosaccharide des LPS tragaufitp Art-spezifische
Polysacharide, sogenanntes O-spezifisches Anti@eRplysaccharide oder aber auch O-

8
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Antigen genannt (Raetz und Whitfield, 2002; Castftl., 2003). Daher spielen sie auch in
der bakteriologischen Diagnostik eine groRe RoBeh{egel, 1981). Die Biosynthese des
LPS-O-Antigens lal3t sich in zwei Abschnitte untéete (a) Nukleotidzucker-Biosynthese

die als Vorstufen fur den zweiten Abschnitt dieng.Der nachste Schritt in der Biosynthese
ist der stufenweise Aufbau der sich wiederholendRemtasaccharid-Untereinheiten am
Isoprenoid-Carrier-Lipid. Isoliertes LPS voftanthomonas campestris pathovar campestris

induziert einen ,Oxidative Burst®, aktiviert die gression von ,Pathogenesis-Related” (PR)

Genen und I6st weitere Abwehrreaktionen der Pflanze(Chan und Goodwin, 1999).

f\’m } EPS
g/fl} <
\ér > LPS
i 11l1 .
Abb.B.5: Schematische Darstellung der Oberflachenpolysacchiae in Xanthomonas campestris
pv. campestris Wahrend das LPS mit der bakteriellen Zellhlllsoasert ist, wird das EPS aus der
Zelle sekretiert und steht nicht in fester Verbinglumit der Zellhille. Orange= Auliere Membran,

grin=Lipopolysaccharide (LPS), blau= Exopolysaciclea (EPS), rot= Lipid- A, hellgrin =
Coreregion Polysaccharid, dunkelgriin= O-spezifischatigen.

Die Dbakteriellen Oberflachenpolysaccharide stell@men wirksamen Schutz vor
Austrocknung der Zelle dar. Die Funktion des LP$irkan der Aufrechterhaltung und
Beschrankung der Membranpermeabilitdt und der Eilusg einer Kontaktflache zum Wirt
bestehen. Die Haftung an Oberflachen ist eng mitBiefilmproduktion tGber die Synthese
von Exopolysacchariden verbunden. In diesen Bi@fiimkonnen Resistenzen gegen

Abwehrmechanismen des Wirts vermittelt werden.

Die komplette Biosynthese des Xanthans ausgehenddeo Synthese der Nukleotidzucker-
Vorstufen bis hin zur Polymerisation und Sekretians der Zelle ist in Abbildung B.6

dargestellt. Nach Aktivierung der Nukleotidzucker Cytoplasma durch die Enzyme der von
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xanA und xanB kodierten Gene (Koéplin edl., 1992) zu UDP-Glucose, GDP-Mannose und
UDP-Glucuronsaure werden diese aktivierten Nuktizoitkervorstufen von der Zelle fur die
Synthese zahlreicher Kohlenhydrate genutzt. Darunauch die Synthese der
Lipopolysaccharide, des Glycogens und des Exopotyeaids Xanthan.

Tabelle B.2:Mittlere prozentuale Zusammensetzung des XanthansevschiedenerXanthomonas
Arten (Garcia-Orchoa al., 2000).

Bakterium D-Glukose D-Mannose D-Glucuronséure Patuv Acetat

X. campestris 30,1 27,3 14,9 7,1 6,5

X. fragaria 1822 24,6 26,1 14,0 4,9 55
X. gummisudans 2182 34,8 30,7 16,5 4,7 10,0
X.juglandis411 33,2 30,2 16,8 6,9 6,4
X. phaseoli 1128 30,9 28,6 15,3 1,8 6,4
X. vasculorum 702 34,9 30,2 17,9 6,6 6,3

Die Biosynthese der Oberflachenpolysaccharide s#iztProduktion von Nukleotidzuckern
voraus, die aktivierte Monosaccharide als Vorstuden Biosynthese bereitstellen (Barreras et
al., 2004). Die fur die Synthese der Nukleotidzuck®P-Mannose, UDP-Glukose, UDP-GICA
kodierenden Gene sinckanA und xanB. Die Nukleotidzucker stehen auch weiteren
Syntheseprozessen wie die der Lipopolysaccharid&/erfiigung (Vorholter esl., 2001). Fur
die LPS-Biosynthese ist zusatzlich GDP-D-Rhamnaot&derlich. Das GenxanA kodiert fr

ein Enzym mit Phosphoglucomutase- und PhosphomamiagetAktivitat, wahrencanB fur

ein bifunktionales Enzym mit Phosphomannose Isoggerand GDP-Mannose Phosphorylase-
Aktivitat kodiert (Koplin etal., 1992).

Die fur die Xanthan Biosynthese erforderlichen Eire¢ werden von demgum-Cluster kodiert.
Die gum-Gene sind in einem 16 kb grof3en Cluster lokalisieelches 12 ORFs mit den Namen
gumB bis gumM enthéaltund als ein Operon transkribiert wird (Katzeralet 1996). Der initiale
Schritt in der Xanthan-Biosynthese ist der stufeseieAufbau der sich wiederholenden
Pentasaccharid-Untereinheiten am Isoprenoid-Catied durch die Glykosyltransferasen
kodiert vongumDMHKI (Becker etal., 1998). GumD katalysiert dabei den Transfer von
UDP-Glucose unter UMP-Abspaltung in Form von Glukdsphosphat an den Polyisoprenol-
P-Akzeptor. Die Proteine GumMHI katalysieren digusentiellen Anlagerungen der weiteren
Monosaccharide. Die Dekoration des Heteropolymer®Igt durch Acetylierung und
Pyruvylierung der internen oder auch terminalen Mee durch Anlagerung von Acetyl- und
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Pyruvyl-Resten. Diese Schritte werden durch die pEaiukte der GengumFG katalysiert
(Vojnov et al., 2001). Der finale Schritt in der Xanthan-Bio8yse ist der Export der
Untereinheiten aus der Zelle ins umgebende extrdaesd Milieu und die Polymerisation des
Polysaccharids an dem die GeguenBCEJ beteiligt sind (lelpi e&l., 1993).
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xanA xanB ugd? rmiD rmiC rmiA rmiB ugd 1kb
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Abb.B.6: Schematische Darstellung der Xanthanbiosynthese maen involvierten Enzymen und
des fur die Biosynthese wichtigengum-Clusters. (A) Synthese der Nukleotidzucker-Vorstufen
(Becker etal., 1998; Katzen etal., 1998). Abklrzungen: Fru 6-P, Fructose-6-phospl@k,
Glucokinase; Glc, Glucose; Glc 6-P, Glucose-6-phaspGlc 1-P, Glucose-1-Phosphat; UDP-Glc,
UDP-Glucose; UDP-GIcA, UDP-Glucuronsdure; Man @vRannose-6-phosphat; Man 1-P, Mannose-
1-phosphat; GDP-Man, GDP-Mannose; PGI, Phosphogtiteomerase; UDPG-deH, UDP-Glucose
Dehydrogenase; UDPG-PP, UDP-Glucose Pyrophosplsery(®8) Schematische Représentation der
Xanthansynthese an der bakteriellen Zellwand unpoBExin die extrazellulare Umgebung durch
Genprodukte degum-Clusters. Nach Aufbau der Xanthan-Untereinheiteeiaem Carrier-Lipid wird

es auf die AuRenseite transloziert und au3erhallzelde polymerisiert. (Vorhélter etl., 2008). (C)
Genetische Organisation der Gene gom-Cluster. Schwarze Kasten reprasentieren Promaqtoren
griine Pfeile die 12 offenen Leseraster und schwfeie die Grof3e und Richtung der Transkription
(Becker etal., 1998). (D) Genetische Organisation der von dem-Cluster physikalisch separiert
lokalisierten xan-Gene. xanA und xanB sind fur die Aktivierung der Nukleotidzuckervorfgn
notwendig. (Vorhdlter edl., 2008).

B.3  Familie der bakteriellen transkriptionellen Regulatoren einschlief3lich der Lacl-

Regulatoren

Die Genexpression wird in Prokaryoten hauptsachhcifi der Ebene der Transkription
reguliert. Die bakteriellen Regulatoren der Traiion sorgen beispielsweise dafiur, dal
Abbauenzyme erst synthetisiert werden, wenn eiresiéubstrat auftritt. Zudem wird die
Enzymproduktion umgehend eingestellt, wenn diesdstBat nicht mehr verfligbar ist. Diese
effektive Regulation erlaubt eine adaquate Adapaiosich wechselnde Milieubedingungen.
Die meisten prokaryotischen Regulatorproteine riegeh die Transkription, indem sie mittels
einer DNA-bindenden Domaéne, zum Beispiel dem Hélixn-Helix Motiv (HTH) spezifisch
an eine DNA-Sequenz binden und auf vielfaltige éatl Weise ihr regulatorisches Potential
entfalten (Perez-Rueda und Collado-Vides, 2000).

Generell kann man die AuRerung treffen, dal ReguRtoteine deren HTH-Motiv
vornehmlich am N-Terminus lokalisiert ist als Regz@ren fungieren, wahrend Aktivatoren
dieses Motiv meist nahe am C-Terminus aufweisemeDaird davon ausgegangen, dal3 das
erste Helix-Motiv der nicht-spezifischen Bindung d@NA dient und das zweite Motiv der
spezifischen Erkennung (Perez-Rueda und Collades/igd000).
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Abb.B.7: Kristallstruktur des PurR-DNA-Komplexes (Mirny und Gelfand, 2002).PurR ist ein
transkriptioneller Regulator der Lacl-Famile undstefit aus zwei strukturellen Doméanen, einer N-
terminalen HTH-DNA-Bindedoméne und einer C-termemaEffektorbindedomane.

Die Kristallstruktur des PurR-DNA-Komplexes zeigeé dlimerische Natur des Proteins (vgl.
Abb.B.7). Eine Untereinheit umschliel3t die DNA, weid die andere um den Liganden liegt.
Lacl-Regulatoren fungieren typischerweise als kdpsonelle Repressoren abhangig von
der Anwesenheit oder Abwesenheit von bestimmteméde Molekilen, wie zum Beispiel
von Zuckern und Nukleotiden in der Zelle (Mirny u@elfand, 2002).

Mehr als finf Prozent der Gene a#tscoli codieren Regulatorproteine, wobei einige
spezifische Regulatoren wenige Gene regulieren ddnmvéhrend so genannte globale
Regulatoren die Expression von hunderten von G&patrollieren kénnen. Weit verbreitete
Familien von Regulatoren sind zum Beispiel die FamiAraC, LysR, GntR und XylS.
Neben diesen Regulator-Familien sind ebenso die ulRegen des Zwei-
Komponentensystems bedeutsam (Galvao und de Lqr20@6).

Eine Familie der bakteriellen transkriptionellengBkatoren ist die Lacl-Familie. Mitglieder
dieser Regulatoren reagieren auf transkription&lezne auf veranderte Umweltbedingungen
mit stoffwechselabhangiger Genregulation (Jacob Modod, 1961). Die Lacl-Regulatoren
tragen zwei strukturelle Doméanen, eine N-termindleH-DNA-Bindedoméane und eine C-
terminale Effektorbindedoméane (Schuhmachealgt1994). Es konnte gezeigt werden, daf3
der NH-Terminus ungefdhr 60 Aminosédure und der COOH-Teusi ungefahr 260
Aminosauren umfaldt. Die Mitglieder der Lacl-Famiimd meist Dimere, die an den 16-18
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bp langen Operator mit hoher Spezifitat binden. édarhoht die Ausbildung von Dimer-
oder Multimeren die Bindungsspezifitdt des Regutatda jedes HTH-Motiv einen Teil der
Sequenz erkennt (Weickert und Adhya, 1992). DaHiBd-Motiv zumeist am N-Terminus
lokalisiert ist kann man die Lacl-Regulatoren gefieals Repressoren einstufen (Perez-Rueda
und Collado-Vides, 2000). Kommt es beispielsweige Bindung eines Effektors durch die
C-terminale Bindedoméne eines Repressors, kann zliesKonformationsdnderung des
Regulatorproteins fiihren und einer Dissoziation Hepressors von der DNA, womit dieses
Gen wieder exprimiert werden kann.

Durch Sequenz- und Strukturanalysen konnten Regelatder Lacl-Familie generell als
potentielle Regulatoren des Kohlenhydrat- und Natidzuckermetabolismus klassifiziert
werden (Weickert und Adhya, 1992; Perez-Rueda umith@b-Vides, 2000)Regulatorische
Proteine der Lacl-GalR-Familie der transkriptioaell Regulatoren sind haufig mit der
Kohlenhydrat-Verwertung verbunden, indem sie diprégsion der Strukturgene in Substrat-
abhangiger Weise entweder ermoglichen oder repremi€¢Reid und Abratt, 2005). Von
samtlichen in der Kohlenhydrataufnahme beteiligRagulatoren irE. coli K-12 sind 20%
Mitglieder der GalR/Lacl-FamilieRerez-Rueda und Collado-Vides, 2000)eitere an der
Kohlenhydrataufnahme beteiligte Regulatoren sinde dder IlIcR-Familie. Am
Zuckermetabolismus sind Regulatoren der DeoR-Famaiiid am Kohlenhydratmetabolismus
GntR-Regulatoren beteiligPerez-Rueda und Collado-Vides, 20Q@cl-Regulatoren stellen
somit ideale Ziele zur Mutagenese dar, weil sie llnbg Kandidaten der Regulation im

Kohlenhydratmetabolismus repréasentieren kdnnen.

B.4  Xanthomonas campestris pv. campestris B100 Genomprojekt

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden sectathomonas Stdmme sequenziert. Darunter der in
dieser Arbeit verwendete Xcc B100 Stamm (Vorhoéeal., 2008), Xcc 8004 (Qian e&l.,
2005) und Xcc ATCC33913 (Da Silva at, 2002).Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Thieme etal., 2005), Xanthomonas axinipodis pv. citri (Da Silva efal., 2002) sowie zwei
Xanthomonas orizae pv. orizae Stamme KACC10331 (Leeatt 2005) und MAFF311018
(Ochiai etal., 2005).
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Abb.B.8: Zirkulare Représentation des Xcc B100 Genoms (Vorliter et al., 2008) In den beiden
aulleren Ringen sind die Protein-kodierenden GeS)Gur beide Ableserichtungen anhand ihres
Genproduktes und der Zugehdrigkeit dieser zu defs-®@tegorien abgebildet. Im dritten Ring von
aullen sind alle Gene mit Bezug zum Stoffwechsel Unahsport von Kohlenhydraten und
Polysacchariden dargestellt. Gene der Xanthan-BtbegegumBCDEFGHIJKLM (griin), CDS der
Nukleotidzucker-Synthese (rot), CDS der LPS undisgiien Glukane (grau), CDS des Kohlenstoff-
Metabolismus wie zum Beispiel Glykolyse, Pentosephat-Weg, Entner-Doudoroff-Weg
(dunkelblau), Zuckertransporter (violett).Im funft®Ring von aul3en ist der GC-Plot dargestellt. Im
sechsten Ring der GS-Skew.

Das Genom von Xcc B100 wurde mit der ,Whole-Gend@hetgun-Sequencing-Methode*
sequenziert (Vorholter etl., 2008). Das Genom ist 5,079,003 bp grol3 und de€f Gehalt

liegt bei 65.0%, wobei 4471 Protein-kodierende GEBBS) wovon 2878 eine Funktion
zugewiesen werden konnte, annotiert sind (vgl. Bi#). Des weiteren wurden 62 RNA
Gene und 2 ribosomale RNA Operons (rRNA) annotiéransfer-RNAs liegen 54 vor,
Insertions-Sequenzelemente 59. Auf Basis der Genoatation wurde der in dieser Arbeit

verwendete Oligo-Microarray konstruiert.

B.4.1 Kohlenhydrataufnahme und Zentralstoffwechsetege in Xcc B100

In Gram-negativen Bakterien gibt es eine Vielzam aransport-Mechanismen, um
Kohlenhydrate in die Zelle zu translozieren. Nebdem passiven Transport durch
Membranporine ist der aktive Transport durch AB@gporter, das Phosphoenolpyruvat-
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System oder Symporter und Antiporter von BedeutuRrgigende Abbildung B.9 stellt
schematisch die wichtigsten Kohlenhydrat-Aufnahnget&ne in Gram-negativen Bakterien

dar.
PER-S-P <0~ — S
Nt ATP  ADP+PR PTS-System
H+ - > ATP  ADP+P
- R
A4 4% 4 -
erleichterte
Diffusion
AR |
— a/ ABC lonen ATPasen

—~—

Uniporter Antiporter Symporter  Transporter

Abb.B.9: Schematische Darstellung der wichtigsten Kohlenhydt-Aufnahme-Systeme in Gram-
negativen Bakterien. Glycerin kann durch erleichterte Diffusion mitteléniporter in die Zelle
aufgenommen werden. Symporter und Antiporter ediorckinen Stoffgradienten zum Beispiel'Na
und H. ABC Transporter bendtigen ATP, um Stoffe wie Monder Disaccharide zu transportieren,
ebenso die lonen ATPasen, die bei der Entgiftung HAellen eine Rolle spielen. Beim
Phospoenolpyruvat-System dient das energiereicbépifmivat als Energiequelle und der importierte
Stoff wird gleichzeitig phosphoryliert.

Fur Xcc B100 konnten neben den Zuckeraufnahmesgsterauch die beteiligten
Zentralstoffwechselwege und ihre Enzyme identifizigerden (Vorhélter eal., 2008). So
wurden 15 Aufnahmesysteme flir Monosaccharide undadgharide aufgrund von
Sequenzvergleichen mit TCDB gefunden. Die Aufnalystesne umfassen die Familie der
Glycoside-Hexuronide Transporter (GPH), die SoN#&: Symporter (SSS), das
Phosphotransferase-System (PEP) und die ATP-biratisgette (ABC) Superfamilie. Wobei
es bei Sequenz-basierten Homologie-Vergleichen Zucker-Transporter aufgrund der
strukturellen Diversitat gilt, diese mit Vorsicht betrachten (Vorholter et., 2008).

Die ,Major Facilitator Superfamily* (MFS) ist eirder grof3ten und diversten Superfamile der
Transporter. Innerhalb dieser Superfamilie existie28 Familien mit einer vielfaltigen
Substratspezifitat. Einige MFS Proteine fungierés Rezeptoren an der Zellhille, die die
Genexpression beeinflussen (Saier, 2000). Die Atrekesporter-Familie ist mit Gber 200
sequenzierten Mitgliedern die grof3te Familie derSviBie transportierten Zucker sind unter
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anderem Glukose, Fruktose, Mannose, Galactose,rsdy Xylose, Maltose und Lactose.
Der Transport kann als Uniport oder Kation-Transpofolgen. Drei kleine fir Bakterien
spezifische MFS Familien sind an der Aufnahme vomck&rn beteiligt. Die
Oligosaccharid:H Symporter Familie (OHS), Fucosé:Fsymporter (FHS) und Sialat'H
Symporter.

Die Mitglieder der ,Glykosid-Hexuronide Family* (&B transportieren eine Vielfalt an Di-
und Trisacchariden.

Der Transport Uber das Phosphotransferase-SystermS) (Perfolgt Uber eine
Phosphorylierungskette, die den Zuckertransporeiae Zuckerphosphorylierung koppelt.
Die Phosphatgruppe wird von Phosphoenolpyruvat JP&H den importierten Zucker
Ubertragen. Phospoenolpyruvat fungiert dabei n&resrgiequelle fir den Transport auch als
Phosphatdonor fur die Phosphorylierung des Zuck&BP phosphoryliert das erste
Energiekopplungsenzym | (EIl), wonach das Phosphmoutan (P-El) die Phosphatgruppe auf
das zweite Energiekopplungsenzym HPr UbertragtddB&roteine sind allgemeine Proteine
des PTS und nicht spezifisch fur einen Zucker. phoddPr (P-HPr) phosphoryliert in der
Phosphorylierungskette eine Anzahl an Zucker-sgehién Proteinen des PTS, die als
Enzym Il bzw. Enzym lll bezeichnet werden. Das M&mRTS verflgt inE. coli als
einfachstes System Uber ein Zucker-spezifischegr&rElI™
(EN% und EIF°) und das Fructose-PTS iber drei (Saier und Deeits&888). Uber das PTS
kénnen Monosaccharide, Glykoside und Disaccharatesportiert werden (Saier, 2000; Saier
und Deutscher, 1988).

Die Familie der ,ATP-Binding Cassette SuperfamiBC) ist neben der MFS eine der

), das Glucose-PTS uber zwei

groBen Superfamilien an Transporten. Zwei fur einéa Kohlenhydrate spezifische
Zuckeraufnahmesysteme der ABC Superfamilie sind @léP1 und CUP2 Familien.
Mitglieder der CUP1-Familie transportieren Di-, -Tuind Oligosaccharide, wéahrend die
CUP2-Familie Monosaccharide transportieren kanre(S2000).

Als Zuckerverwertung gelang in Xcc B100 neben delmoe bekannten Entner-Doudoroff-
Weg und des Pentosephosphat-Wegs der Nachweis l@ngdetten Satzes der Glykolyse-
Gene (Vorholter etl., 2008). Glukose wird Uber den Entner-DoudoroffgNkatabolisiert
und zu einem geringen Anteil durch den Pentoseptaisfyeg. Es konnte iXanthomonas
gezeigt werden, dal3 der Anteil durch den Pentosgphtat-Weg bei 8-16% liegt (Garcia-
Ochoa etl., 2000).
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B.4.2 Uberreprasentation an TonB-abhangigen Rezepten (TBDR)

Im Xcc B100 Genom konnte eine UberreprasentatiolanB-abhangigen Rezeptor (TBDR)
kodierenden Genen festgestellt werden (Vorholteal €t2008). Dies stimmt mit der in der
Literatur beschriebenen Uberreprasentation an TB&IR ein Phanomen von vielen
Xanthomonas Arten Uberein (Blanvillain etal., 2007). TonB-abhangige Rezeptoren sind
Proteine der AuReren Membran von Gram-negativerneBiak, die fiir den aktiven Transport
von Eisen-Siderophor-Komplexen verantwortlich sif@lanvillain et al., 2007). Bei
Xanthomonas Arten sind Uber 60 TBDR im Genom zu finden. Im §feich zu anderen
Gram-negativen Bakterien, die ublicherweise 1-5 RBDOm Genom tragen, ist dies eine

deutliche Uberreprasentation an TBDRs (vgl. Tah.B.3

Tab.B.3 : Anzahl der TonB-abhangigen Rezeptoren (TBDRS) in Xt und anderen Bakterien
(Blanvillain etal., 2007).

Bakterium Anzahl an TBDRs im Genom
Xcc 8004 65
Xcc ATCC33913 64
Xcv 85-10 52
E. coli O6 18
E. coli K-12 9
Rhizobium etli CFN 42 2
Mesor hizobium loti MAFF30309 1

Eine gut untersuchte und in der Literatur besclemebFunktion der TBDRs ist der Transport
von Eisensiderophor-Komplexen und von Vitamin B®8dgerich etal., 1997). Die TBDRs
unterliegen dabei der Kontrolle des ,ferric-uptakgulators” FurR, der unter Eisenmangel zu
einer Induktion der TBDRs-Gene in der Zelle fulBagg und Neilands, 1987). Neben diesen
Funktionen wird jedoch auch eine Rolle der TBDRI@r Kohlenhydrataufnahme diskutiert.
Fur die Sucrose-Aufnahme in Xcc konnte dies schereigt werden (Blanvillain edl.,
2007). Dabei wird Sucrose von SuxA uber die bagtieriAuRere Membran unter Beteiligung

weiterer, von desux-Genen kodierender, Proteine ins Zytoplasma traigtoz
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B.4.3 Sekretions-Systeme iXanthomonas

In Gram-negativen Bakterien sind verschiedene $ekieSysteme beschrieben (Hueck,
1998; Buttner und Bonas, 2002; Chan und Goodwi®919Die Typ-Il und Typ-IV sec-
abhangigen Sekretions-Systeme beinhalten einerspoanuber die Innere Membran, bevor
es zur Sekretion auf3erhalb der bakteriellen Zd#kdommt. Im Gegensatz zu den Typ-1l und
Typ-1V-Sekretions-Systemen sind die System | uhddim sec-System unabhangig und eine
aminoterminale Prozessierung der sekretierten Rt&kommt nicht vor. Das Typ-l
Sekretions-System benotigt drei sekretorische Prateeine Innere Membran gebundene
Transport ATPase (ABC Protein fur ATB- bindende $&&ite) fur Energie der Sekretion, ein
AuReres Membranprotein und ein Membranfusionsprpteelches an der Inneren Membran
gebunden ist und den periplasmatischen Raum umspBas Typ-llI-Sekretions-System
besteht aus etwa 20 Proteinen, die zum gro3tenBEsilandteile der Inneren Membran sind
und bendtigt eine zytoplasmatische ATPase. Die elfret zeigen Homologien zu
Komponenten des Flagellar-Apparats. Codiert wedideyp-IlI-Sekretions-System Proteine
von einemhrp (hypersensitive response and pathogenicity)-Qlijsteeck, 1998).

Uber das Typ-lll-Sekretions-System werden bakteri@ffektor-Proteine sec-unabhangig
uber die Innere und AuRere Membran in die Wirtszathnsloziert. Der TTSS Basalkorper
durchspannt sowohl die Innere als auch die AuReesnbtan. An ihm assoziiert ist der
extrazellulare Hrp-Pilus, der die etwa 200 nm dipKanzliche Zellwand durchspannen kann.
Der Hrp-Pilus verbindet dabei den Typ-llI-Sekresefypparat mit dem Translokon in der
Zytoplasmamembran der pflanzlichen Zellwand und dGgioht den Transport der
bakteriellen Effektorproteine in die pflanzliche Ngkelle. Effektorproteine kénnen in dem
pflanzlichen Zytoplasma zum Beispiel an den Zelkerielleicht aber auch an die
Chloroplasten transloziert werden. In suszeptibWirten unterdriicken Effektorproteine
vermutlich die Pflanzenabwehr, wahrend in nichizepsiblen (resistenten) Wirten bestimmte
Effektorproteine (Avr Proteine) erkannt werden und einer Abwehrreaktion der Pflanze

(hypersensitive response HR) fuhren (Puhled.e2004).

B.5 Transkriptomische Analyse mittels Microarray Technologie

Die Microarray-Technologie ist seit Mitte der 1990&ahre durch die Entwicklung von
Glaschips als Ersatz von Filtern als Trager der amifisierten Sonden eine nicht mehr

wegzudenkende Methode in der Genomforschung unte®iaologie (Shena el., 1995;
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Lockhardt et al.,, 1996; Lennon und Lehrach, 1991). Ziel ist die &hmhg von
Genexpressionsprofilen zu einem bestimmten Zeitpum#ter Zelle. Da nur von exprimierten
Gene die transkribierte mRNA in der Zelle vorliegtellt die Isolierung der mRNA, ihre
reverse Transkription zu cDNA und die anschlieRdrgpridisierung auf einem Zweikanal-
Array eine effektive Methode dar, ein Genexpresspoofil zu einem bestimmten Zeitpunkt
zu erstellen. Es bestehen unterschiedliche ArtaeneZweikanal-Array zu designen. Zum
einen gibt es verschiedene Sonden die auf dem Auéyebracht werden, wie zum Beispiel
langere DNA-Fragmente die in einer Polymerasendfettaktion (PCR) generiert werden
oder auch kirzere Oligonukleotide (50-70mere).

Der in dieser Arbeit verwendete Array Xcc5kOLlI war@m Lehrstuhl fur Genetik der
Universitat Bielefeld konstruiert und in der Litewrabeschrieben (Serrania @t, 2008). Er
basiert auf der Genomsequenz des Xcc B100 Stamimé&gl84 annotierten Genen, zu denen
50-70mer Oligonukleotide auf einem Epoxyglasobjékger gespottet wurden. Des Weiteren
enthalt der Array 15 Stringenz Kontrollen mit deen@ngapA, rpsA, rpsB, rpsL, andrpmi
(70 %, 80 %, und 90 % Sequenzabdeckung zur natbeguenz), 12 ,Alien DNA
Oligonukleotide* und funf ,Spiking Kontroll-Oligorideotide”.

Fur eine transkriptomische Analyse wird zundchstrdRNA der beiden zu vergleichenden
Zustande isoliert und mittels der Reversen Trapskse zu cDNA transkribiert. Die cDNA
wird mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen, in e Fall mit den Fluoreszenzfarbstoffen
Cyanin Cy3 und Cy5, markiert und gemeinsam aufreiicroarray hybridisiert (vgl. Abb.
B.10). Die markierten Proben hybridisieren mit demf dem Glastrager immobilisierten
Oligonukleotid-Sonden.  Mit einem  Fluoreszenz-Scannekann  anhand  der
Fluoreszenzunterschiede ein relatives Expressiofispausender Gene im Parallelverfahren
aufgenommen werden. Durch Uberlagerung der beideisdionsbilder kann eine indirekte

Quantifizierung der Transkripte unter den beidetetsuchten Konditionen erfolgen.

Referenz RNA / ﬁ? .
RNA pool — I/ -— P J/f\

Reverse Transkription

RNA Isolierung und Markierung mit Hybridisierung
Cyaninen

Experiment

RNA — // — ry’/t ”

Zeitpunkt tx / s l
\ log, Cy5/Cy3 Quantifizierung der
—_ 0 Fluoreszenz und
/ -0,698 — Datenanaylse

+0,698
Abb.B.10

20



Einleitung

Abb.B.10: Ein mdgliches Design zur Durchfiihrung eines Microarray-Experiments. Nach
erfolgter RNA-Isolierung wird die RNA mittels dereRersen Transkriptase revers transkribiert und
mit Farbstoffen markiert. In diesem Fall die Refesgrobe mit dem Cyanin Cy3 die Experimentprobe
mit Cy5. Nach der Hybridisierung der beiden Prolaeh einem Array werden die Fluoreszenzen
guantifiziert, normalisiert und mit entsprechen8eftware ausgewertet.

Bei einem Zeitreihen-Experiment macht es zum Belspinn einzelne Zeitpunkte mit einem
Pool aus RNA samtlicher Zeitpunkte zu vergleicheaihrend im Fall einer Mutationsanalyse
die Mutante mit dem Wildtyp zum Beispiel in versaihénen Wachstumsphasen verglichen
wird. Durch bioinformatische Auswertung mit der ®aire EMMA (Dondrup etl., 2003),
kann jedem Spot eine Identifizierung zugewiesen demr und systematische, nicht

biologische Varianz entfernt werden.

B.6  Zielsetzung dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Teile aufgeteilZum einem ist es das Ziel die
Genregulation des Kohlenhydratmetabolismus anhama Mutagenese von Genen, die
potentielle Regulatoren des Kohlenhydratmetabolskuadieren, aufzuklaren. Dazu wurden
die Gene mittels ,gene-SOEing“ oder Plasmidintegrat mutagenisiert und auf

trankriptomischer Ebene mit dem Wildtyp verglichelie weitere phéanotypische
Charakterisierung wurde unter anderem mit einem |&@toffverwertungs-Assay

durchgefuhrt. Ein Schwerpunkt war dabei das Ekstelldes Xcc B100 Wildtyp

Kohlenstoffverwertungs-Profils.

Zum anderen wurde eine 13 |-Kultivierung désithomonas campestris pathovar campestris

Wildtyps in einem Bioreaktor in drei biologischertikaten durch Zeitreihen-Analyse auf
transkriptomischer Ebene untersucht. Das Ziel datréihen-Analyse ist dabei temporére
Prozesse zu messen, um Sets von Genen zu bestidrmamter diesen dem industriellen
Produktionsverfahren vergleichbaren Bedingungeferdihtiell exprimiert werden. Dabei
sollen Gene die koordiniert exprimiert werden od&enexpressions-Muster identifiziert
werden. Mit der Verknupfung der in dieser Arbeitngeerten Transkriptomdaten mit
Metabolomdaten und dem Aufstellen von regulatorscihNetzwerken durch ein ,Reverse

Engineering Approach” wurde ein systembiologischesatz verfolgt.
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Material und Methoden C

C.1.1 Bakterienstamme, Plasmide, Oligonukleotid&;hemikalien und

Verbrauchsmaterial, Enzyme und Software

Bakterienstamme
Bakterienstamm Referenz/Herkunft
Xanthomonas campestris pv. campestris B100 Hotte @t (1990)
Escherichia coli S17-1 Simon edl. (1983)
Escherichia coli DH5a Bethesda Research Laboratories
Plasmide
Plasmid Relevante Eigenschaft Referenz
pK19mobZ)HMB Km', lacZo, gusA, mob, Terminator Luo edl. (2005)
pK18mobGilI Km, lacZo, gusA Katzen etal. (1999)

Oligonukleotide Gene-SOEing

Zielgen Bezeichnung Sequenz 5537

xcc-b100-4306 3431J 5'Tgg gTC AAgQC TTT CCA gTg ggo@yg TCT
34327 5°ACT ACg Cgg ATC CTC ggT gCC Tgg TgC ggC ggA CCg AT
3-343 5°gCA CCg Agg ATC CgC gTA gTg ACg ATT CgC gCC AAg gBg
4-343 5°CCT ggA ATT CgC TAC gCC TgC CTg CAC AAC

xcc-b100_4342 1-345 5°gCT gAA gCT TgC gCT gCT CCg @igT AgT

(rbsR) 2-345 5°AgC CAC ggg ATC CTg ATg Cgg Cgg CgT gAT gCg gggV 1A
3-345 5°CgC ATC Agg ATC CCg Tgg CTC ATC gCACTggCC ggT TTCg
4-345 5°gCT CgA ATT CCT CTg CTg CTg ACC ggA CAC

xcc-b100_0785  1-0603 5°gCg CAA gCT TTC ACg CgC TgA GGA TCT
2-0603 5ACT Acg Cgg ATC CAg CCA Cgg CgT ggC CTg CAT CAGATA
0603 3J 5°CgT ggC Tgg ATC CgC gTA gTA gCg ACg CCT ACg AIC AA
0603 4 J 5 TgC CgC gAA TTC TgC CTg CgC Cgg TTT CAT CC
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xcc-b100_1019  1-0801 5°gCC gAA gCT TgC ACA CCg gCA TCA GIT
2-0801 5 TAC TgC ggg ATC CTC ggT gCC ACC CgC ACC CgC Atg TCT T
3-0801 5’gCA CCg Agg ATC CCg CAg TAA CCA TCT ggC CCg AACAC
4-0801 5°CgC gAA TTC Cgg TTC CAg CAC gCT gAT TCC
xcc-b100_0841 1-0653 5°CgT gAA gCT TTg gTg gCC ggg §gT CCT
(suxR) 2-0653 5°ACT AgC ggg ATC CAg CCA CgC CTT gCg gTggCg gTagcT
3-0653 5°CgT ggC Tgg ATC CCg CTA gTA CCg CgT gCC gCA ggATCA
4-0653 5gCg TgA ATT CgT gCg CgA CAT gCC ACC gAC CA
xcc-b100_1971 1551 1 k 5°CgC ggA AgC TTg gTg CAg gACTGCT ggT T
15512s 5"ACC TAC Agg ATC CgT Cgg CCg CgA TAC CgT ggC AARgpy
1551 3s 5°gCC gAC ggA TCC TgT Agg TgA Cgg CAT CCg CCA AGTT
1551 4 k 5°CgC ggC gAA TTC TAC gTC gCg TTC TCg gAg gT
xcc-b100 1703  13241s 5°"CgC CAA gCT TTg CCg TCg gg&AJA ATg
1324 2s 5°gCT gCA Tgg ATC CgT CAC gCC Tgg Cgg gTg TCC TT@G A
13243 s 5°gCg TgA Cgg ATC CAT gCA gCg ACC AgC AgT ggCgQJAA C
1324 4 s 5°CgT gCg AAT TCC ATg Cgg gCA TgA CgC AgA C
xcc-b100_1803  14061s 5'gCg TgA AgC TTg gCg CAg @8F gAT gTg g
1406 2 s 5CgT CAg Cgg ATC CAT gCA gCg ACC gTT CCC gCT COW T
1406 3s 5°gCT gCA Tgg ATC CgC TgA CgC CCg CAg gAC ggC TAQ@&
1406 4s 5°gCC gCg AAT TCT gCA gCg ACg AAC ggg ATAC
xcc-b100_0167  1-0115 5'CTC gAA gCT TgC TaC gAg CAC ggCThg
2-0115 5ACT AgC ggg ATC CAg CCA Cgg CAT CAg CgC CTC gAC OTT
3-0115 5°CgT ggC Tgg ATC CCg CTA gTC gCg CCg gCATCA ACATCC
4-0115 5°CgC TgA ATT CCC gCA TCg gCg ACg AAC Agg
xcc-b100 2232 1813 1s 5gCg gCA AgC TTC ATg AgC CAC GTL TgA C
(rpoN2) 18132s 5°TgT CAg Agg ATC CCg TCg CCT gCC AgC Agg gCg TAg TCg
18133s 5°ggC gAC ggg ATC CTC TgA CAg ggC ggg ATA AgGRACT A
18134 s 5°gCA Cgg AAT TCA gCC CAC CAT CAC CgC CATC

Oligonukleotide Plasmidintegration

Zielgen Bezeichnung Sequenz 553
xcc-b100_1358 1050 1 5°gCC Tgg AAT TCg CCC ggC TCC AgACAT CgT T
(rpoN1) 1050 2 5°AgC gTg TAC Agg TgA gCA CTT Cgg CCT CgT
xce-b100_1710 3-S3 1331 5°TCg gCC TgA ACA AgC gTg Ag
(ihfA) 4-S3 1331 5"CgA gCC TgC AgC CTC CAC CCg TTC CTT gRAg

xce-b100_1711  1-S2 1332 5°ggC CgA ATT CCg ggC AgT AAT CgC gAg CTA
2-S2 1332 5°gCC ACT gCA gAg CTC CAT gCg CAC CTgCT
xce-b100_2513  5-S4 2513 5Tgg gCg AgC Tgg AAT TCg Ag
2513 BsrGl  5°CgT gTg TAC ATC CAT CCg CAC gCC CAAT
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Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz 553

M13 uni (-43)
M13 rev (-49)

Konstruierte Plasmide

5°Agg gTT TTC CCAgTC ACgACg TT 3
5'gAg Cgg ATA ACA ATT TCA CAC Agg 3’

Bezeichnung

Eigenschaft Referenz

pK18mobGIlhAxcc-b100 1803

pK18mobGIAsuxR

pK18mobGIlhAxcc-b100_0785

pK18mobGIlhAxcc-b100 4306

pK18mobGIhAxcc-b100_0167

pK18mobGIlhAxcc-b100 1703

pK18mobGIAxcc-b100_1971

pK18mobGIArbsR

pK18mobGIlhAxcc-b100 1019

pK18mobGIArpoN2

pK19mobZXHMB::ihfA

pK19mobZXHMB::xcc-b100 2513

BsrGI-EcoRI Fragment der Kodierregion xcc-Bachelorarbeit
b100_ 1803 J. Nikolaidis
enthalt ein 2-kb EcoRI-BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1128 bis 2019 relativ zu TSS
enthalt ein 2-kb EcoRI-BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1123 bis 1970 relativ zu TSS

enthdlt ein 2,1-kkEcoRI-BamHI-Hindlll  diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1170 bis 2092 relativ zu TSS
enthalt ein 2-kb EcoRI-BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1184 bis 1841 relativ zu TSS
enthalt ein 1,1-kb EcoRI-BamHI-Hindlll  diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1126 bis 2029 relativ zu TSS
enthalt ein 1-kb EcoRI-BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1071 bis 1949 relativ zu TSS

Pstl-EcoRI Fragment mit einer Deletion inBachelorarbeit
der Kodierregion xcc-b100_ 1803 J. Nikolaidis
enthalt ein 2-kb EcoRI-BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1141 bis 1871 relativ zu TSS
enthalt ein 2-kb EcoRI-BamHI-Hindlll diese Arbeit
Fragment der Kodierregion von Nukleotid

1141 bis 1871 relativ zu TSS
enthalt ein 0,27 kiPstl-EcoR| Fragment aus diese Arbeit
der Kodierregion von Nukleotid 16 bis 280
enthalt ein 0,4 kbPstl-BsrGl Fragment aus diese Arbeit
der Kodierregion von Nukleotid 1571 bis

1931 relativ zu TSS
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pK19mobZXHMB::xcc-b100 1711 enthalt ein 0,3 Kstl-EcoRI Fragment aus diese Arbeit

pK19mobZXHMB ::rpoN1

der Kodierregion von Nukleotid 11 bis 311

relativ zu TSS

Enthalt ein 0,5 kiiccoRI-BsrGl Fragment aus diese Arbeit
der Kodierregion von Nukleotid 1007 bis

1500 relativ zu TSS

Konstruierte Stamme

Bezeichnung Eigenschaft Referenz
XccB10xce-b100_4306 Markerfreie Deletion in xcc-b100_4Z08° diese Arbeit
XccB10xce-b100_1803 Markerfreie Deletion in xcc-b100_1808 J. Nikolaidis

XceB1OsuxR Markerfreie DeletionsuxR Snfi(xcc-b100_0841) diese Arbeit
XceB10A xce-b100_0785 Markerfreie Deletion xcc-b100_078%S diese Arbeit
XceB10A xce-b100_1019 Markerfreie Deletion xcc-b100_100§°'S diese Arbeit
XceB10 xcec-b100_0167 Markerfreie Deletion xcc-b100_0161°S diese Arbeit
XceB10A xce-b100_1703 Markerfreie Deletion xcc-b100_1768'S diese Arbeit

XceB10ArbsR Markerfreie Deletion imbsR Sn (xcc-b100_4342) J. Nikolaidis
XccB10Mxce-b100_1971 Markerfreie Deletion in xcc-b100_1Sf diese Arbeit

XccB100:pK1MihfA PlasmidintegratiorhfA Snft + KmR ‘(xcc-b100_1019) diese Arbeit
XccB100:pK1dxcec-b100_1711  Plasmidintegration xcc-b100_171F $m® diese Arbeit
XccB100:pK19xce-b100 2513  Plasmidintegration xcc-b100_251% $(mR diese Arbeit
XccB10MrpoN2 Markerfreie Deletion inrpoN2 (xcc-b100_1711) Sk diese Arbeit

XccB100::pK192rpoN1
XccB10MA rpoN2::pK19QrpoN1

PlasmidintegrationpoN1 Snft + Km® (xcc-b100_1358) diese Arbeit
Doppelmutante: markerfreie Deletion impoN2 (xcc- diese Arbeit
b100_1711) und Plasmidintegration xcc-b100_1358

rpoN1 Snf + Km®

Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien/Verbrauchsmaterial Hersteller/Bezugsqube

2-Mercaptoethanol

B- Mercaptoethanol

Aceton
Agarose
Agar

Agarose

Ammoniumchlorid

Roth

Sigma
Roth

Life technologies
Invitrogen

Peqglab
Merck
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Chemikalien/Verbrauchsmaterial

Hersteller/Bezugsqube

Ammoniumcarbonat
Ammoniumhydrogencarbonat

Antibiotika Serva

Borsaure

BSA

BPB (Bromphenolblau)
Brenztraubensaure

CaCl}, - 2H,0 Calciumchlorid
Ca-Panthothenat/ Panthothenséure
Casaminoacids

Casein (hydrolysiert)

Dialyse Slide-A-Lyzer MINI Einheiten
DNA Langenmarker
Dimethylformamid DMF

dNTPs

EDTA Titriplex
Essigsaure

Ethidiumbromid
Einwegkivetten
Ethanol

FeCk - 6HO (Eisen(lll)chlorid)
FeSQ

Formaldehyd 37% (v/v)
Fructose

Glucose

Glycin

Glycerin
Harnstoff

Hefeextrakt

Merck
Fluka

Antibiotika Serva
Merck

Sigma
Serva Electrophoresis GmbH
Fluka
Merck
Sigma
DIFCO Laboratories

Merk

Thermo Sciéiat

MBBL Dr. Bartling GMBH
Merck
PeglLab

Merck
Roth

Serva
Brand, Sarstedt
Roth

Merck
Merck
Roth
Serva
Merck

Bio Rad
Merck

Merck

Oxoid LTD
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Chemikalien/Verbrauchsmaterial

Hersteller/Bezugsqube

IPTG

lodacetamid

Kalium-Acetat

Kanamycin

K,HPO, (Dikaliumhydrogenphosphat)
KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)
KNO; Kaliumnitrat

Kristallviolett

LB

L-Cystein HCI

Natriumhydroxid

(NH4).SO,

Magnesium- Acetat
Malzextrakt
MgCl, - 6HO (Magnesiumchlorid)

MgSQ, - 7HO (Magnesiumsulfat)

Microcon YM30 Filter

Methanol

Mikrotiterplatte

Na-Acetat

Na,CO; (Natriumcarbonat)

NaCl (Natriumchlorid)

NaHP O, (Natriumdihydrogenphosphat)
NaOH

NH4Cl (Ammoniumchlorid)
Nitrozelluloseacetatfilter 0,2um

Parafilm
PCR ReaktionsgefalRe
Pepton

Roth
Sigma
Merck
Serva
Merck
Merck
Merck
Sigma
Invitrogen
Merck
Merck
Merck

Merck
Fluka
Merck

Merck

Millipore
Roth

Greiner Labortechnik
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sartorius AG

Pechiney Plastic Packaging
Biozym, Starlab
Difco
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Chemikalien/Verbrauchsmaterial

Hersteller/Bezugsqube

Petrischalen
PE-Ro6hrchen (12 und 50 ml)

Phenotype Micro Array Kohlenstoffverwertung

Reaktionsgefalie 1,5 ml
Reaktionsgefalie 1,5 ml RNAse frei
Salzsaure

Schwefelsaure p.a.

SDS (Sodium Dodecylsulfat)

Sterilfilter

Starke Ioslich
Streptomycin
Silbernitrat AQNQ
Thiamin
Thioharnstoff
Thiosulfat

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Greiner
Greiner, Sarstedt

Biolog

Brand, Sarstedt
Eppendorf
Roth
Roth

Serva ElectrophoresidBm

Whatman

Merck

Serva Electrophoresis GmbH
Merck
Sigma

Merck
Merck

MP Biomedicals

Triton X-100 Sigma

Trypton Oxoid LTD

X-Gal Roth

Xylose Merck

Zinkchlorid Merck
Enzyme

Enzyme und Proteine

Hersteller/Bezugsquelle

BioScript Reverse Transkriptase
Phusion DNA Polymerase und Puffer
Restriktionsendonukleasen- und Puffer

RNAse freie DNase

RNAseOUT rekombinanter RNAse-Inhibitor

T4 DNA Ligase und Puffer

Tag-Polymerase

Bioline
Finnzymes
New EnglaintaBs, Fermentas
Qiagen
Invitrogen
Fermentas

Peqglab
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Verwendete Kits

Kit Hersteller

CyScribé" GFX Purification Kit GE Healthcare
Microcon Centrifugal Filter Devices Millipore

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

RNeasy Mini Kit Qiagen

Biolog Phenotype Array PM1 Biolog

Software

Programm Verwendung/ Referenz

EMMA 2.4 Centrum fur Biotechnologie Programm zur Microarray-Datenauswertung,
Universitéat Bielefeld Dondrup etal. 2003

GenDB Centrum flir BiotechnologieGenomdatenbank,

Universitat Bielefeld Meyer etal. 2003

Genesis 1.6Institut fur Genomik undProgramm zur Clusteranalyse,

Bioinformatik, TU Graz, Sturn etal. 2002

ImaGene 6.0Biodiscovery Inc. Programm zur Microarray-Datenaeung

Dialign Alignments, Morgensteret al., 2004

Clone Manager, Scientific & Oligonukleotid Design

Educational Software

Office 2002 Programmpaket zur Bearbeitung von Tabellen,
Grafiken und Word-Dokumenten,

Microsoft

C.1.2 Nahrmedien und Zusatze

Bioreaktor Medium

Glukose Monohydrat 10-20°Y-|
Ko,HPO, 1gt
MgSO, * 7H,0 0,15 gt
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CaClh 0,01 g+t

ZnClI2 0,0033 gi
H3BO3 0,003 gl
FeCk 0,001 gt
NH.CI 1,6 gt

(Kolben mit M9 Minimalmedium 0,5% (w/v) Glukose, Bioreaktor 10 g Glucose, 13l
Bioreaktor 20 gt Glukose)

M9 Minimal Medium

Losung A
0,5 % (w/v) Glucose in 873 ml mehrfach deionisierid/asser (KO MilliQ)

LOsung B

85g-I* NaHPO,

30g* KH,PO,
59 NaCl

10 g-I* NH,CI

LOsung C
1M MgSQ,

LOosung D
0,1 M CacC}

LOsung E
2 % (wiv) Casaminoacids

Alle Losungen werden einzeln autoklaviert und valgf zusammengegeben:

Losung A + 100 ml Lésung B + 1 ml Losung C + 1mbklég D + 25 ml Lésung E

Malzextrakt-Medium
11 g-I' Glukose

5 g-I* Pepton

3 g-I* Malzextrakt

3 g-I* Hefeextrakt

TY- Medium
5 g-I* Trypton
3 g-I* Hefeextrakt
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0,7 g-1* CaCb

LB(G)

10 g-I* Trypton

5 g-I* NaCl

3 g-I* Hefeextrakt
(1 g-I* Glukose)

R2A Medium

0,5 g-I* Pepton

0,5 g-I* Casaminoacids
0,5 g-1* Hefeextrakt

0,5 g-1* Glukose

0,5 g-I* 16sliche Starke

0,3 g-I* K.HPO,

0,05 gt MgSQy- 7H,0

0,3 g-I* Brenztraubenséaure
15 g-I' Agar

pH Wert 7,2 £ 0,2 bei 25°C

Bromfieldplatten

400 mg-1 Trypton
100 mg-T Hefeextrakt
67 mg-1* CaCb

3 g-I* Agar

Medienzusatze

Zusatz Konzentration
Streptomycin 800 mg-
Kanamycin 50 mg
X-Gluc 50- 80 mgt
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C.1.3 Lo6sungen und Puffer

Bioreaktor-Kultivierung
2M NaOH

4% (v/v) HCI

0,75% (w/v) KCI

Restriktionsspaltung
TAM-Spaltungspuffer (10x)
660 mM Ka-Acetat
100 mM Mg-Acetat (214,46 g/ mol)
330 mM Tris
5mMDTT
1 mg- mi* BSA

pH 7,9 mit Essigsaure einstellen

sterilfiltrieren

10x TAM-Spaltungspuffer (10ml)
0,65 g Ka-Acetat
0,21 g Mg-Acetat
0,4 g Tris
0,0077 g DTT
10 mg BSA

pH 7,9 mit Essigsaure einstellen

sterilfiltrieren

Agarose- Gelelektrophorese

Agaroselésung 1% (w/v)

1 g Agarose
100 ml TA-Puffer

Tris- Acetat Puffer (TA)
40 mM Tris- HCI
10 mM Na- Acetat
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1 mM EDTA
pH 7,8

DNA- Ladepuffer

50 % (v/v) Glycerin in TA- Puffer
1 mMEDTA

2 mg- mt* Bromphenolblau BpB

Ethidiumbromid- Farbeldsung:
1 mg- I* Ethidiumbromid

Transformation und Konjugation
100 mM IPTG in HO
20 mM X-Gal in DMF

Lésungen fur die Xanthan-Quantifizierung tiber Monosaccharid-Bestimmung

H,SOW/L-Cystein-HCL
auf Eis stellen, abkihlen
+ 70 mg L-Cystein-HCI
86 ml LSOy 95-97% (v/v)
14 ml H,O

Lésungen fur den Biofilm-Test
1% (w/v) Kristallviolett

Lésungen fur Microarray-Analyse

50 x dNTP-Stammlésung (4:1 aa-dUTP/dTTP):

25 mM dATP

25 mM dCTP

25 mM dGTP

5mMdTTP

20 mM Aminoallyl-dUTP (aa-dUTP
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Waschpuffer 1
250 ml H20MP

250pl Triton X-100
5 min bei 80 °C, danach auf Raumtemperatur (RTialga lassen

Waschpuffer 2
500 ml H20MP

50 ul 32 % (v/v) HCI

Waschpuffer 3
225 ml H20MP

Blocking-Puffer

150 ml H20MP

40 pl 32 % (v/v) HCI, 50 °C

+50 ml 4 x Nexterion Block E (Schott)
25 ml 1 M KCI

Methoden C

C.2.1 Bakterienkultivierung und -anzucht
C.2.1.1 Bakterienkonservierung in einer Glycerinkulur

Von einer in TY-Medium uber Nacht (,u0/N-Kultur*) b&80°C inkubierten Kultur tberfihrt
man 1,5 ml in ein Eppendorfgefal3 und zentrifugenin bei 8000 rpm. Das Zellpellet wird
in 500 ul TY-Medium resuspendiert und auf einer TY-FestrmatiAgarplatte ausgestrichen

und wiederum im Brutschrank bei 30° C inkubiertr Dalbe Bakterienrasen wird steril in
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500 pl TY-Medium und 500ul Glycerin aufgenommen und bei —80° C gelagert. &uns
dieser Kultur neu anzuimpfen, reichen 10D Probe verteilt auf einer Petrischale mit

Festmedium aus.

C.2.1.2 Bakterienanzucht im Flissigmedium

Xanthomonas campestris pv. campestris B100 wird in Erlenmeyerkolben angemo Das
Flissigvolumen betragt ¥4 des Kolbenvolumens. Angéiwerden die Kolben mit vorher
kultivierten 10 ml ,,i/N-Kulturen® in Selektivmediur(Streptomycin 80th-mrl). Inokuliert

wurde, wenn nicht anders angegeben mit einer St&@Dsgonm von 0,02. Die
Wachstumsparameter im orbitalen Schuttelinkubagtralgen 30°C und 180 rpm.

C.2.2 Konstruktion der markerfreien Deletionsmutarten mittels ,gene-Splicing by

Overlap Extensions (gene SOEing)“ und Plasmidintegtionsmutagenese

C.2.2.1 ,gene SOEing" zur markerfrien Deletion

Zur Konstruktion der Deletionsmutanten in dem WjdttammXanthomonas campestris pv.
campestris B100 wurde die Methode des ,gene SOBEuegivendet. In einer ersten PCR
werden hierzu die stromaufwarts und stromabwéaaskierenden Sequenzbereiche des zu
deletierenden Gens amplifiziert. Zunachst desigah mie beiden dufReren Primer (forward-
Primer der stromabwarts und reverse-Primer demstudwarts gelegenen Sequenz) so, daf3
sie je eine Restriktionsschnittstelle in der Sequgenerieren, um das PCR-Produkt in den
Vektor klonieren zu kénnen. Die beiden inneren [Rrirhestehen aus je einer 20nt langen
~LAnnealing-Sequenz* die komplementar zu dem zu #m@renden DNA-Bereich ist und
einer 20nt langen ,Extension-Sequenz®, die komplere zu der jeweils anderen
~Extension* des inneren Primer ist. Dadurch besitzie PCR-Produkte eine 20bp lange
Uberlappungsregion, in die eine Restriktionsschtalie eingefiigt werden kann und die es in
einer PCR ermdglicht aus den beiden einzelnen Aikgtéen ein fusioniertes PCR-Produkt
herzustellen. In der ersten Amplifikationsrunde ®hveitere Zugabe der Primer dienen sich

dabei die beiden Amplifikate gegenseitig als Prinmgd erzeugen so die gewiinschte Matrize,
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die dann nach Zugabe der beiden &uf3eren Primer ifasepl wird. Die
Restriktionsschnittstelle innerhalb der ,Extensiodgent zum Beispiel dem Einfligen einer
Antibiotika-Kasette.

. ]
Primer3 Zu deletierende
X koplementar Region
Primerl \. 5 Uberhinge
—
_ ..............................
_ ..............................
Primer 2‘—\ C—
Primer 4
koplementar
5" Uberhénge

Zwei separate PC
Produkt3-4

Produktl-2

l FusionsPCF 3

Deletionsprodukt

Abb.C.1: Schema zur Deletion der Gene mittels,gene-SOEing“ und den vier Primern zur
Konstruktion der Deletionsmutanten (nach lannelli tnd Pozzi, 2004).Primer 2 und 3 tragen
komplementare 5°-Extensions, die es ermoglichen Aleplifikate in einer weiteren PCR zu
fusionieren.

Die PCR-Produkte wurden in den Xanthomonas nicht replizierbaren Vektor pK18mobGilI

kloniert und dieses Plasmid durch Konjugation Bueoli S17-1 in den Wildtyp mobilisiert.

Nach Selektion auf die Streptomycin-Resistenz (Widcesistenz) und die durch den Vektor
vermittelte Kanamycin-Resistenz sollte das Plasnmd den Transkonjuganten durch
Einfachrekombination gngle cross over) im Chromosom integriert vorliegen. Diese
Transkonjuganten wurden in TY-Flussigmedium ohneibAotikum angezogen und auf mit
dem Cyclohexylammoniumsalz der 5-Bromo-4-Chlora8elyl-Beta-D-Glucuronséure (X-

gluc) supplementierten TY-Platten mit dem Ziel kigtrt, den nicht integrierten Vektoranteil
zu verlieren. Aus den Kulturen kdnnen Einzelkoloniesoliert werden, die keine R3-
Glucuronidase (GUS) Aktivitdt und Kanamycin-Resigteaufweisen und somit den

Vektoranteil verloren haben.
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C.2.2.2 Plasmidintegrationsmutagense

Bei der Plasmidintegrations-Mutagenese wird ein DIRtAgment aus der Kodierregion des
zu deletierenden Gens mittels PCR amplifiziert imeinen inE. coli mobilisierbaren Vektor

kloniert. Durch Konjugation kann dieser Vektor nailec transferiert werden. Da die
verwendeten Vektoren in Xcc nicht repliziert werdé&@ann durch eine Selektion auf die
Vektor vermittelte Antibiotika- Resistenz Kanamy@uaf eine Integration des Vektors durch
ein einfaches homologes Rekombinationsereignis as Genom von Xcc selektioniert

werden. Die Integration des Vektors unterbricht daslgen und verursacht somit eine

e : Wildtyp
X <+

Z
|

A ——

Abb.C.2 Plasmidintegrations-Mutagenese Das zu mutierende Gen ist als offener Pfeil dstedk,
die Primer als schwarze, geschlossene Pfeile.Deirtfaches homologes cross-over integriert der

Vektor ins Genom und unterbricht dabei die Kodigiva des Gens

Plasmidintegrations-Mutante.

C.2.2.3 Polymerasenkettenreakion (PCR)

Die Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) erlaubt denhMeis spezifischer DNA-Abschnitte
im Genom eines Organismus. Dazu bendtigt man gesadel Sequenzinformation, um zwei
Oligonukleotide (Primer) mit einer Lange von ca.R0kleotiden herzustellen, deren Enden
an dem zu amplifizierenden Fragment liegen. Destékén bendtigt man ein Template, die
vier Desoxynukleotide, eine DNA-Polymerase (z.B @aq vonThermophilus agaticus) und
einen Puffer, der Md-lonen als Cofaktor enthalt. Im ersten Schritt witds Template
zunachst denaturiert. Im nachsten Schritt erfolgtHtlbridisierung (,Annealing“) der Primer
an das nun einzelstrangige Template. Dies gescHiehteiner um ca. 5°C niedrigeren
Schmelztemperatur der Primer, da dies das effestat Ergebnis liefert. Beim

Temperaturoptimum der Tag-Polymerase von 72°C girftie Polymerisation. Durch einen
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nukleophilen Angriff des 3-OH Endes der Primer dvigin zur Matrize komplementérer
Strang synthetisiert. Dieser Zyklus wird 35-mal @aeholt, was eine exponentielle Zunahme
der nachzuweisenden DNA zur Folge hat.

PCR Ansatz:

X. campestris Zellysat : 1,0ul
10fach TA-Puffer: 5,0l
DMSO 4,d
dNTPs (10 nm): 210

Primer 1(0,25uM) :  1,0pl
Primer 2(0,25uM):  1,0pl
Taq, Thermolase: 2U
H,O (steril): = 50l

PCR Protokoll:

95°C 03:00 min,

95°C 01:00 min,

55°C 01:00 min,

72°C 02:00 min,

Zurtuck zu Stufe 2 (20 bis 35-mal),
72°C 7:00 min,

bei 8°C lagern.

Alternativ zum ,gene-SOEing" (Horton edl., 1989) und der dem Prinzip zu Grunde
liegenden Fusion der Einzel-PCR-Fragmente in diingien Fusions-PCR, wurde fur einige
Gene jedes Fragment nacheinander in den Vektoliegktoader die Plasmidintegration als
Mutagenese gewahlt.

C.2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem ,PlasmidDNA Purification Kit* von
Macherey-Nagel (Duren)

Plasmid-DNA au<t. coli-Suspensionskulturen wurden mit dem Nucleospinrfith«it der

Firma Macherey-Nagel (Diren) isoliert. Es wurdea diitgelieferten Puffer und Lésungen
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des Herstellers benutzt. Die Aufreinigung der PldsBiNA erfolgt hierbei prinzipiell durch

Bindung an eine Kieselgelmatrix in Spinséulchen.

« 1-5 ml einer ii./N.-Kultur 30 sek bei 110§&entrifugieren, den Uberstand méglichst
komplett verwerfen.

* Pellet vollstandig in 250 ul Puffer A1 durch krg#ts Vortexen resuspendieren.

* Zugabe von 250 ul Puffer A2, 6-8 mal invertiereaiflesfalls vortexen)
(Puffer A2 evtl. einige Minuten bei 30-40°C erwamend gut schutteln).

» Inkubation von maximal 5 min bei RT.

* Zugabe von 300 ul Puffer A3, 6-8 mal invertiererifiesfalls vortexen).

e Zentrifugation fur 5-10 min bei 110@Pbei RT.

« Die Nucleo Spinsaulchen in ein 2 ml Sammelrohrcstesken und den Uberstand auf
die Saulchen geben. Zentrifugation fur 1 min bedg.

 Das Eluat verwerfen und 600 pl Puffer A4 auf dieul8&en geben, erneutes
zentrifugieren fur 1 min bei 110@D

* Das Eluat verwerfen und die Saulchen durch erngetgrifugation fir 2 min bei
11000g trocknen.

* Die Saulchen in ein 1,5 ml Mikrozentrifugationsréimen stecken und 50 ul Puffer AE
zugeben. Inkubation fir 1 min bei RT und anschimelgéeZentrifugation fir 1 min bei
11000g (dieser Schritt kann wiederholt werden, um die AlisdMenge an Plasmid-

DNA zu steigern, die Konzentration sinkt jedoch).
C.2.2.5 Quantifizierung und Lagerung der Plasmid-DM
Um die Konzentration und Reinheit einer DNA-L6sungbestimmen, kann die Absorption
eines geeignet verdinnten Aliquots (20- bis 50fdof) 260 nm und 280 nm gemessen
werden. Eine Agr-Einheit entspricht dabei 503 DNA/mI. Die Konzentration berechnet sich

demnach wie folgt:

DNA-Konzentration fig-mi*) = Absorptiongy x 50 x Verdiinnungsfaktor
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C.2.2.6 Reinigung von PCR-Produkten

Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte mit Hitkes QI Aquick-spin PCR Purification Kits

(Qiagen). Die verwendeten Losungen stammen allelenmsKit.

* 5 Volumen Puffer PB zu 1 Volumen PCR-Reaktionsangaben.

* QIAquick Saule in 2 ml Sammelgefald einsetzen.

» Gemisch aus Puffer PB und Reaktionsansatz auf d@lideQjeben, 30-60 s bei 13000
rpm zentrifugieren (Bindung der DNA).

* Durchlauf verwerfen, Saule in selbes Sammelgeftdese

« zum Waschen 750ul Puffer PE auf die Saule geber6038 bei 13000 rpm
zentrifugieren.

* Durchlauf verwerfen, Saule in selbes Sammelgefafficksetzen und 1 min bei
13000 rpm zentrifugieren.

» Saule in neues Eppendorfgefald setzen.

* DNA mit 50 pl Puffer EB oder D von der Saule eluieren, dazu 1 min bei 13000 rpm
zentrifugieren (alternativ fur erhdhte DNA Konzeiton 30 pl Puffer direkt auf die

Membran der Saule geben, 1 min inkubieren und diamh min zentrifugieren).

C.2.2.7 Nachweis der PCR-Produkte mittels Agarose-€kelektrophorese

Plasmid-DNA, DNA-Fragmente und PCR-Produkte konirerAgarose-Gelen ihrer GroRRe
nach aufgetrennt und durch anschlieende FarbungEthidiumbromid und UV-Licht
Detektion sichtbar gemacht werden. Die Wandergesuahgkeit eines DNA-Fragments in
einem Gel ist umgekehrt proportional zum Logaritsmseines Molekulargewichts. Die
GroRRenbestimmung erfolgte durch einen Vergleichdait Laufstrecken der DNA-Fragmente
eines DNA-Langenstandards. Die angelegte Spannucigtetr sich nach GréfRe und
Agarosekonzentration des Gels und variiert zwis@@nnd 80 V. Die Laufdauer richtet sich
nach der Gro3e der zu trennenden DNA-Fragmentdiegidzwischen 30 min und 3 h.

» Taschenformer in den Geltrager positionieren uredadifgekochte Agaroselésung
in den Geltrager giel3en.

» Geltrager mit erstarrter Agarose in die Gelkamhagen und mit TA-Puffer

40



Material und Methoden

uberschichten.
» Den Taschenformer aus dem Gel ziehen und die DNiydh zusammen mit
DNA- Ladepuffer in die entstandenen Tasagbipettieren, anschlieRend Spannung
anlegen.
* Nach beendeter Elektrophorese das Agarosegel ausseédrager entfernen und
fir 1 bis 2 min in der Ethidiumbromid- Farbeling farben.
» Das Agarosegel wird fur 5 bis 10 min im WasserhatfBebt.
* Die gefarbten DNA-Banden werden unter UV-Bestraglsithtbar gemacht und

mit einer CCD-Kamera dokumentiert.

C.2.2.8 Restriktionsspaltung von DNA

Fur die jeweiligen Restriktionsenzyme idealen Pbkelingungen werden durch Zugabe von
10fach  konzentriertem  Restriktionspuffer  hergestell Wenn  die  jeweiligen
Restriktionsenzyme im selben Restriktionspuffer eddm kdnnen Doppel- und
Mehrfachspaltungen in der Regel gleichzeitig duettigrt werden. Ansonsten wird zwischen
den einzelnen Reaktionschritten der Spaltungspuféeh einer Ethanol-Féllung gewechselt.
Die Spaltung von Plasmid- bzw. Gesamt-DNA erfolgtim Empfehlung des Herstellers der

entsprechenden Restriktionsendonukleasen.

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 10 pl):
250 ng - 1 ug DNA

1 pl 10x Puffer

0,3-0,5 pl Enzym (2-5 U)

auf 10 pl HO bidest. auffillen.

* 1-2 h bei 37°C inkubieren.
* Zur Inaktivierung 20 min bei 65°C inkubieren undaduwiederholtes Einfrieren bei
-80 °C BamHI 80°C,Hindlll und EcoRI 65°C).

Ethanolféllung
« Zugabe vori/» Vol. 4M LiCl, zum DNA-Ansatz in Lésung.
e Zugabe von 3 Vol. an EtOH (LiglFallung, -20°C) grindlich mischen.
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* 30-60 min bei -20°C inkubieren.
e 20 min bei 13000 rpm bei RT zentrifugieren.
* EtOH quantitativ abziehen und Pellet bei 65°C tremk 5 min.

* DNA in gewilnschter Menge @ aufnehmen.

DNA-Fallung von Spaltungsansatzen

» X ul Vektor- Spaltungsansatz.

* X ul Insert-Spaltungsansatz.

Y5 Vol 4 M LiCl,

* 3 bis 4 Vol absolut EtOH (-20°C)

* 10 min bei -70°C

e 15 min bei 13000 rpm.

+ Uberstand abziehen und DNA bei 60°C trocknen (Brirf).

* In entsprechendem Vol B l6sen fur Ligation:
17,5 pul HO
2 ul Lig-Puffer
0, 5 ul Ligase

C.2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Gespaltene DNA-Fragmente mit kompatiblen Endennkaéndurch das Enzym T4-Ligase
miteinander verknupft werden. Dazu wird die zu dighde DNA in einem geeigneten

Verhaltnis gemischt: Vektor- und Insert-DNA sollteneinem Verhéltnis von 1:2 vorliegen.

Ligationsansatz (Gesamtvolumen 20 pl):
20 ng Vektor-DNA
X ng Insert-DNA (,sticky ends": 3-fache Stoffmender Vektor-DNA; ,blunt ends*: 5-fache

Stoffmenge)

2,0 pl 10x T4-Ligase-Puffer

1,0 ul T4-Ligase (1-2 U)

auf 20ul HO bidest. auffillen

Der Ligationsansatz wird fir mindestens 2-3 h bdi Rkubiert oder 0./N. in einem
Temperaturgradienten (20°6 14°C).
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C.2.2.10 Transformation

Durch Transformation kénnen kompeterite coli Zellen freie zirkulare Plasmid-DNA

aufnehmen. DieE. coli Zellen missen durch eine Ca®ehandlung kompetent gemacht

werden.

Herstellen kompetenter Zellek.(coli)

10 ml einer logarithmischek. coli-Kultur (O.D.600 = 0,6) 5 min. bei 6000rpm
abzentrifugieren.

Pellet in 100 mM CaGiLdsung (4°C) resuspendieren.

Inkubation bei 0°C fir 30 min.

5 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugieren.

Pellet in 1 ml 200mM Ca@GlLdsung (4°C) resuspendieren.

fur eine Lagerung kompetenter Zellen bei -70°C wardu 850 ul kompetenter Zellen

150 pl 87% (w/v) Glycerin zugegeben.

Transformation

200 pl kompetente Zellen werden mit 20-100 ngaletransformierenden Plasmid-
DNA vermischt, Ansatz 30 min auf Eis stehen lassen.

Hitzeschock: Ansatz 3 min bei 43°C im Wasserbadilngren.

Zugabe von 700 ul LBG Medium, vermischen.

Regenerieren der Zellen bei 37°C fur ca. 45 min.

Ausplattieren der Suspension in geeigneten Verdigen auf Selektionsmedium mit
IPTG und X-Gal (Blau-Weil3-Selektion)

Inkubation bei 37°C U./N.

C.2.2.11 Uberpriifung der eingebrachten Mutationen

Nach Transformation der Plasmide mit entsprechenkisert nache.coli DH5a werden die

Klone durch Blau-Weil3-Selektion auf Kanamycin-Satmksmedium isoliert. Nach erfolgter

Plasmidisolierung, Einfach- und MehrfachrestriktmB. mit den EndonucleasétoR| und

Hindlll werden die Plasmide mit korrekter Restriktionalyse sequenziert (one-shot, uni und

rev primer bei pUC Derivat). Durch Alignment ubdifte Plasmide werden zur
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Transformation nachE. coli S17-1 und Konjugation nackXanthomonas campestris

eingesetzt.

C.2.2.12 Konjugation

Der Transfer eines Plasmids von einer Donor- i &ezipientenzelle wird als Konjugation
bezeichnet. Voraussetzung fur die Konjugation sifdansferfunktionen und eine
Mobilisierungsregion rfob-Region). Plasmide, die nur Uber eim@mb-Region verflgen,
kénnen durch einen Donorstamm mobilisiert werdesar die Transferfunktionen zur
Verfiigung stellt. Ein solcher Donor i coli S17-1, der ein im Chromosom integriertes
RP4-Derivat tragt, das die Transferfunktion veretit(Simon etl., 1983).

« Mischen von 5-10Zellen logarithmischer Donorkultur mit 2% @ellen stationarer
Rezipientenkultur.

* Abzentrifugieren der Zellen bei 4000 rpm.

« Uberstand abgieRen und Zellen im Riicklauf resuspesmd

* Kreuzungsgemisch auf Nitrocellulosefilter (Poreriggd 0,45 um) auf LBG
Festmedium auftragen.

* Inkubation bei 30°C u./N.

* Abschwemmen der Kreuzungsfilter in 1 ml TY-FllUssegiium.

» VerdUnnungsreihe anlegen und auf Selektionsmedusplattieren.

* Inkubation bei 30°C.

Bakteriengattung 0.D4oo= 0,1 entspricht
E. coli 2 - 10 Zellen/ml
Xanthomonas campestris 10 Zellen/ml

C.2.2.13 Selektion auf homologe Rekombinationseraigse

Nach Selektion auf die Streptomycin-Resistenz (Wgdesistenz) und die Kanamycin-

Resistenz des Vektors sollte das Plasmid in den nskamjuganten durch
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Einfachrekombination gngle cross over) im Chromosom integriert vorliegen. Diese
Transkonjuganten werden in TY-Flussigmedium ohnébdetikum angezogen mit dem Ziel
den nicht integrierten Vektoranteil zu verliererduauf mit Cyclohexylammoniumsalz der 5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Beta-D-Glucuronsaure (X«@) supplementierten TY-Platten

kultiviert.

« TY Platten mit Streptomycin 800 pg-miind 50 pg-mt X-Gluc.
« Verdinnungsreihe: 10bis 108,

» Platten fur ca. eine Woche bei 4°C lagern big &arbverdnderung zu erkennen ist.

Aus den Kulturen konnten Einzelkolonien isoliert rden, die keine (-Glucuronidase-
Aktivitat und keine Kanamycin-Resistenz aufwieserd tsomit den Vektoranteil verloren
hatten. Die Zeitspanne von einer Woche bis zu ear&ennbaren Farbveranderung bei
Xanthomonas konnte an der Zellhtllkomposition liegen, die dsotnogenen Substanzen
erschwert diese Zellhille zu passieren.

Die korrekte Homogenotisierung wird mit aussenliegn Oligonukleotiden in einer PCR

und Uber die eingebrachte RestriktionsschnittsBdlaH| Gberpruft.

C.2.3 Xanthan-Quantifizierung tber Monosaccharid-EBstimmung

In zellfreiem Uberstand einer Xcc Kultur kann nabralyse mittels Saurehydrolyse der
Monosaccharidgehalt der Probe bestimmet werden. Me@nosaccharidgehalt ist direkt
proportional zu dem Xanthangehalt in der Probe wird im folgenden als Xanthangehalt

gleichgesetzt.

Zellen abzentrifugieren 20 min 8000 rpm

« 10- 20 ml Uberstand fir 4 Tage bei 4°C gegen MiWQsser dialysieren
(Dialyseschlauche MWCO 14000 Da). Wasser taglicbhseln.

« Kohlenhydratbestimmung im dialysierten Uberstandir (fuantitative Vergleiche
Volumenénderungen wahrend der Dialyse beachten)

« 100 pl dialysierter Uberstand + 2 mj$0y/L-Cystein-HCL, vortexen

» auf Eis stellen, 4 min bei 100°C, dann auf Eis duibdai
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* Probe kurz an RT anpassen und g.f2mgegen Blindprobe messen

» Kalibrierkurve mit Glukose-L6sungen bekannter Kantzation

Fur die Bioreaktor- Kultivierung wurde die Dialyse in Thermo Scientific Slide-A-Lyzer
MINI Dialyse Einheiten durchgefuhrt.

e 1,5 ml Zellkultur werden fur 5min. bei 13000 rpmi#ugiert
« 100 pl zellfreier Uberstand in ReaktionsgefaR iideegn und 48h gegen.@ MilliQ
bei 4°C dialysieren

* Als Kontrolle dient das im Bioreaktor benutzte Madi

C.2.4 Microarray-Technologie

C.2.4.1 RNA-Isolierung

o Zellpellet in 200 pl 20 mM Tris-HCI (pH 8, 0) reaendieren

« Zellsuspension in vorgekiihlte FastPROTE{NBLUE tubes (Q BlOgene) gefiillt mit
700 pl RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) urftMercaptoethanol (10 pl/ml
RLT-Puffer) tberfuhren

» Zellen werden im Ribolyser (Hybaid) 30 sek. beif&t,5 aufgeschlossen

* Inkubation fur 3 min. auf Eis

» Zentrifugation fur 3 min. bei 13000gund 4°C

« Uberstand in neue MinireaktionsgefaRRe tberfiihren

» Zentrifugation fur 3 min. bei 13000gund 4°C

« Uberstand in 12 ml PE- Rohrchen tiberfiihren unddgiis fache Volumen 98 % (v/v)
EtOH hinzugeben

e 700 pl auf RNeasy-Saule geben und Zentrifugatio@fisek. bei 13000 ¢

e Durchflul3 verwerfen und Saule in ein neues Auffaig tberfihren

e 500 ul RW1- Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) auédbaule geben

» Zentrifugation fur 30 sek. Bei 13000paind Durchfluf verwerfen

* 500 pl RPE-Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) auf @&aule geben
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Zentrifugation fur 30 sek. bei 1300apund Durchflufd verwerfen

500 pl RPE-Puffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen) auf @aule geben

Zentrifugation fur 30 sek. bei 13000pund Durchflul® verwerfen

Saulchen trocknen indem man fur 2 min. bei 130@&&ntrifugiert

Saule in ein neues Minireaktionsgefald Gberfihren

30 pl RNAse freies Wasser auf die Saule geben, A. #béi Raumtemperatur
inkubieren und dann 1 min. bei 1300Q eluieren

Eluation wiederholen

Mix aus 3 pl DNAse (RNase free DNase Set, Qiagewl) & ul RDD-Puffer (RNase
free DNase Set, Qiagen) zu 60 ul eluierter RNA tiiiiagen

Inkubation fiir 1 Stunde bei 30°C

Eluate selber Proben kdnnen nun zusammengefuhaiewer

zu 120 pul RNA werden 420 pl RLT-Puffer und 300 819 EtOH hinzugegeben

700 ul auf eine RNeasy-Saule geben und Zentrifagdtir 30 sek. bei 13000«
Durchflul? verwerfen

Vorgang wiederholen bis kompletter Mix aus RNA, REUffer und EtOH Uber die
Saule gegeben wurde

350 ul RW1-Puffer auf die Saule geben

Zentrifugation fur 30 sek. bei 1300Qyx

10 pl DNase in 70 pl RDD-Puffer auf jede Saule gehend 15 min. bei
Raumtemperatur inkubieren

350 pul RW1-Puffer auf die Saule geben und Zentafiog fir 30 sek. bei 13000
Durchflu3 verwerfen und Saule in ein neues Auffaig tberfihren

500 pl RPE-Puffer auf die Saule geben und Zentaifiog fir 30 sek. bei 13000g«
Durchflu3 verwerfen und 500 pl RPE-Puffer auf déil® geben

Zentrifugation fur 30 sek. bei 1300apund Durchflul® verwerfen

Saule in ein neues 1,5 ml Minireaktionsgefald Gl

50 pl RNase-freies Wasser auf die Saule geben umunl bei Raumtemperatur
inkubieren

Zentrifugation fur 1 min. bei 13000

RNA kann bei - 80°C gelagert werden
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Zur Kontrolle der Reinheit der RNA-Proben, kannsdieauf ein 1 % Agarosegel, dem ein
Tropfen Ethidiumbromid hinzugegeben wurde, aufggirawerden. Die Auftrennung erfolgt
bei 100 V fur 15 Minuten. Die RNA Konzentration @iam Spectrophotometer (NanoDrop
ND-1000) ermittelt, indem 1,2 ul der RNA-Probe aiggtzt wird. Neben der RNA-
Konzentration ist das Gerat in der Lage die Reintiei Probe zu bestimmen, indem neben
der Konzentration auch das Absorptionsverhaltn@2®8 (Organische Komponenten, > 1,8)
und 260/280 (Proteine, ~ 2,0) anzeigt wird.

C.2.4.2 Microcon Aufreinigung

* Fur jede RNA-Probe ein Microcon-Séaulchen préapanere

» Auffiullen der isolierten RNA auf ein Volumen von ®@l mit RNase freiem DEPC
behandeltem Wasser und auf die Microcon-Saulefiiiten

» Zentrifugation fur 8,5 min. bei 12000 rpm, so daf Bnde der Zentrifugation 10 -30
pl auf der Saule verbleiben

* Durchflufd verwerfen

» wenn notwendig (weniger als 10 pl auf der Saule¥sei erneut 10 pl auf die Saule
gegeben werden, 1 min. bei Raumtemperatur inkubiened anschlielend kurz
zentrifugieren

* Saulchen umdrehen und in ein neues Auffanggefafiiiiiven

* Eluation fir 1 min. bei 10000 rpm

Die RNA Konzentration wird wiederum am Spectropmaéber (NanoDrop ND-1000)

ermittelt, indem 1 pl der isolierten RNA-Probe aagtzt wurde.

C.2.4.3 Reverse Transkription der RNA

* 10 pg RNA-Probe werden mit RNasen freiem DEPC-bébliéem Wasser auf ein

Volumen von 18,8 ul aufgefullt

e 2 ul NH-Hexamere hinzugeben und fur 10 min. beiC7bBfkubieren

* 5 min. auf Eis inkubieren
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Wahrend die Proben auf Eis inkubieren, wird ein IMatd-Mix, bestehend aus folgenden

Komponenten, hergestellt:

» 5 x Bioscript Puffer 6 pl
* RNase Out 0,5 ul
» Bioscript 1,5 pul
» 25xdNTP’s 1,2 ul

* Proben kurz anzentrifugieren und 9, 2 pl des Nuldeldixes zu jeder Probe geben

* Inkubation fir 1 Stunde bei 42°S«cDNA Synthese)

e 15 ul 0, 2 M NaOH zu jeder Probe geben und fir i bei 70°C inkubieren

* Proben kurz anzentrifugieren und 15 ul 0, 2 M HClieder Probe geben, sofort 450
ul Capturebuffer hinzugeben und auf ein GFX- Sanclberfihren

» Zentrifugation fur 30 sek. bei 13000 rpm und Duaciilverwerfen

e 600 pl 80 % EtOH hinzugeben

o Zentrifugation fur 30 sek. bei 13000 rpm, Durchlaafwerfen

* Waschvorgang 3 x wiederholen

» Saulchen trocknen indem man 1 min. bei 13000 rpmirifegiert

* Saulchen in ein neues Minireaktionsgefald (brauejfiibren

e 60 pl Natriumbicarbonat ( 0, 1 M/ pH 9,0) auf diéu& geben, 5 min. bei
Raumtemperatur inkubieren und fir 1 min. bei 13G00 eluieren

» Kopplung oder Aufbewahrung der Proben bei - 20°C

C.2.4.4 Kopplung der Proben mit Fluoreszenz-Farbstiten

* Farbstoffe in 60 ul Eluat I6sen
e |nkubation fir 1-2 Stunden im Dunkeln

e 4,5 ul4 M Hydroxylamin hinzugeben und fur 15 mim.Dunkeln inkubieren

Die Proben wurden wiederum mit Hilfe des CyScltb&FX Purification Kits von den zuvor

verwendeten Reagenzien aufgereinigt:
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600 pl Capturebuffer zur Cy5 Probe geben, sofo8 Byobe aufnehmen und auf eine
GFX Séaule uberfuhren

Zentrifugation fur 30 sek. bei 13000 rpm und Duactilverwerfen

600 pl Washbuffer hinzugeben, Zentrifugation fur 8€k. bei 13000 rpm und
Durchlauf verwerfen

Waschvorgang 3 x wiederholen

Séule trocknen indem man fur 10 sek. bei 13000zentrifugiert

GFX Saule in ein neues Minireaktionsgefald (bradoeyfiihren

60 ul Elutionspuffer hinzugeben, fir 5 min. bei Raemperatur inkubieren und durch
Zentrifugation fur 1 min. bei 13000 rpm eluieren

Aufbewahrung der Proben bei - 20°C

C.2.4.5 Prozessierung der Nexterion Microarrays undatenanalyse

Fur die Hybridisierungen wurde der Xcc5kOli-Microay verwendet. Der Microarray besteht
aus 4518 50-70meren, 15 Stringenz Kontrollen, 12mMDNA Oligos sowie 5 Spiking

Kontrollen. Vor einer Hybridisierung miussen die #&ys prozessiert werden um freie Epoxy-

Gruppen zu blockieren:

Xcc5kOli-Arrays fur 5 min. bei Raumtemperatur vormén
Oligonukleotid-Microarrays in einem Plastikstang&zieren

Folgende Waschschritte durchfiihren:

5 min. bei Raumtemperatur in 250 ml Waschpufferaseten
2 min. bei Raumtemperatur in 250 ml Waschpufferageten
Wiederholen von Schritt 2

A

10 min. bei Raumtemperatur in 250 ml Waschpuffera8chen

Inkubation der Oligonukleotid-Microarrays fur 15 mmibei 50°C in 200 ml
vorgewarmtem Nexterion BlockE 4 x Blockingpuffer
1 min. bei Raumtemperatur in 250 ml ddHwaschen

Zentrifugation fur 3 min. bei 12000 rpm
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» Markierte cDNA-Probe in einem Vakuumkonzentratdrein Volumen von unter 10
ul einengen (ca. 15 min.)

* DIG Easy Hyb-L6sung (Roche) bis zu einem Volumen £60ul zur cDNA-Probe
geben

e 1,5 ul Lachsperma (fbg/ul) dazu geben

» cDNA-Probe bei 65°C flr 5 min inkubieren

* Xcc5kOLI-Microarray nach Herstellerangaben in d&4800 Hybridisierungsstation
(Tecan) plazieren

* Die Proben in die Hybridisierungskammern injizieterd fur 1,5 h bei 45 °C
inkubieren

o XcchkOLI-Microarray aus der Hybridisierungsstatimehmen und fir 1 min. in 2 x
SSC mit 0,2 % SDS (vorgewarmt auf 42 °C) waschen

* 1min.in 0,2 x SSC mit 0,1 % SDS bei RT wascheéssah Waschschritt wiederholen

* 1 min.in 0,2 X SSC waschen, diesen Waschschrétiarholen

* 1 min.in 0,05 x SSC (auf 18 °C vorgekuhlt) waschen

» XcchkOLI-Microarrays bei 1200 rpm fir 3 min. zefugieren

* Xcc5kOLI-Microarray mit LS Reloaded Microarray Scan (Tecan) scannen

Die Signalintensitdt und Hintergrundintensitat wirdittels der ImaGene 6.0 Software
(Biodiscovery Inc.) fur jeden Spot auf dem Arraytekdiert. Der log-Wert der Verhéltnisse

der Intensitaten, auch M-Wert genannt, wird dalaehrfolgender Formel berechnet:
Mi=log (R/G) | R=lchi-BGni | Gi=lcna-BGena

lcha undlehz = Intensitaten der Spots bei Anregung mit Lasex.lhaser 2
Bgchs und Bgnz = Hintergrundintensitaten der Spots bei Anregungl@aser 1 bzw. Laser 2

Ein M-Wert von 1 oder -1 entspricht einem zweifatHénterschied in der Intensitat der
Signale beider Kanéle zueinander. Die Intensid¢geSpots, auch A-Wert genannt, wird mit

folgender Formel berechnet:

Ai=logy(Ri -Gi)%® (Dudettal., 2002)
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Die Fehlerwahrscheinlichkeit einer falschen Detwkteines Gens wird mittels des p-Wertes
angegeben.. Differentiell exprimierte Gene werdarchl t-Test Statistik identifiziert (Dudoit
etal., 2002). Die Normalisierung der Daten nach Yang.ef2002) und die t-Statistik werden
mittels der EMMA 2.4 Software durchgefuhrt (www.géR.uni.bielefeld.de/EMMA/;
Dondrup et.al., 2003. Fir die Clusteranalysen ,k-means* und Hierardiesc Clustering
(HCK) wird die Software Genesis 1.6 verwendet. Barechnung der Distanzen wird der
Euklidische Algorithmus verwendet. Zur-rkeans” Clusteranalyse wurde die Clusteranzahl

auf 15 Cluster festgelegt. Die Berechnung wurdeSfiitterationen durchgefihrt.

C.2.5 Motilitatstests mit Bromfieldplatten

Nahragarplatten mit geringen Konzentrationen anrAganen zur Untersuchung der Motiliat
von Bakterien genutzt werden. Diese so genannteymfeldplatten enthalten weniger
Nahrstoffe und Agar im Vergleich zu herkémmlichega#platten. Bei den Bromfieldplatten
unterscheidet man je nach Agarkonzentration zwiscilwimming“- und ,Swarming“-
Platten. Die ,Swimming“- Platten haben eine Agarkemtration von 0,3% (w/v), wahrend
die ,Swarming-Platten” typischerweise Agarkonzetrzen von 0,6% (w/v) enthalten.

Zehn technische Replikate dienen zur reproduzierb&atengeneration, wobei darauf zu
achten ist, dal3 immer dieselbe Anzahl an Bakteeiégrz im selben Volumen auf die Platten

gegeben wird.

o 3ul einer 0./N- Kultur in Selektivmedium in die Mtder Platte pipettieren

* Inkubation fir 3-5 Tage bei 30°C

C.2.6 Biofilm-Test

Mittels eines semiquantitativen Tests zur Adhdaranzeiner abiotischen Kunstoffoberflache

durch Farbung mit Kristallviolett, Wasch- und Emitféschritten und anschlielRender

photometrischer Bestimmung bei Abs.R®5 wurde eine Quantifizierung der

Biofilmproduktion durchgefuhrt.
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» 10 ml Bakterien U/N- Kultur in selektivem Medium

* Animpfen von 5 ml M9-Medium, so dal3 eine optischehie von 0,1 erreicht wird
* 2 h bei 30°C auf einem Roller inkubieren

» Mikrotiterplatte mit 10Qul der Bakterienzellen fur 20 Stunden bei 30°C iriktdn
e 10ul 1% (w/v) Kristallviolett hinzugeben und 10 mireitRT inkubieren

» 4xmaliges Waschen der Mikrotiterplatte mit gdH

* Entfarbung erfolgt mit 150! EtOH p.a. bei 4°C

* Messung der Abs.595

C.2.7 Kohlenstoffverwertungs-Tests mit dem ,Phengfpe Microarray“ (Biolog)

Zur phanotypischen Charakterisierung der generiedatanten wurde die Verwertung von
95 verschiedenen Kohlenstoffquellen mittels desefiRitype Microarrays” der Firma Biolog

untersucht. Der Farbumsatz des Tetrazolium videtFormazan ist linear mit der Zeit und
unter physiologischen Bedingungen irreversibel. édakann die Reduktion des Farbstoffs

und die kolometrische Bestimmung als direktes Maf3Rkspiration der Zellen dienen.

* Wachstum der Zellen auf R2A-Agarplatten

* Resuspendieren der Zellen in 8 ml IF-0 Flissigkehuo.Dsgonm= 0,5)

* 20 ml IF-0- Farbstoff- Reagenz mit 4 ml IF-0- Baktasuspension vermischen

* Inokulieren der Platten mit 100ul/ well dieser Baign/ Farbstoffsuspension (zwei
biologische Replikate) und Inkubation der PMs @3

* Messen der Absorption bei 590nm bis kein weitesgbBEmschlag mehr erkennbar ist

R2A Agarplatten
8 ml IF-0*

Sﬁ — + zellen \ 24 ml IF-0-Dye+Zellen
+4 ml

AbS s90nm= 0,1

100ul/ well
IF-0- Dye**  + 20 ml
/
20 ml

Abb.C.3
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Abb.C.3: Schematischer Ablauf des Inokulations-Prozedere de Phenotype Microarray
Kohlenstoffverwertungs-Tests. Ausgehend vom Wachstum auf R2A-Agarplatten, windee8 ml
Inokulationskultur mit einer optischen Dichte vo @Absssonn hergestellt. Von dieser werden 4 ml
mit der Farbstoffreagenz vermischt und 100 pl oefewell der Kohlenstoffquellen-Mikrotiterplatte
gegeben. Der Farbumsatz ist linear mit der Zeitdiedt der Charakterisierung des Metabolismus der
Zelle. Von jedem Stamm werden zwei Replikate duediigrt. * IF-O= Inokulationsflussigkeit, ** IF-

0= Inokulationsfliissigkeit mit Farbstoffreagenz.

C.2.8 Bioreaktor-Inokulation und Kultivierung

Fur die Inokulation des Bioreaktors wurde das Rpintes ,,Up-scalens” verwendet. Aus einer
Glycerin-Kultur wurde eine 10 ml 0./N.-Kultur inefektivmedium inokoliert. Diese 10 ml
dienten der Inokulation einer 100 ml Schuittelkulinit dem in der Bioreaktorkultivierung
verwendetem Medium. Die Glukosekonzentration bet®sfo (w/v). Aus dieser Kultur
wurden 4 x 250ml Kolben inokuliert, die wiederumnzitAnimpfen des 4 I-Bioreaktor-
Vorkultur dienten, von der 2 |- in den 13 I[-Bioréak Uberfihrt wurden. Die
Glukosekonzentration der 4 I-Kultivierung betrugg:0* respektive 20 gl Glukose im 13 I-

Bioreaktor.

Fur die 13 I-Kultivierung wurde Leitungswasser bhund 5 ml Antifoam-Mittel wurde vor

der Inokulation hinzugegeben. Der pH-Wert wurdectufugabe von 4% (v/v) HCI und 2M
NaOH wahrend der Kultivierung konstant bei 7,0 +Rghtrolliert. Weitere Parameter sind
pO, > 35% reguliert Uber den kaskadischen Ruhrer mgraitMinimum von 400 rpm. Der
Druck wurde konstant bei 0,2 bar, der Airflow beimin® gehalten. Die Kultivierung

wurde bei 28°C durchgefuhrt.

Die Probenentnahme wurde in kleine und grof3e Prabé&srteilt. Die kleinen Proben dienen
der Glukose-, Acetat-, Lebendzellzahl-, optischeichi2, Xanthan- und Trockenmasse-
Bestimmung. Diese Proben wurden mindestens alteStienden tber die Kultivierungsdauer

isoliert.

Die grofRen Proben dienen der Transkriptom-Analyie. wurden gleichmafig Uber den
Verlauf der Kultivierung isoliert, indem die Zellidnie in 50 ml-PE-R6hrchen gefillt wurde
und fur 3 min. bei 13000 rpm zentrifugiert wurdee Dsolierten Proben wurden sofort in
fliussigem Stickstoff gelagert und nach mind. 5 ntiei -80°C. Bei zu starker Viskositat der

Zellbriihe wurde mit 0,75% (w/v) Natriumchlorid vérmht. Bei Ubergangen von einer
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Wachstumsphase in eine andere, wurden mindestenBniben mit einem zeitlichen Abstand

von exakt einer Stunde isoliert.

Kleine Proben:

* 4 x 1,5 ml Zellbrihe in autoklavierten, gewogeneikigreaktionsgefal3en bei 5 min.

13000 rpm zentrifugieren
« Uberstand bei -20°C fiir Dialyse, Glukose- und Ac8@stimmung lagern
» Pellet bei 65°C trocknen und fir Trockengewichtgeie

+ Uberstand dient zur Messung der @ghm Lebendzellzahl durch Ausplattieren auf
TY-Platten Sm800

Proben zur RNA-Isolierung:
* 50 ml Zellbrihe bei 13000 rpm bei RT fur 3 min. Zéagieren
» Pellet sofort fir mind. 5 min. in flussigen Stiak#t dann bei -80°C lagern

» Evtl. Verdinnung mit 0,75 % (w/v) NaCl
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D.1 Diskontinuierliche batch-Bioreaktor Kultivieru ng von Xcc in

13 | Kulturvolumen

D.1.1 Probenentnahme und Bestimmung der Wachstumapameter der ersten

Kultivierung (erstes unabhéngiges biologisches Reafht)

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm Xcc B1®0rde, wie in Material und
Methoden beschrieben, ein 19 | Bio-Engineering &dtor mit einem Kulturvolumen von
13 | inokuliert und kultiviert. Neben den Transkam-Proben wurden auch Proben zur
Messung der optischen Dichte (Abs.580 der Xanthanbiosynthese, des Trockengewichts
und der Lebendzellzahl isoliert. Es wurden dreitkidrungen als unabhangige biologische
Replikate durchgefuhrt. Die Probentnahme erfolgtecld Zentrifugation der Zellbrihe fir 3
min. bei 13000 rpm, um die Zellen von dem Mediumtramnen. Bei steigender Viskositéat
der Zellbriihe aufgrund der hohen Xanthanprodukziom Ende der Kultivierung wurde die
Zellbrihe mit 1% KCI (w/v) verdinnt werden. Die Bem wurden nach der Zentrifugation in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Aufiigung bei -80°C gelagert.

In den Ubergadngen von den einzelnen Wachstumsphassinander wurden jeweils
mindestens vier Proben in einem Abstand von exhksdliert. Ebenso wurden 2h nach der
Inokulation und in der Mitte der exponentiellen Wsitimsphase Proben isoliert. Die
Isolierung von mehreren stationdren Proben veriniadie Viskositat der Zellbriihe, da eine
ausreichende Sauerstoffversorgung und DurchmisckdendZellbriihe in diesem Bioreaktor
mit dessen Ruhrer nicht moglich war. Zudem ware nében einem Propeller-Ruhrer, der
eine effektivere Durchmischung gewaébhrleistet, aach Hochdruck-Bioreaktor von Vorteil
gewesen. Der hier angelegte Druck von 0,2 bar idttnvergleichbar mit den industriell
genutzten Bioreaktoren, die einen Druck von bisl@ubar ermdglichen. Diese mangelnde
Durchmischung der Zellbriihe verhindert nicht zuletch 70h Kultivierungsdauer sogar eine
gleichmafiige Temperatur, da sich im Bioreaktor an 8chikanen eine mehrere cm-dicke

Xanthanschicht bildet. Der pH-Wert kann dementdpead in den letzten Stunden der
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Kultivierung nicht mehr konstant bei pH 7 gehaligarden, unter Umstanden auch durch
eventuelle Xanthan-Absetzungen an der Sonde. Diesddem besteht flir samtliche Sonden
im Bioreaktor wie z.B. der Sauerstoff-Sonde. Aussdn Griinden ist eine langere
Kultivierung in der stationdren Wachstumsphaseaesam Bioreaktor auf3erst problematisch.

In Abbildung D.1.A ist die Probenentnahme zur Tkaiptom-Analyse Uber die gesamte

Dauer der ersten Kultivierung (erstes biologisdReplikat) gezeigt. Man sieht dal3 die Probe
der mittleren lag-Phase zeitlich zu nah am Ubergamgxponentiellen Phase liegt.

A
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Abb.D.1 Die aufgenommenen Wachstumsparameter des ersteliolngischen Replikats (A) Die
Uber die Dauer der Kultivierung isolierten Probem Zranskriptom-Analyse mittels Microarray-
Technologie. (B) Parameter der ersten Kultivierunge optische Dichte (Absorptiggnn,
Lebendzellen und Trockenmasse und Rihrerdrehz@i,ymd pCQ-Konzentrationen. (C) Xanthan-
Bestimmung nach Saurehydrolyse iiber Monosacchérédigen dialysierten Uberstand und optische
Dichte der Zellbriihe (Absgonn)-
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Die in Abbildung D.1.B gezeigten optische Dichté&b$ssonm)-Werte, Lebendzellen- und
Trockenmasse-Daten korrelieren gut miteinanderdén lag-Phase kommt es zu keiner
signifikanten Zunahme an Trockenmasse oder Lebdedzewvdhrend in der Mitte der
exponentiellen Phase beide Parameter stark zunehenRuhrerdrehzahl dargestellt in
Abbildung D.1.B (rot) steigt am Ende der expondigiie Phase beim Ubergang in die
stationdre Phase kaskadisch bis zu einem Maximun680 rpm, um die p&Konzentration
von mindestens 35 % in der Zellbrihe aufrechtzehaltDie Xanthan-Produktion
(Abb.D.1.C) liegt bei dieser Kultivierung bei einévtaximum von 8 g. Die Produktivitat

im Vergleich zu den anderen Kultivierungen ist mbé€lle D.1. dargestellt.

D.1.2 Probenentnahme und Bestimmung der Wachstumparameter der zweiten

Kultivierung (zweites unabhangiges biologisches Régat)

Im Vergleich zur ersten Kultivierung ist die Probaemahme der mittleren lag-Phasen Probe
bei dieser Kultivierung zeitlich naher in der Mitleeser Phase gelegen. Die Probe liegt exakt
in der Mitte der Phase (vgl. Abb. D.2.A und D.1.An Ubergang zur stationaren Phase

wurden funf Proben mit einem Abstand von 1h isoliexd in der stationdren Phase insgesamt
drei Proben, wobei die erste Probe der station&fachstumsphase zeitlich noch sehr nah an

der Ubergangsphase liegt (2h Abstand zur letztesrdgimgsprobe).

A
2h lag lag/log log log/stat  stat59h
Oh 60h
Abb.D.2.A
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Abb.D.2 Die aufgenommenen Wachstumsparameter des zweit&ilogischen Replikats (A) Die
Uber die Dauer der Kultivierung isolierten Probem Zranskriptom-Analyse mittels Microarray. (B)
Parameter der ersten Kultivierung, wie optischehBi{Abs.sgonn), Lebendzellen, Trockenmasse und
Ruhrerdrehzahl, p© und pCQ@-Konzentrationen. (C) Xanthan-Bestimmung nach S#uhelyse
uber Monosaccharidgehalt im dialysierten Uberstamdioptische Dichte (Abge.) der Zellbriihe.

Die weiteren Parameter, wie optische Dichte (&bsy, pPO- und pCQ-Konzentration
dieser Kultivierung sind in Abbildung D.2.B dargatit Auch hier korrelieren die optische
Dichte (Abssgonm)-Werte, Lebendzellen- und Trockenmasse-Daten mgiéinander. Die
Trockenmasse ist beim zweiten biologischen Repbkaas geringer (~9-g' zu ~8 g™, die
Lebendzellzahl liegt jedoch hoher. Die Xanthanpkabidun liegt auch bei dieser Kultivierung
bei 8 g-T-
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D.1.3

Kultivierung (drittes unabhangigs biologische Replkat)

Die Probentnahme dieser Kultivierung erfolgte wes den beiden anderen Kultivierungen
durch Zentrifugation der Zellbriihe fir 3 min. b&0D0 rpm, um die Zellen von dem Medium

zu trennen. Bei steigender Viskositat der Zellbranégrund der hohen Xanthanproduktion

Probenentnahme und Bestimmung der Wachstumparameter der dritten

zum Ende der Kultivierung muf3te die Zellbrihe nfb KCI (w/v) verdinnt werden. Die

Proben wurden nach der Zentrifugation sofort irsgljem Stickstoff eingefroren und bei -

80°C gelagert. Die Probenentnahme der lag-Phassbe Hiegt zeitlich etwas zu nah an dem

Ubergang zur exponentiellen Phase.

A

2h lag
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B
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Abb.D.3 Die aufgenommenen Wachstumsparameter des zweit&imlogischen Replikats (A) Die
Uber die Dauer der Kultivierung isolierten Probem Zranskriptom-Analyse mittels Microarray. (B)
Parameter der ersten Kultivierung, wie optischehBiqAbssgonn), Lebendzellen, Trockenmasse und
Ruhrergeschwindigkeit, pKonzentrationen. (C) Xanthan-Bestimmung mittelsir®&ydrolyse tber
Monosaccharidgehalt im dialysierten Uberstand ystisohe Dichte (Abssonn) der Zellbriihe.

Verglichen mit den anderen beiden Kultivierungessen sich bei dieser Kultivierung einige
Abweichungen feststellen. So wird lediglich eingigghe Dichte (Abssonm) von ~ 5 erreicht,
wéhrend die der anderen biologischen Replikateetvea 6-7 liegt (vgl. Abb. D.1.B, D.2.B
und D.3.B). Jedoch konnte in dieser Kultivierung aichnelleres Wachstum beobachtet
werden. Die optische Dichte (Absnm =3 wird in der dritten Kultivierung schon nachh36
erreicht, in den beiden anderen biologischen Rafdik erst nach 42h. Da die pO
Konzentration wahrend dieser Kultivierung auch hich diesem Mal3e sinkt wie bei den
anderen Replikaten, ist die Ruhrerdrehzahl deutgetinger, da der Sauerstoff nicht Uber die
Ruhrerdrehzahl eingetragen werden muf3 um den Gezhzvon 35% zu halten. Die
Xanthanproduktion liegt unterhalb der vorher etrga 8 g, namlich bei knapp 4,5 @
Der Vergleich der Produktivitaten aus den drei Kigtungen ist in Tabelle 3.1.1 dargestellt.

Tab.D.1: Xanthanproduktion in den drei Kultivierungen. Berechnungen nach in der Literatur
abgegebenen Formeln (Janalet1999; Rajeshwari ell., 1995).
Max. Xanthan Kultivierungsdauer  Xanthan-Ausbeute Produktivitat

(@) (h) (in %) (g-r*-h)
Kultivierung 1 7,79 56 38,9 0,139
Kultivierung 2 8,28 59 41,4 0,128
Kultivierung 3 4,35 55 21,7 0,079

Der maximale Wert der Xanthanproduktion liegt bem érsten beiden Kultivierungen nahezu
identisch bei ca. 8 ¢'I(Tab.D.1). Dementsprechend ergibt sich bei 23 Glukose eine
prozentuale Umwandlung von Glukose in Xanthan van40%. Auch die Produktivitat
(g-I*-h") beider Kultivierungen ist mit etwa 0,13 §i* vergleichbar. Etwas abweichend von
diesen Ergebnissen sind die des dritten RepliEatsvird nur 4,35 g Xanthan gebildet, was
bei einer Kultivierungsdauer von 55h in einer ggein Produktivitit von 0,079 g-h*
resultiert. Auch die prozentuale Ausbeute aus Gakeon 21,7% ist nahezu nur die Halfte

verglichen mit den Werten aus den anderen Kultivigen.
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Tab.D.2: Vergleich der Kultivierungsparameter der drei unabhdngigen biologischen
Kultivierungen. Angegeben sind die pCO2-Konzentrationen, die masa&ultivierungsdauer, die
erreichte optische Dichte (Akgnn), die maximale Xanthanmenge und die maximale Lébelizahl.

pCO, Dauer Optische Dichte Xanthan Lebend- EPS/

(%) (h) (Abs. sgonm) (g*1™ zellzahl Zellzahl
Replikat 1 0,35 56 7,37 6,85 1,74E+17 0,929
Replikat 2 0,27 59 6,57 6,58 2,5E+17 0,998
Replikat 3 n.a. 55 49 5,02 1,2E+15 1,024

Die Abweichungen in der optischen Dichte (Ab%m, und der Xanthanbiosynthese bei der
dritten Kultivierung betragen zum Mittelwert deriden anderen Kaultivierungen 30%
respektive 25%. Insgesamt wurden drei &hnlich auéeinde diskontinuierliche batch-
Kultivierungen in einem Bioreaktor durchgefiihrtedm folgenden in ihrem Transkriptom

durch Microarray-Technologie untersucht werden.

D.1.2 Transkriptomische Analyse der Kultivierunga im Bioreaktor

mittels Microarray-Technologie

D.1.21 Uberprufung der Microarray-Experimente durch ,Yellow-Experimente*

und ,Virtual-Slides”

Zur Uberprufung der Microarray-Daten wurden neb¥allpw-Experimenten®, bei denen die
Proben ein und desselben Zeitpunktes auf einemyAryéridisiert werden, auch ,Virtual
Slides" Kontrollen durchgefihrt. Hierzu werden diei einem Referenzdesign generierten
Emissionsbilder des Referenzkanals genutzt. Die s&onsbilder des jeweiligen
Referenzkanals werden in der Microarray-Auswerttfdgiware EMMA auf einem
virtuellen Slide tiberlagert und prozessiert, wae dlberpriifung auf Reproduzierbarkeit der
in der Zeitreihe eingesetzten Referenz ermdglichin Beispiel kann der Referenzkanal eines
frhen Zeitpunktes mit dem eines spaten Zeitpunkézglichen werden, oder aber auch die
Referenzkanéle aller drei Replikate untereinanddn beiden Kontrollen, sowohl des
»Yellow-Experiments®, als auch beim ,Virtual-Slide$ollten keine Gene als statistisch
signifikant exprimiert detektiert werden, da prakt die identischen Proben hybridisiert bzw.
analysiert werden.
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Tab.D.3:Anzahl der als statistisch signifikant differentiel exprimierten Gene in den ,Yellow-
Experimenten* und Referenzkanal-Vergleichen (,Virtual Slides*) der drei biologischen
Replikate. Angegeben ist jeweils die Zahl der als signifikexprimierten detektierten Gene.

Yellow- LVirtual Slide*: “Virtual Slide™:
Experiment lag + stat Zeitpunkte lag + log + stat Zeitpunkte
Replikat 1 0 0 5
Replikat 2 0 0 3
Replikat 3 0 8 1

Die ,Yellow-Experimente®, die fur jedes Replikatmdagefihrt wurden, fihrten in keiner der
Kontrollen zu statistisch signifikant differentiedkprimierten Genen. Bei jeder Kultivierung
wurde ein ,Yellow-Experiment* zu unterschiedlichezeitpunkten in drei technischen
Replikaten durchgefuhrt. Auch bei den ,Virtual-®lieKontrollen, bei der die Referenzkanale
Uberpruft werden, konnten beim Vergleich der frilmmal spaten Phase einer Kultivierung
keine statistisch signifikant differentiell exprienien Gene detektiert werden. Bei dem
Vergleich lag, log und stationarer Referenzkandleden fur die erste Kultivierung funf, fur
die zweite Kultivierung drei Gene und flr die driultivierung ein Gen detektiert, die alle
drei Kriterien erfullen (M <-1 und >1, A> 80,05).

Dies entspricht einer falsch-positiv Detektion \@002% in der ersten Kultivierung, 0,001 %
der Gene in der zweiten Kultivierung und 0,0002%en dritten Kultivierung. Verglichen mit
anderen Microarray-Experimenten liegt dies in detefanzgrenze (Serrania aft, 2008;
Huser efl., 2003; Riberg &l., 2003; Loos e#l., 2001).

Bei der dritten Kultivierung wurde eine hohere Anzaon acht Genen im Vergleich der
Referenzen t2h und t55h detektiert. Dies kann sdmsache auch in der Tatsache haben, dal3
zum Zeitpunkt t55h nur zwei technische Replikatedee Hybridisierung der Proben auf dem

Array zur Verfiigung standen.

D.1.2.2 Vergleich der Experimentkanéle und Referezkanale der drei
biologischen Replikate zum Zeitpunkt t2h

Um die Vergleichbarkeit der drei Kultivierungen éherprifen, wurden auf virtuellen Slides
die Experimentkandle und Referenzkandle des Zditputh aller drei Kultivierungen

analysiert. Alle Experiment- und Referenzkanale depunkts t2h der drei Kultivierungen
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wurden auf virtuellen Slides analysiert. Dies diedgr Untersuchung der intra- und

interspezifischen Varianz der Kanale und der Kidtingen.

Tab.D.4: Anzahl der als statistisch signifikant exprimierten detektierten Gene des
Referenzkanals bzw. Experimentkanals zum Zeitpunkt2h aller drei biologischer Replikate Auf
einem virtuellen Slide wurden die Referenzkanald Experimentkanale des jeweiligen Zeitpunkts
untersucht.

Referenzkanal t2h  Experimentkanal
aller Replikate t2h aller Replikate

Anzahl der als statistisch signifikant
_ _ o 218 41
differentiell exprimierten Gene

Betrachtet man die Ergebnisse der Virtual-Slidedgs® der Referenzkanale bzw. der
Experimentkanéle der drei Kultivierungen zum Zeitut2h, so a3t sich feststellen, dal3 die
Referenzen der drei Kultivierungen zu einer grofflefezahl an statistisch signifikant
differentiell exprimierten Genen fihrt als der Meigh der Experimentkanale zum Zeitpunkt
t2h. Die interspezifische Varianz der Transkript@ted ist zu diesem Zeitpunkt héher als die
intraspezifische Varianz innerhalb der einzelnempliRate. Zum Zeitpunkt t2h scheint die
Zusammensetzung des Referenzpools jeder Kultivierwariabler zu sein, als die

Experimentkanéle der Kultivierungen.

D.1.2.3 Betrachtung eines Zeitpunkts zum vorherigeZeitpunkt (Referenzdesign

versus Loopdesign)

Die Ergebnisse aus dem Experimentkanal-Vergleichrtéin zu der Uberlegung, das
Experimentdesign zu untersuchen. Eine weitere Mbgé&it ein Microarray-Experiment zu
designen ist die Verwendung des sogenannten Leapdestatt des Referenzdesigns. Dabei
wird die zu untersuchende Probe nicht gegen einermex Referenz auf dem Array
hybridisiert, sondern der vorherige Zeitpunkt alefd®enz genutzt, und somit die
Veranderung vom letzten Zeitpunkt zu dem aktudbleinachtet.

Als eine Abwandlung des Loopdesigns wurden die Expntkandle eines Zeitpunkts aus
dem Referenzdesign auf einem virtuellen Slide zm dexperimentkanal des vorherigen

Zeitpunkts analysiert. Fur die erste Kultivierungrgab die Analyse des t37h
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Experimentkanals (exponentielle Probe) gegen diber@e t24h (lag-Phase) eine Detektion

von 38 als statistisch signifikant differentiellpgimierten Genen.

) Ref ® ° o> .
t1 t2 PY) tx x <o 3

Abb.D.4: Schematische Darstellung des Referenzdesigns (A)dudes Loopdesigns (B) in einem
Microarray Experiment. Im Referenzdesign werden die einzelnen Zeitpurgdgen eine allen
gemeinsame Referenz untersucht, wahrend im Loogele Zeitpunkte gegeneinander untersucht
werden.

Tab.D.5: Anzahl der detektierten Gene aus dem Vergleich de&xperimentkanals zum
vorherigen Experimentkanals (,Loopdesign®) mit denen aus dem ReferenzdesignDie 38
detektierten Gene aus dem ,Loopdesign“ verglichendan 46 aus dem Referenzdesign und die
Uberschneidung der Gene aus beiden Pools.

Anzahl an Genen  Schnittmenge

Replikat 1: t-log Referenzdesign 46 .
Replikat 1: t-log ,Loopdesign® 38

Diese Methode des abgewandelten Loopdesigns fiibht rzu einer héheren Zahl an
statistisch signifikant differentiell exprimiert&aenen. Die Anzahl an Genen die mit beiden
Designs als statistisch signifikant differentietpeimiert detektiert werden liegt bei 22 Genen.
Da beim Loopdesign zwischen den Proben 10h Kuttivig liegen, sollte man eine hbhere
Anzahl erwarten, da beim Ubergang von der lag- ie dxponentielle Phase auf
transkriptomischer Ebene groRe Anderungen auftigienen. Daher scheint die Betrachtung
der Experimentkanale zum vorherigen Experimentkaicdit besser geeignet zu sein, als das

Referenzdesign.
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D.1.2.4 Betrachtung der Experimentkandle aller drebiologischer Replikate zu ein

und demselben Referenzkanal

Um die Variabilitat in den Referenzen zu analysiefegl. Ergebnisse Yellow- und Virtual-
Experimente) wurde eine identische Referenz fir deitpunkte aller drei biologischer
Replikate untersucht. Dazu wurde der Referenzkated Zeitpunkts t2h der ersten
Kultivierung gewéahlt und die Experimentkanédle depanentiellen Phase der ersten und

zweiten Kultivierungen auf einem virtuellen Slidetersucht.

Tab.D.6: Vergleich der Experimentkanale der exponentiellen Rase des ersten und zweiten
biologischen Replikats mit dem Referenzkanal des #ipunkts t2h der ersten Kultivierung.
Gezeigt sind die statistisch signifikant differefitiexprimierten Gene in den Zeitpunkten und die
Uberschneidung der Gene aus beiden Zeitpunkten.

Referenz Repl Anzahl an Genen Schnittmenge
Replikat 1 t-log 60 35
Replikat 2 t-log 450

Benutzt man einen Referenzkanal einer Kultiviertilrgdie Zeitpunkte der drei biologischen
Replikate, so detektiert man fur die Proben, dehthaus dieser Kultivierung stammen, eine
hohe Anzahl von 450 Genen, wahrend die Probergudiedieser Kultivierung stammen, keine
extremen Anderungen zeigen. Dies laRt vermutendéaReferenzen der drei Kultivierungen
starker voneinander abweichen, als zum BeispielEierimentkanéle untereinander, was

mit den vorherigen Analysen Gbereinstimmt.

D.1.25 fdr-Test flr alle Arrays eines Zeitpunktsder drei biologischen
Kultivierungen (Ein EMMA Experiment)

Es besteht die Mdglichkeit alle hybridisierten Aigsaeines Zeitpunkts der drei biologischen
Replikate zusammen zu betrachten. Fal3t man dievieuiingen zusammen, so wird der fdr-
Test zur Identifizierung der statistisch signifikadifferentiell exprimierten Gene im
Gegensatz zu der getrennten Betrachtungsweiseallbérrays der gemeinsamen Zeitpunkte
t-2h, t-log und t-stat durchgefuhrt.
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Tab.D.7: Anzahl der statistisch signifikant differentiell exprimierten Gene nach gemeinsamer
und getrennter fdr-Statistik flr die Arrays eines Zeitpunkts. Gemeinsamer fdr-Test in einem
EMMA-Experiment und getrennter fdr-Test fur die &ys in getrennten EMMA- Experimenten.

Ein EMMA Exp. Replikat 1 Replikat 2  Replikat 3

t-2h 62 260 239 250
t-log 6 46 22 46
t-stat 0 1 393 51

Die Tabelle zeigt, dal3 die gemeinsame fdr-Statistikr alle neun Arrays eines bestimmten
Zeitpunkts, mit insgesamt 27 technischen Replikatem einer geringeren Anzahl an
statistisch signifikant differentiell exprimiertébenen fuhrt, als die getrennte Statistik in drei
EMMA Experimenten. Aus den vorherigen Analysen, tl&ich schliel3en, dal3 die
Kultivierungen zu unterschiedlich sind, als dal3 ms@nin einer gemeinsamen fdr-Statistik

untersucht.

Im weiteren wurden fir die folgenden transkriptachesn Analysen der Zeitreihen-
Experimente jedes biologiosche Replikat fiir sichasat betrachtet. Fir jedes biologische
Replikat wurde als Referenz der Pool an RNA aus Bssbenentnahmezeitpunkten der
jeweiligen Kultivierung gewahlt und jede Probe aingeitpunktes gegen diese interne

Referenz hybridisiert.

D.1.2.6 Principal Component Analyse (PCA) der Expgémente

Die ,Principal Component Analyse® (PCA) ist ein Glarverfahren bei dem nach
gemeinsamen Mustern in den Daten gesucht wird gnsomit ermoéglicht, die Expression
jedes Gens oder eines Probenentnahme-Zeitpunkténatye Kombination dieser Muster

darzustellen.
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Abb.D.5 : ,Principal Component Analysis“ (PCA) der Probenentndame-Zeitpunkten der drei
biologischen Replikate auf Transkriptomebene Bei der graphischen Visualisierung der Daten
werden die ersten 3 principal components auf edingnsionales Koordinatensystem aufgetragen.
Die x—Achse entspricht der principal componentié,ye-Achse der principal component 2 und die z—
Achse der principal component 3. I: Probenentnaldmigpunkte des ersten biologischen Replikats
(Kultivierung 1), II: Probenentnahme-Zeitpunktes zweiten biologischen Replikats (Kultivierung 2)
Ill: Probenentnahme-Zeitpunktkes dritten biologischen Replikats (Kultivierung 3)

Die Probenentnahme-Zeitpunkties zweiten und dritten biologischen Replikats smdler
PC-Analyse naher als die Probenentnahme-Zeitpudddeersten biologischen Replikats. Da
die Probenentnahme-Zeitpunkte der biologischen ikaspl zwei und drei im
dreidimensionalen Raum einen geringen Abstand auder aufweisen, sind sie auch in
ihrem Transkriptionsprofil ahnlicher zueinander alsdem ersten biologischen Replikat, das
einen grolReren Abstand im dreidimensionalen Rauntezu beiden anderen biologischen
Replikaten aufweist. Gerade die lag-Phasen Proleenesten Kultivierung sind deutlich

separat im Koordinatenkreuz lokalisiert.
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D.1.2.7 Hierarchisches Clustering der Experimente

Hierarchisches Clustering wird nicht nur dazu gehuum Gene sondern auch um die
verschiedenen Probenentnahme-Zeitpunkte zu cludbexzu werden Cluster generiert, die in
einer hierarchischen Baumstruktur angeordnet siDte bei der hierarchischen Clustering
Methode entstehende Baumstruktur wird mit einem ddgramm visualisiert.

ermdglicht den Vergleich der Distanz der einzelRbasen.

Dies

Abb.D.6: Dendogramm desHCL der Probenentnahme-Zeitpunkte der drei Kultivierungen.

Berticksichtigt sind die Inokulums und alle Probénahme-Zeitpunktader drei Kultivierungen. |
erste Kultivierung, Il zweite Kultivierung, Ill dite Kultivierung.

Zwei grol3e Cluster E und F beinhalten die Subctustbis D. In Cluster A finden sich die
Probenentnahme-Zeitpunktier stationaren Wachstumsphase der Kultivierungesi znd
drei, wahrend Cluster D die der lag-Phase der bekddtivierungen enthalt. In den Clustern
B und C sind hauptsachlich die Probenentnahme-digkte der ersten Kultivierung
angeordnet. Wie in der ,Principal Component“-Analy&rdeutlicht, sind die Kultivierungen

zwei und drei auf transkriptomischer Ebene ahnlidueinander, als zu Kultivierung eins.
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Abb.D.7:Dendogramm deshierarchischen Clusterings der Probenentnahme-Zeitpnkte der drei

biologischen Replikate getrennt betrachtet(A) erste Kultivierung, (B) zweite Kultivierung, JC
dritte Kultivierung.
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Betrachtet man das Ergebnis des HCL der einzelndtivierungen, so ist am auffalligsten
die unterschiedliche Anordnung der Probe der expielieen Wachstumsphase. In allen
biologischen Replikaten bilden sich zwei Subclusterund 2. Wahrend in der ersten
Kultivierung, in Cluster 1 die lag- Phasen Probed das Inokulum zu finden sind, clustern
die der stationdren Phase in Cluster 2. Die Pravecgponentiellen Phase clustert mit den
Proben der stationaren Phase in Cluster 2.

Im zweiten biologischen Replikat 2 existieren zW@édister 1 und 2, die die Kultivierung zur
Mitte hin teilen. Wahrend die Proben aus der spéatationaren Wachstumsphase t54h, t50h
und t56h ein Subcluster innerhalb des zweiten €tss2 bilden, clustert die Probe der
exponentiellen Phase zusammen mit den lag-PhadeeriPiend die des Inokulums in dem
Cluster 1.

Im HCL Ergebnis des dritten biologischen Replikalgstert die Probe des Inokulums in
Cluster 2 und scheint eher der stationaren Waclsgithase zu entsprechen, als der lag-Phase.
Im Gegensatz zu den beiden ersten Kultivierungeie. Byobe der exponentiellen Phase
clustert zusammen mit den lag-Phase Proben in&llist

D.1.2.8 Gesamtanzahl an detektierten differentiekxprimierten Genen in den drei

biologischen Replikaten

Zur transkriptomischen Analyse des Genexpressiofispr wurde die Microarray-
Technologie mit dem Microarray Xcc5kOLI verwendetabei wurde als Referenz ein RNA-
Pool aller Zeitpunkte benutzt. Gegen diese Referemzde die RNA jedes einzelnen
Zeitpunkts auf einem Microarray hybridisiert. DieoPe des Inokulums wurde zwar
hybridisiert, ist aber nicht Bestandteil des Reiferools. Fir jeden Zeitpunkt wurden drei
technische Replikate durchgeftihrt. Abbildung D.Bjzeunachst die absolute Anzahl der als
statistisch signifikant differentiell exprimiert wdtierten Gene zu jedem Probenentnahme-

Zeitpunkt in den drei durchgefuhrten Kultivierungen

70



Ergebnisse

A B
Kultivierung 1 Kultivierung 2
300 450
2 o 400
‘E = Z”; 350 -
g g
.2 2004 2 300 —
£ E
g g 250 | |
S 10 3
g ‘% 200 4 ||
E 100 + é 150 4 | |
g S 1001
2 ;>
£ ol LN
LU L P PP FTEEEPRL LS SEII PP EELd LS e
Proben der Kultivierung «°
Proben der Kuitivierung
Kultivierung 3
C 300
8 > m Gesamtzahdn detektierten
é 200 differentiell exprimierten Genen
8 1m0 :
2 [ Induziert
$ 100
g w0 ] Reprimiert
£ o

ST ILPL PP IR ERLR S

\QO

Probender Kultivierung

Abb. D.8 Anzahl an als statistisch signifikant differentidl exprimiert detektierten Genen zu den
Zeitpunkten der Probenentnahme in den drei biologishen Replikaten (A) Erste Kultivierung,
(B) zweite Kultivierung, (C) dritte Kultivierung. |Bue Balken= Gesamtzahl an detektierten
differentiell exprimierten Genen, griine Balken=rmeyperte Gene, rote Balken= induzierte Gene.

Zunachst lait sich feststellen, dal’ die Verteildeg detektierten differentiell exprimierten
Gene in den drei Kultivierungen unterschiedlich /ahrend im ersten biologischen
Replikat (D.8.A) bei den ersten Zeitpunkten die sten Gene differentiell exprimiert sind
und man einen stetigen Rickgang in der Gesamteild@nskann, kommt es in der zweiten
Kultivierung (D.8.B) zu Beginn und Ende der Kulgwiing zu einer hohen Anzahl an
differentiell exprimierten Genen. Beim dritten loigischen Replikat sind zu Beginn der
Kultivierung die meisten Gene differentiell exprart, aber im weiteren Verlauf ist eine
konstante Zahl von etwa 50 Genen als differentetprimiert zu detektieren. Allen

Kultivierungen gleich ist die proportionale Ubem&gentation an reprimieren Gene im

Vergleich zu induzierten. Lediglich im zweiten lmgischen Replikat zum Zeitpunkt t2h
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findet sich eine identische Anzahl an reprimiertend induzierten Genen, wahrend bei der
dritten Kultivierung zum Zeitpunkt t2h eine groRémezahl an Genen induziert als reprimiert
ist.

D.1.2.9 Vergleich der statistisch signifikant deteierten differentiell exprimierten

Gene zu bestimmten Zeitpunkten aller drei biologiseer Replikate

Venn-Diagramme stellen eine gute Moglichkeit dae, differentiell exprimierten Gene und
deren Uberschneidung in den drei biologischen Refgn darzustellen. Dabei tauchen die
Gene in den Schnittflachen der Kreise auf, die @m dultivierungen tbereinstimmend
detektiert wurden. Zahlen in Kreisen ohne Ubersichumgy beziehen sich auf Gene die nur in
dem jeweiligen biologischen Replikat detektiert dem. Eine Null bedeutet dabei, dal? keine
Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt als differeinéeprimiert detektiert werden konnten.

Die untersuchten Zeitpunkte sind das Inokulum, ,t2fke exponentielle und die stationére

Wachstumsphase.
(A) Inokulum (B) t-2h (C) t-log (D¥tat
46
148 250 -
6 23 74 150 15 12 0 42

5 Lv 6 0
Erstes 205 8 89 Zweites Erstes 260 7 29 Erstes 46 7 22 Zyeites ErstcS 1 0 393 Zweites
Replikat Replikat repjikat Replikat Replikat pepjikat Replikat

Abb.D.9: Venn-Diagramme zum Vergleich der differentiell expimierten Gene die zu
bestimmten Zeitpunkten in allen drei biologischen Rplikaten detektiert werden konnten.Die
Anzahl der detektierten, statistisch signifikantffetientiell exprimierten Gene aller biologischer
Replikate zum Zeitpunkt t2h (B), exponentielle Wstdmsphase (tlog) (C) und stationare
Wachstumsphase (tstat.) (D). Der Zeitpunkt t-logh(Bzw. 37h) und t-stat (55h bzw. 59h). Zusatzlich
sind die Venn-Diagramme der zur Inokulation gereniztinokulums (A) gezeigt. Rot= erstes
biologisches Replikat, griin= zweites biologischepliRat, gelb= drittes biologisches Replikat.

In den drei Inokulums findet man eine Schnittmengm funf statistisch signifikant
differentiell exprimiert detektierten Genen. Waldanan zum Zeitpunkt t2h 57 Gene findet,
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die in allen drei Replikaten statistisch signifikatifferentiell exprimiert sind, findet man in
der exponentiellen Wachstumsphase noch sechs Gwobjn in der stationdren
Wachstumsphase keine Gene detektiert werden kgnulienin allen drei biologischen
Replikate differentiell exprimiert werden. Bei dées Zeitpunkt findet man zwischen Replikat
zwei und drei jedoch eine Schnittmenge von 42 Genen

Alle drei Inokulums wurden in der spat-exponengiell Phase, beim Ubergang in die
stationdre Phase in den 13 I-Bioreaktor Uberfiihut.diesem Zeitpunkt sind in allen drei
Inokulums Gene der oxidativen Detoxifikation stagprimiert. Diese GenahpCF kodieren
fur eine Alkyl-Hyperoxid-Reduktase, die in der Umwiung von reaktiven
Sauerstoffspezies, inklusive Superoxid-Anionen,oRiden und Hydroxyl Radikalen, die
beim aeroben Metabolismus entstehen involviert.shugh die vorcatB kodierte Katalase ist
bei der direkten Detoxifikation und beim Schutz veektiven Sauerstoffspezies beteiligt
(Loprasert etl., 1996; Demple, 1991).

Betrachtet man die Anzahl an statistisch signifikdifferentiell exprimiert detektierten
Genen zum Zeitpunkt t2h in allen drei biologisciraplikaten findet man eine héhere Anzahl
an Genen. Im ersten biologischen Replikat sind @éfAe differentiell exprimiert, im zweiten
239 und im dritten 250. Dementsprechend findet miale groRe Anzahl der Gene in den
Schnittmengen der drei Kultivierungen von 57. Vaesdn Genen sind 37 Gene als induziert
und 19 als reprimiert detektiert. Neben der Indwkttler Gene der oxidativen Detoxifikation
(ahpCF, oxyR, catB) wurden zum Zeitpunkt t2h weitere induzierte Gelex oxidativen
StreRantwort wiekatG, trxA, xthAl und ohr detektiert. Des Weiteren sind zwei GeaweB
und mexE, die Multidrug-Efflux-Proteine kodieren induziedpwie eine grof3e Anzahl an
ribosomalen Genen, die eine Induktion zeigen. Adprimiert detektiert sind Gene der
Aminosaurebiosynthese wieetE undilvC. metE kodiert eine S-Methyltransferase die in der
Methionin-Biosynthese involviert ist, wahrendvC eine Ketol-Acid-Reductoisomerase
kodiert, die zum einen in der Valin, Leucin undlémin Biosynthese, aber auch in der
Synthese von Vitaminen und Cofaktoren involviett is

Zum Zeitpunkt der exponentiellen Probenentnahmaetirman sechs Gene, die in allen drei
Kultivierungen statistisch signifikant reprimierhd. Das sind zum einen die Gene die fur die
Enzyme der oxidativen Detoxifikation kodieren, gehon im Inokulum und zum Zeitpunkt
t2h differentiell exprimiert wurderaipCF). Des Weiteren sind drei Gene mit unbekanntem
Genprodukt zu diesem Zeitpunkt reprimiert (xcc-bl@®B1, xcc-b100_ 2347, xcc-
b100_3585uptF)
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In der stationdren Wachstumsphase hingegen sindg&reiGene statistisch signifikant
differentiell exprimiert. Wéahrend in der zweiten Ikuerung 393 Gene detektiert werden
konnten, sind es in der dritten noch 51, und inatsten nur ein Gen. So ergibt sich fir die
Schnittmenge dieses Zeitpunkts kein Gen, das ianatlrei Kultivierungen statistisch
signifikant differentiell exprimiert ist. Die Schimenge der Gene die in den biologischen
Replikaten zwei und drei in der stationaren Phastektiert worden sind, betragt 42, wobei
bis auf ein Gen samtliche reprimiert sind. So zueispiel die Gene der schwefelhaltigen
Aminosaure-Biosyntheseysl, cysD und cysP (Methionin und Cystein). Weitere Aminosaure
Biosynthese Gene die als reprimiert detektiert warsindilvC, metY undtauD. Eine gro3ere
Anzahl an ribosomalen Genen von der Genompositmibd00 3436 bis xcc-b100 3460
sind ebenfalls reprimiert. Als einziges Gen ist-kd©0_ 3313 induziert, dessen Genprodukt

maoglicherweise eine Citrat-Synthase ist.

D.1.2.10 »Clusters of Orthologous Groups* (COG) destatistisch signifikant
differentiell exprimierten Gene zu bestimmten Zeitunkten der

Kultivierungen

Die Genprodukte der als statistisch signifikantfedéntiell exprimiert detektierten Gene
wurden nach ihrer Zugehorigkeit zu COG-Klassen @ntzal ihrer Prdsenz zu den
verschiedenen Zeitpunkten der drei Kultivierungangdstellt. Der Expressionsstatus und die
Anzahl der zugehorigen Gene ist durch einen rotelké® (induziert) oder grinen Balken
(reprimiert) fur die drei biologischen Replikate rglestellt. Die ersten beiden Balken
korrespondieren zum ersten biologischen Replikatfalgenden beiden Balken zum zweiten

biologischen Replikat und die letzten beiden Balkem dritten biologischen Replikat.

100
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Abb.D.10:Anzahl der statistisch signifikant differentiell exprimierten Genen zum Zeitpunkt t2h
der drei Kultivierungen und Zugehorigkeit der Genprodukte zu COG-Klassen Rote Balken
zeigen die Anzahl an induzierten Genen, grine Balde der reprimierten Gene in den drei
biologischen Replikaten zum Zeitpunkt t2h an. Etegt sind die Genprodukte in die COG-Klassen
.Information storage and processing“, ,Cellular ggeses and signaling"“, ,Metabolism“ und ,Poorly
characterized* (R+S+X).
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Abb.D.11: Anzahl der statistisch signifikant differentiell exprimierten Genen zum Zeitpunkte

der exponentiellen Phase der drei Kultivierungen ud Zugehdorigkeit der Genprodukte zu COG-
Klassen Rote Balken zeigen die Anzahl an induzierten @emglne Balken die der reprimierten
Gene in den drei biologischen Replikaten zum Zeikpei der exponentiellen Phase an. Eingeteilt sind
die Genprodukte in die COG-Klassen ,Informationrage and processing”, ,Cellular processes and
signaling®, ,Metabolism“ und ,Poorly characterize(R+S+X).
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Abb.D.12: Anzahl der statistisch signifikant differentiell exprimierten Genen zum Zeitpunkte
tstat der drei Kultivierungen und Zugehdrigkeit der Genprodukte zu COG-Klassen Rote Balken
zeigen die Anzahl an induzierten Genen, grine Balde der reprimierten Gene in den drei
biologischen Replikaten zum Zeitpunkte der statiendWachstumsphase an. Eingeteilt sind die
Genprodukte in die COG-Klassen ,Information storagel processing”, ,Cellular processes and
signaling®, ,Metabolism“ und ,Poorly characterize(R+S+X).

Zum Zeitpunkt t2h ist ein hoher Anteil der Genprkiduder statistisch signifikant differentiell
exprimierten Genen in der COG- Klasse ,Informatstorage and processing“ zu finden. Der
grof3te Teil dieser Gene ist induziert, dabei auichsomale Gene, die zum Zeitpunkt t2h als
induziert detektiert wurden. Die Gene deren Gengktal in die COG- Klasse ,Cellular
processes and signaling® und ,Metabolism“ einzuerdnsind, sind zum ersten
Probenentnahmepunkt t2h zum gro3ten Teil reprimiBie letzte Klasse der ,Poorly
characterized” (R+S+X) Genprodukte, enthalt Gereezdm gréi3ten Teil reprimiert sind und
zugleich die grofite Klasse darstellen. Zu etwa #88%dGene gibt es keine Klassifizierung der
Genprodukte in COG- Klassen, die verifiziert wer#ennten.

In der exponentiellen Phase ist nur eine geringeahAhan Genen statistisch signifikant
differentiell exprimiert. Dementsprechend ist ault@ Einteilung der Genprodukte in COG-
Klassen problematisch. Zu diesem Zeitpunkt sindhasten Gene reprimiert und die Anzahl
an induzierten Genen ist drastisch zuriickgeganDen Gruppe der ,Poorly characterized®
hat einen Anteil von fast 50%. Diese sind fast eligsi3lich reprimiert.

In der stationdren Phase verzeichnet man eine Zumam statistisch signifikant differentiell
exprimierten Genen. Es kommt zu einer starken Zomga&in Genen deren Genprodukte in der

Klasse ,Metabolism“einzuordnen sind und zum grof3teih reprimiert sind.
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COG-Klassen der Genprodukte der signifikant differentiell exprimierten Gene
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Abb.D.13: Prozentuale Verteilung der COG-Klassen an den stattisch signifikant differentiell
exprimierten Genen und deren Genprodukten zu bestimten Zeitpunkten der drei
Kultivierungen. Gezeigt sind hier die einzelnen COG-Gruppen @&G-Klassen ,Information
storage and processing®, ,Cellular processes aymhbing”, ,Metabolism” und ,Poorly characterized"
(R+S+X).

Zu dem Zeitpunkt t2h ist die Gruppe ,Translatiomosomal structure and biogenesis*
innerhalb der Klasse ,Information storage and psecw)” die mit dem hdchsten
prozentualen Anteil. In der Klasse ,Metabolism“ ds& Gruppe ,Inorganic ion transport” die
mit den meisten Proteinen. Zum Zeitpunkt der exptialen Phase sind nur wenige Gene als
differentiell exprimiert detektiert worden. Die re@n Gene die hier detektiert wurden
kodieren fur Genprodukte die zu der Klasse ,Inargdon Transport® zéhlen. Eine weitere
groBe Gruppe, deren Vertreter detektiert werdenntegnist die ,Posttranslational
modification, protein turnover, chaperones”, die der Klasse ,Cellular processes and

signaling” gehort. Zum Zeitpunkt der stationareragthist die gré3te Gruppe die ,Inorganic
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lon Transport”, vor der Gruppe ,Energy productiodaonversion“. Weitere Gruppen die zu
diesem Zeitpunkt vertreten sind sind ,Posttransteti modification, protein turnover,
chaperones” und ,Amino acid transport and metabtlisSomit sind die Klassen mit den
hdchsten prozentualen Anteilen zu diesem ZeitpdigkKlassen ,Metabolism* und ,Cellular

processes and signaling"”.

D.1.2.11 Darstellung des Transkriptomprofils durchAuftragung des M-Werts der
Gene gegen ihre Position im Genom

Eine geeignete Methode zur Darstellung des globdleanskriptionsprofils ist die der

Auftragung M-Wert gegen die Position des Gens imndde Dies ermdglicht die

Identifizierung von Genen, die benachbart im Gerokalisiert sind und eine koordinierte
Genexpression zeigen.

In den Kultivierungen konnten durch genompositi@ssérte Scatterplots funf Regionen
identifiziert werden, die eine koordinierte Expiiesszeigen. Im ersten biologischen Replikat
konnte derweil keine Genregion mit koordiniertempEessionsprofil identifiziert werden.

Zwei Regionen konnten in den Replikaten zwei urel dfentifiziert werden, wahrend zwei

Regionen nur im dritten Replikat gefunden werdemrike und eine Region lediglich in

Replikat zwei.

Tab.3.8:Genregionen die durch Scatterplots aufgetragen miGenomposition gegen M-Wert als
koordiniert exprimiert identifiziert werden konnten . Angegeben sind die GenDB-ldentifikations-
Nummern, wenn vorhanden der Genname der Gene iRetgon, die Funktion der Genprodukte, das
Zeitfenster in dem die Region koordiniert exprirhigird, der Status der Expression und das Replikat
in welchem die Region identifiziert wurde.

Koordiniert Gene in  Funktion der Zeitfenster Status Biologisches
exprimierte der Gene Replikat
Region Region
1384 bis 1389  fhuA2 TonB: t22h bis t26h  Reprimiert 2
Siderophore

3582 bis 3585  phuR TonB: Hemin  t22h bis t26h Reprimiert
t14h bis t21h

3517 bis 3519 ahpCF ROS t22h bis t26h  Reprimiert
oxyR detoxification  t14h bis t21h

w N W N
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Koordiniert Genein  Funktion der Zeitfenster Status Biologisches
exprimierte der Gene Replikat
Region Region
3440 bis 3460 rpl, rpm, Ribosomale  t43h bist55h  Reprimiert 3
rps Proteine
1946 bis 1948 cydA2B2 Cytochrome t43h bis t46h Induziert 3

1382 aobE 1384 1385 1386 1387 138{huA2 1390 1391 1392 sufD sufC sufB sufA

< @ da@E@ (J(< I

Abb.D.14: Genorganisation der Region xcc-b100 1384 bis xccdl 1389 die im Verlauf der
zweiten Kultivierung ein koordiniertes Expressionspofil zeigt. Diese Region wird in dem
Zeitfenster t22h bis t26h reprimiert. Alle detekten Gene sind grau unterlegt. Die weil3en Pfeile
zeigen die im Genom unmittelbar benachbart lolexdish Gene.

Zwei Regionen mit einem TonB-abhangigen Rezeptor, etide bei der Eisenaufnahme
involviert sind, konnten detektiert werden.

In einer weiteren detektierten Region sind die Geieeflr die Detoxifikationsenzyme von
Sauerstoff-Radikalen kodieren lokalisiert. Durche dProduktion von ROS werden

Detoxifikations-Enzyme gebildet, die folgende Reakén katalysieren:

Detoxifikation

20, +2H — H0, + O Superoxiddismutase
2H0, - 2H0+ 0O Katalase

H,0, + 2 GSH— GSSG + HO Gluthathion-Peroxidase
R-OOH + 2 H— ROH + HO Peroxidase

ROS Produktion
0O, — 027 — H,0, - HO" — H,0

Fenton Reaktion
FE* + H,0;, + H" — F€" + HO" + H,0
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Sauerstoff-Radikale unter anderem aus dem aerobmfw&chsel schadigen DNA, Fe-S-
Cluster, Thiolgruppen von Proteinen und Lipide vesrgeroxidiert. Inaktiviert werden sie
durch Superoxiddismutasen, Katalasen, Gluthathemmidasen und Peroxidasen. Die
Bakterienzelle hat verschiedene Sensoren um vedehe Redox-Signale zu Uberwachen.
Thiol-basierte Sensoren wie z.B. OxyR, ein Regulaker LysR-Familie der Peroxidstress
kontrolliert und als Tetramer in einer oxidiertendureduzierten Form in der Zelle vorliegt
und Fe-S-Cluster basierte Sensoren wie Sox, dierSujistrel3 regulieren.

Das im Genom benachbart zur detektierten Retyg&4 bis 1389okalisiertesuf-Operon wird
vom oxidierten OxyR reguliert, indem dessen Indwkttlurch Peroxid-Strel3 positiv reguliert
wird.

Des weiteren konnte die Reprimierung von ribosom&@enen in der stationdren Phase im
dritten biologischen Replikat detektiert werden. R&wmem konnte die Induktion von
Cytochrom bd-1 Oxidase Subunit | und Il kodierend&enen in der stationdren Phase des
dritten biologischen Replikats detektiert werden

D.1.2.12 Auffallige Genexpressionsprofile und dereheat-maps

Um die Veranderungen einiger Gene im Verlauf dettitierungen der drei biologischen

Replikate zu vergleichen, wurden flr einige Gens Hapressionsprofil mittels heatmaps
dargestellt.

D.1.2.12.1  Einige Gene der ,Oxidativen Phosphongrung” (nuo Gene)
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Gene name:nuokE
Gene name:nuok
Gene name:nuol
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Abb.D.15: Genexpressionsprofil dernuo-Gene der (A) ersten, (B) zweiten und (C) dritten

Kultivierung Uber den Verlauf der Kultivierungen . Hierarchisches Clustering und die heatmaps der
nuo-Gene.

Einige Gene der Oxidativen PhosphorylierungotGene), die eine NADH-Dehydrogenase
kodieren, zeigen in allen drei Kultivierungen eistérkere Induktion bis zu exponentiellen

Wachstumsphase und im Ubergang in die stationah¥tansphase eine Reprimierung.

D.1.2.12.2  Schwefelmetabolismus und Biosynthesa dehwefelhaltigen Aminosaure

Cystein

Die cys-Gene kodieren fur die Enzyme die als Sulfate Inggam ABC Transporter System

eine Rolle spielen. Zudem sind einige dgs-Gene in der Biosynthese der schwefelhaltigen
Aminosaure Cystein involviert.
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Abb.D.16: Genexpressionsprofil der cys-Gene der (A) ersten, (B) zweiten und (C) dritten

Kultivierung Uber den Verlauf der Kultivierungen . Hierarchisches Clustering und die heatmaps der
cys-Gene.

Die cys-Gene zeigen in den drei Kultivierungen ein sehdiéhes Expressionsprofil, indem

es zum Zeitpunkt t2h zu einer Reprimierung kommtjler lag-Phase bis zur exponentiellen
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Wachstumsphase zu einer Induktion der Gene, walesnd der stationaren Phase zu einer
deutlichen Reprimierung der Gene kommit.

D.1.2.12.3 ,Radical Oxygen Stress Response” (ROS)

Die StrefRantwort auf Sauerstoff-Radikale erfolgtder Zelle durch die Expression von
Genen, die Peroxidasen, Katalasen und Superoxidtisen kodieren.
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Abb.D.17:Genexpressionsprofil der ,Radical Oxygen Stress Rpense” Gene der (A) ersten, (B)

zweiten und (C) dritten Kultivierung tber den Verlauf der Kultivierungen. Hierarchisches
Clustering und die heatmaps der GahpCF, catB, oxyR undkatGE.
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In allen drei Kultivierungen sieht man eine stahk@uktion dieser Gene, wonach es zu allen
Zeitpunkten in den drei Kultivierungen zu einer Regerung dieser Gene kommt. Der
Regulator OxyR zeigt dasselbe Expressionsprofildieeder GenahpCF, catB undkatGE.

D.1.2.12.4  Einige fur die Eisen-Aufnahme-Proteinkodierenden Gene

Die GenephuR, fpvA, exbD und iroN kodieren fur Enzyme die tUber ein TonB-System die

Eisen-Aufnahme der Zelle bewerkstelligdpvA kodiert fiir einen Rezeptor der AuReren
Membran.
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Abb.D.18: Genexpressionsprofil einiger fur die Eisen Aufnahmeserantwortlichen Gene der (A)
ersten, (B) zweiten und (C) dritten Kultivierung Uber den Verlauf der Kultivierungen.
Hierarchisches Clustering und die heatmaps der @i fpvA, exbD, fur undiroN.

Die GenephuR, fpvA, exbD und iroN kodieren fur Enzyme die tUber ein TonB-System die
Eisen-Aufnahme der Zelle bewerkstelligdpvA kodiert fiir einen Rezeptor der AuReren
Membran und zeigt wahrend der lag-Phase eine sRekeimierung, wahrend es im Verlauf

der exponentiellen Phase hin zur stationdren Phassner Induktion dieses Gens kommt.

Ein sehr &hnliches Expressionsprofil zgagtiR und etwas abgeschwadchoN.

D.1.2.125 Gene degum-Clusters

Die fur die Xanthan-Biosynthese erforderlichen Geties gum-Clusters zeigen kein
eindeutiges und in allen drei Kultivierungen Ubeséimmendes Expressionsprofil. Zum
Zeitpunkt t2h sind fast alle Gene des Clustersimaprt. Gene die in der lag-Phase leicht

induziert werden sindjumCDN, wahrendgumlO in der stationaren Phase leicht induziert
werden.
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Abb.D.19: Genexpressionsprofil desgum-clusters der (A) ersten, (B) zweiten und (C) drittn
Kultivierung tiber den Verlauf der Kultivierungen . Hierarchisches Clustering und die heatmaps.

D.1.2.13 .K-means clustering” und Einteilung in Cd5-Klassen

Eine weitere Clustering-Methode ist das ,k-meansstering”, das ausgehend von einer
vorher definierten Anzahl an Clustern, Gene mitlidghen Expressionsprofilen Gber den

Verlauf der Kultivierung zu Gruppen zusammenfal3t.
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Abb.D.20: Ergebnis des ,k-means clusterings“ mit n=15 Cluster der ersten Kultivierung und

die Zusammensetzung ausgewabhlter Cluster untersclien nach der Prasenz der Genprodukte
in COG Klassen Fiur jedes Cluster ist die Veranderung des M-Websr iden Verlauf der drei
Kultivierungen gezeigt und die Anzahl der Gene @wgiligen Cluster. Die Kreisdiagramme zeigen
den prozentualen Anteil der jeweiligen Genprodukte COG-Klassen fir bestimmte Cluster. Eine
Ubersicht aller Gene in allen Clustern befindeh $in Anahng auf CD.

Von den 15 Clustern zeigen die Gene der Clusteruft@ 15 ein relativ &hnliches
Expressionsprofil, mit einer starken ReprimierungBeginn der Kultivierung und wahrend
der lag-Phase eine Induktion der Gene. Darunter Gene der Aminosaure-Biosynthese und
des Schwefel-Metabolismus.

Fur Cluster 12 ist die Zusammensetzung der Genfgtedn COG-Klassen gezeigt. Die Gene
dieses Clusters zeigen eine starke Induktion zuitpuekt t2h. Innerhalb dieses Clusters ist
die Gruppe der Genprodukte der ,Posttranslationaddification, protein turnover,
chaperones” mit 31% die grof3te. In diesem Clustelet man die Gene, die fir die Enzyme
der Sauerstoff-Radikalen-Detoxifikation kodiereruster 1 beinhaltet 393 Gene, die weder
ein bestimmtes Expressionsprofil, noch eine Anhé@gfinteressanter COG-Klassen zeigt,

was jedoch flr die meisten Cluster der ersten Welting zutrifft.
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Abb.D.21:Ergebnis des ,k-means clusterings” mit n=15 Cluster der zweiten Kultivierung und

die Zusammensetzung ausgewabhlter Cluster untersclien nach der Prasenz der Genprodukte
in COG Klassen Fur jedes Cluster ist die Veranderung des M-Websr iden Verlauf der drei
Kultivierungen gezeigt und die Anzahl der Gene @wgiligen Cluster. Die Kreisdiagramme zeigen
den prozentualen Anteil der jeweiligen Genprodukite COG-Klassen fir bestimmte Cluster. Eine
Ubersicht aller Gene in allen Clustern befindeh $im Anahng auf CD.

Bei der zweiten Kultivierung findet man zwischennd&enen der Cluster 9 und 13 ein
ahnliches Expressionsprofil, mit einer starken kiotun der Gene zum Zeitpunkt t2h und im
weiteren Verlauf der Kultivierung keine auffélligexpression der Gene. In diesen Cluster
befinden sich hauptsachlich ribosomale Gene, dieneGeler Sauerstoff-Radikalen-
Detoxifikation (ROS) und einige alternative ECFdypigmafaktoren, von denen die meisten
bei der StreRantwort der Zelle eine Rolle spiet@oH, rpoE2, rpoE6, rpoP, rpoH).

Die Gene der Cluster 10 und 15 zeigen eine stagggiRierung zum Zeitpunkt t2h, wahrend
der Kultivierung kein auffalliges Profil und in dejaweiligen letzten Zeitpunkt wieder eine
Reprimierung. Vornehmlich sind Gene der AminosaBiesynthese, die NADH-
Dehydrogenase kodierendemwo-Gene und einige Gene dgsm-Clusters gumDFH) in
diesem Cluster zu finden. Betrachtet man die Gaehykie der Gene dieses Clusters so sind
die meisten Mitglieder der Gruppe ,Energy productiand conversion“, ,Amino acid
transport and metabolism*“ und ,Inorganic ion trasrs@and metabolism®.

Die Gene des Clusters 4 zeigen im Expressionspgofé Induktion zum Zeitpunkt t2h, im
weiteren Verlauf der lag-Phase eine Reprimierund um der exponentiellen Phase eine
weitere deutliche Reprimierung. Die Genprodukte @uppe ,Translation, ribosomal

structure and biogenesis* sind mit 53% die am Ig&téin vertretenen.
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D.1.2.13.3

Expression Data

Drittes biologisches Replikat
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Abb.D.22: Ergebnis des ,k-means clusterings* mit n=15 Clustar der dritten Kultivierung und

die Zusammensetzung ausgewabhlter Cluster untersclien nach der Prasenz der Genprodukte
in COG Klassen Fur jedes Cluster ist die Veranderung des M-Wehltsr iden Verlauf der drei
Kultivierungen gezeigt und die Anzahl der Gene @wgiligen Cluster. Die Kreisdiagramme zeigen
den prozentualen Anteil der jeweiligen Genprodukte COG-Klassen fir bestimmte Cluster. Eine
Ubersicht aller Gene in allen Clustern befindeh $im Anahng auf CD.

In der dritten Kultivierung haben die Gene der et k-means-clustering” generierten

Cluster 11 und 15 ein ahnliches Expressionsprdis. kommt zu einer starken Induktion der
Gene zum Zeitpunkt t2h, wahrend der lag-Phase diegtM-Wert um Null, wonach es in der

exponentiellen Phase zu einer starken Reprimierdieger Gene kommt. Die meisten

Genprodukte des Clusters 15 gehdren in die COGyerypranslation, ribosomal structure

and biogenesis"”. 68% samtlicher Genprodukte Klassif sich in dieser Gruppe.

Weitere Cluster deren Gene ein &hnliches Expresgiofil aufweisen sind die Cluster 9 und
13. In Cluster 13 sind die mit 37% am haufigstertreeenen Genprodukte die der Gruppe

»lnorganic ion transport and metabolism*.
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D.2 Analyse der Genregulation des Kohlenhydratmabolismus

mittels Mutationsanalyse

D.2.1 Auswahl der Regulatoren zur Mutagenese und/achstum der generierten

Mutanten

Zu Beginn der Arbeiten wurde im Xcc B100 Genom naGlenen die potentielle
transkriptionelle Regulatoren des Kohlenhydratmatiamus kodieren gesucht. Dabei wurden
bereits annotierte Gene ausgewahlt, deren Genpi®dukKohlenhydrat-Metabolismus eine
Rolle spielen konnten, aber auch nach Genen, d&enprodukte noch nicht als
regulatorisches Element annotiert waren. Dazu wudideAnnotationssoftware GenDB und
deren integrierte Applikationen genutzt (Meyerakf 2003). Mit den integrierten Tools wie
Blast wurde nach Homologien in der DNA-Sequenz £iGBens und der Aminosauresequenz
des Genprodukts in anderen Genomen gesucht. IoterRirde genutzt, um nach
regulatorischen Motiven innerhalb des Gens zu suclas mit der DBD-Software validiert
wurde (Kummerfeld und Teichmann 2006). DBD idemidrt Transkriptionsfaktoren durch
Homologie-Vergleiche aufbauend auf einem ,Hiddenrikda Modell* (HMM), indem es
eine Transkriptionsfaktor Datenbank nutzt. Die Dhsnk umfal3te zum Zeitpunkt der
Analyse 150 sequenzierte Genome. Samtliche zur dduese ausgewahlten Gene wurden
mit DBD auf die Anwesenheit eines Sequenzmotivsigfep

Neben Regulatoren der Lacl-Familie wurden zwei ra#iBve Sigma-54-Faktoren, ein
Regulator der LysR-Familie und zwei Regulatorerredekodierenden Gene unmittelbar
upstream vor demgum-cluster lokalisiert ausgewahlt. Diese vor degum-Cluster
lokalisierten Gene kodieren fir eine Untereinhests dntegration-Host-Factors und einen
Regulator der MerR-Familie. Die zur Mutagenese awsgplten Gene sind aufgrund ihrer
Sequenzmotive als Regulatoren im Xcc B100 Genonotgerty ihre Spezifitdt ist in den
meisten Fallen jedoch unklar.

Neben den Kriterien der Prasenz von SequenzmotatgnDNA- und Aminoséureebene,
wurden die Gene zur Mutagenese abhangig von dealisakion von Genen upstream und
downstream des deletierten Gens gewahlt, die imldtshoff-Metabolismus eine Rolle
spielen konnte. So sind die deletierten Gene e@stroder downstream von Genen lokalisiert
die Monosaccharid-lsomerasen, oder Monosaccharnitk?oTonB-abhéangige Rezeptoren
kodieren oder allgemein nahe von Genen der Zucleew¥rtungsoperons lokalisiert sind.
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Tab.D.9 Ubersicht der zur Mutagenese ausgewihlten potemflen Regulatoren des
Kohlenhydratmetabolismus in Xcc.Gezeigt sind die GenDB-Identifikations-Nummer, Ganname
und die zugehdrige Familie transkriptioneller Radorien

GenDB-ldent.-Nr.  Genname Familie transkriptioneller Mutagenese

Regulatoren

xcc-b100 1803 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 0841 SUxR Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100_0785 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 4306 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 0167 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 1703 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 1971 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 4342 rbsR Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 1019 Lacl Markerfreie Deletion
Gene-SOEing
xcc-b100 1710 ihfA IHF Integration Host Factor ~ Plasmidintegration Km
xcc-b100_2513 LysR Plasmidintegration Kn
xce-b100_1711 MerR Plasmidintegration Kfn
xcc-b100_ 1358 rpoN1 0> Sigma Faktor Plasmidintegration Km
xcc-b100_ 2232 rpoN2 ¢°* Sigma Faktor Markerfreie Deletion
Gene-SOEing

Die Zugehorigkeit der ausgewahlten Gene und ihrenpBdukte zu Familien der
transkriptionellen Regulatoren ist in Abbildung B.2largestellt. Es wurden insgesamt
vierzehn potentielle Gene, die Regulatoren des éhtdratmetabolismus kodieren, zur
Mutagenese ausgewahlt. Dabei sind neun Mitglied®sr Lchcl-Familie, jeweils einer der
LysR- bzw. MerR-Familie. Zudem ein ,Integration-Hdésactor” und zwei alternative Sigma-
54-Faktoren. Die Mutagenese wurde wenn mdoglich ld@ioe markerfreie Deletion in der

Kodierregion durch ,gene-SOEing“ generiert odeemlativ durch Plasmidintegration.
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Familie der zur Mutagenese ausgewa
transkriptionellen Regulatoren

Lacl- Familie

LysR Familie

MerR Familie

Sigma-54- Faktor

Abb.D.23:Ubersicht der zur Mutagenese ausgewahlten Regulatn und deren Zugehorigkeit zu
Familien transkriptioneller Regulatoren. Die Gesamtzahl an ausgewahlten Regulatoren betragt
vierzehn. Neun Regulatoren stammen aus der FadglieLacl-Regulatoren, jeweils einer aus der
LysR- bzw. MerR-Familie. Zwei Sigma-54-Faktoren #win Integration-Host-Factor wurden zur
Mutagenese ausgewahlt.

In den ausgewahlten Genen wurde wenn moglich mit@ene-SOEing“ eine markerfreie
Deletion in der Kodierregion des Gens eingefuhiteryativ wurde als weitere Mutagenese
die Plasmidintegration verwendet. Dabei unterbricldr eingebrachte Vektor das zu
mutierende Gen und tragt eine Kanamycin vermitt@iéibiotika Resistenz (vgl. Material
und Methoden). Die jeweilige Mutationsart und diekalisation der Deletion relativ zum
Transkriptionsstart sind in Material und Methodender Tabelle konstruierte Plasmide auf

Seite 24 angegeben.

D.2.2 Wachstum der Mutanten in Schttelkulturen Minimal- und Vollmedium)

Zur ersten Charakterisierung der generierten Dmsti und Plasmidintegrationsmutanten,
wurden Wachstumskurven in Minimal-Medium (M9 0,5(%'v) Glukose) und Malzextrakt
enthaltendes Vollmedium (11g-Glukose und 3 g*IMalz) aufgenommen. Alle Daten sind in

zwei biologischen Replikaten durchgefuhrt worden.

92



Ergebnisse

Wachstumder Mutanten in M9 Minimalmedium
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Abb.D.24 Wachstumskurven der generierten Deletions- und Rlsmidintegrationsmutanten in

M9-Minimal-Medium im Vergleich zum Wachstum des Widtyps Xcc B100.Auf der y-Achse ist
die Absorptiosgonm gegen die Zeit (h) auf der x-Achse aufgetragere ikubation erfolgte in
Erlenmeyerkolben in M9- Minimalmedium mit 0,5 % WvGlukose in zwei biologischen Replikaten.

Die Kultivierung wurde in 500 ml Erlenmeyerkolbert 50 ml Medium bei 30 °C und 180
rpm durchgefuhrt. Sdmtliche Mutanten zeigen in MBimalmedium, in dem Glukose als
einzige Kohlenstoff-Quelle vorliegt, im Vergleiclure Wildtyp ein langsameres Wachstum.
Das Wachstum ist verlangsamt und erreicht nichtfideden optische Dichte (Absonm des
Wildtyps. Diese Wachstumstests sind vor allem fig spéateren Microarray-Experimente
notwendig, da alle Mutanten und der Wildtyp in @#vsen Phase isoliert werden missen, um

ein komparatives Bild der Genexpression zu erhalten

Wachstum der Mutanten in Malzmedium
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Abb.D.25 Wachstumskurven der generierten Deletions- und Rlsmidintegrationsmutanten in
Malz-Medium im Vergleich zum Wachstum des WildtypsXcc B100. Auf der y-Achse ist die
Absorptiongo,m gegen die Zeit (h) auf der x-Achse aufgetragene [Mkubation erfolgte in
Erlenmeyerkolben in Vollmedium mit Malzextrakt u@ukose als Kohlenstoffquellen und in zwei
biologischen Replikaten.

In Vollmedium, das neben Glukose als zusatzlichbl&uastoffquelle Malzextrakt enthalt, ist
das Wachstum der Mutanten im Vergleich zum Wildbgsser. Die Mutanten erreichen

schneller eine hthere optische Dichte (Adgq).

D.2.3 Uberprifung der Plasmidintegrations-Stabiliat

Um die Stabilitat der konstruierten Plasmidinteigman auf mogliche Desintegration hin zu
Uberprufen, wurden die jeweiligen Kulturen nach eein48h Kultivierung im
Erlenmeyerkolben auf Selektivmedium mit Streptomy@Vildtyp vermittelte Resistenz) und
auf Platten mit einer Kombination aus Streptomyeimd Kanamycin (Plasmid vermittelte
Resistenz) ausplattiert und die ,Colony Forming t&hh{CFU) bestimmt. Die Relation an
CFU auf beiden Selektivmedien gibt Aufschlul Ubesibtegration des Plasmids wahrend

der Kultivierung.

Plasmidintegration Stabilitét
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90%0] —
80%1 ]

70%; | (A) B100::pK192xcc-b100_1711
60%
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1 (C) B100::pK1®xcc-b100_2513

Abb.D.26: Uberpriifung der Plasmidintegrations-Stabilitit durch Ausplattieren geeigneter
Verdunnungsreihen auf verschiedenen SelektionsmedieAgar-Nahrplatten mit Streptomycin und
einer Streptomycin und Kanamycin Kombination wurgenutzt um die Desintegration des Plasmids
Uber die Bestimmung der CFU auf verschiedenen Sefetdien zu bestimmen.
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Zur Bestimmung der Stabilitat der Plasmidintegragkonstrukte wurde durch Ausplattieren
der Zellkulturen auf verschiedenen Selektionsmedimmit Streptomycin und einer
Streptomycin und Kanamycin Kombination das in Abbrlg D.26 dargestellte Ergebnis
erzielt. Den hochsten Verlust der Plasmidkonstrukdéarend einer Kultivierung wurde bei
der Mutante XccB100::pKX9ihfA festgestellt. Nahezu 30% der Mutanten verlierehresid
einer Kultivierung in M9-Medium tber 48h das eingethte Plasmid und somit die Mutation
im Regulator-Gen. Am stabilsten ist das Plasmiditoksin XccB10@\rpoN2::pK19QrpoN1

mit einem Verlust von 6 %.

D.2.4 Xanthan-Quantifizierung tiber MonosaccharidBestimmung im Uberstand

Mittels Saurehydrolyse des zellfreien dialysiertéberstands wurde das Exopolysaccharid
Xanthan in seine Einzelbestandteile die Monosaddbar gespalten und der
Monosaccharidgehalt nach einer Farbreaktion mityst€in photometrisch bestimmt. Anhand
einer erstellten Kalibrierkurve mit Proben bekann@lukosekonzentrationen kann der
Monosaccharidgehalt im Uberstand bestimmt werdendilych Dialyse alle Monosaccharide
und andere niedermolekulare Substanzen abgetrenmtew, ist die Messung der
Monosaccharide in diesem Assay proportional zu Menge an synthetisiertem Xanthan.
Folgende Abbildung D.27 zeigt die Ergebnisse demddaccharid-Bestimmung fir den
Wildtyp und die generierten Mutanten in M9-Minimadium mit 0,5 % (w/v) Glukose nach
Kultivierung in Erlenmeyerkolben von 48h. Alle Kwierungen wurden in Triplikaten
durchgefuhrt. Die Werte sind auf eine optische BicfAbsssonm) von 1,0 bereinigt, so daf3
keine Wachstumseinflisse die Daten verfalschen.

95



Ergebnisse

Monosaccharid-Bestimmung
zur Xanthan-Quantifizierung
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(A) XccB10Axce-100_ 4306, (B) XccBl@ece-100_1711, (C) XccBl@kcc-100_0167, (D)
XccB100::pK19xce-100_2513, (E) XccB1@@poN2::pK19QrpoN1, (F) XccB100::pK1QihfA, (G)
XccB10QAxce-100_1019, (H) XccB1QGuxR, (1) XceB10MAxce-100_1703, (J) XccBl@xcce-
b100_1971, (K) XccB10fxcc-100_0785

Abb.D.27 Monosaccharid-Bestimmung im zellfreien dialysieren Uberstand der generierten
Deletions- und Plasmidintegrationsmutanten im Vergtich zum Wildtyp. Das Wachstum erfolgte
fir 48h in M9-Minimalmedium, der zellfreie Ubersthnvurde dialysiert und anschlieBend nach
Saurehydrolyse der Monosaccharidgehalt bestimmie XWerte sind auf eine 0.§genm von 1,0
genormt.

Die in Abbildung D.27 dargestellte MonosaccharicssBamung im zellfreien dialysierten
Uberstand der Mutanten und des Wildtyps, zeigtdile Mutanten einen héheren Wert an
Monosacchariden im Uberstand verglichen mit demdji. Die Mutante mit dem groRten
Wert ist XccB10@xcc-b1l00 4306, bei der mehr als eine doppelte Merage

Monosacchariden im Uberstand gemessen wurde, alsdéin genetisch unveranderten
Wildtyp. Die Mutante mit der geringsten Veranderungder Monosaccharid-Bestimmung

liegt bei immerhin noch einem Plus von 26%.
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D.2.5 Xcc B100 Profil der Kohlenstoffverwertung

Der Wildtyp Xcc B100 wurde in diesem Kohlenstoffwertungs-Assay auf Verwertung von
verschiedener Kohlenstoffquellen Uberprift. Dabeurden Mono- und Disaccharide,
Aminosauren, Nukleoside, Carbonsauren, TensideAunithe getestet. Alle Kohlenstoffe die
oxidiert werden kdénnen und als Energietrdger genwerden koénnen, werden Uber die
Reduktion des Farbstoffs zu Formazan visualisiBrégesamt wurden 95 verschiedene
Kohlenstoffquellen in zwei Replikaten getestet (Wgbb. D.28). Die Verwertung einfacher
Zucker erfordert zunachst den Import in die Zelel wlann die Umwandlung in Intermediate
des Zentralstoffwechsels, um diese in diesen egitessen und zu metabolisieren. Die
erforderlichen Enzyme fur Umwandlungen von Oligasaciden sind unter anderem

Hydrolasen, Glukosidasen, Phosphorylasen und Thawsylasen.
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Von Xcc B100 im Biolog Assay effizient verwertete ghlenstoffquellen
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Abb.D.28:Verwertungsprofil der von Xcc B100 effizient verwetbaren Kohlenstoffquellen auf dem Biolog Phenotypérray PM1 mit 95 verschiedenen
Kohlenstoffquellen. Dabei wurden ausgehend von der Start-0.D. voh 8ll@ Kohlenstoffquellen berlicksichtigt, bei der#me AbSsgonm VOn mindestens 0,1

erreicht wurde. Eine komplette Liste der untersecth{ohlenstoffquellen befindet sich im Anhang dre&gbeit. Die Rohdaten der Kohlenstoffverwertung de
Wildtyps und aller Mutanten befindet sich im Anhang CD.
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Tab.D.10 :Kohlenstoffquellen die von Xcc B100 effizient verwget werden kdnnen. Dabei
wurden ausgehend von der Start-0.D. von 0,01 ablelétstoffquellen beriicksichtigt, bei denen eine
ADbS 590nmVvON mindestens 0,1 erreicht wurde.

Mono- un_d Aminosauren Nukleoside Carbonsauren Sonstige
Disaccharide
N-Acetyl- L-Proline Adenosine D-Saccharic Acid Glycerol
DGlucosamine
D-Galactose D-Alanine Succinic Acid Dd-Glycerol-
Phosphate
D-Trehalose L-Glutamic Acid D,L-Malic Acid Tweer4
D-Mannose L-Glutamine a-Keto-Glutaric Acid Tween 80
Dulcitol Glycyl-L- Bromo Succinic Acid a-Hydroxy Glutaric
glutamic Acid Acid-y-Lactone
L-Fucose Fumaric Acid
D-Xylose Mucic Acid
D-Mannitol Mono Methyl Succinate
D-Glucose-6- Methyl Pyruvate
Phosphate
D-Fructose L-Malic Acid
a-D-Glucose Pyruvic Acid
Maltose
D-Melibiose
a-D-Lactose
Sucrose
D-Glucose-1-
Phosphate
B-Methyl-
DGlucoside
Maltotriose
Lactulose
D-Cellobiose

Tab.D.11: Kohlenstoffquellen die von Xcc B100 nicht effizientverwertet werden kdnnen.
Ausgehend von einer Start-0.D von 0,01 sind inedi@suppe alle Kohlenstoffquellen zugeteilt, bei
denen eine Absy,mvon 0,1 nicht erreicht wurde.

Mono-

. . Aminosauren Nukleoside Carbonsauren Sonstige
Disaccharide
L-Arabinose L-Aspartic Acid Thymidine L-Lactic Acid D-Galactonic Acid-
y-Lactone
D-Ribose D-Aspartic Acid Uridine Formic Acid Twe20
L-Rhamnose L-Serine 2-Deoxy Adenosine Acetic Acid yramine
D-Fructose-6- L-Threonine Inosine D-Gluconic Acid  L-Galactonicide
Phosphate y-Lactone
D-Psicose D-Threonine a-Keto-Butyric 2-Aminoethanol
Acid
L-Lyxose D-Glucosaminic Acid M-Tartaric Acid Phdathylamine
D-Sorbitol L-Alanyl-Glycine a-Hydroxy Butyric ~ 1,2-Propanediol
Acid
a-Methyl-D- Glycyl-L-Proline Citric Acid
Galactoside
Adonitol Glycyl-L-Aspartic Propionic Acid
Acid
M-Inositol L-Asparagine Glycolic Acid
N-Acetyl-B-D- L-Alanine Glyoxylic Acid
Mannosamine
Glucuronamide D-Serine Tricarballylic Acid

99



Ergebnisse

D-Glucuronic Acetoacetic Acid
Acid
D-Galacturonic D-Malic Acid
Acid
p-Hydroxy Phenyl
Acetic Acid
m-Hydroxy Phenyl
Acetic Acid

Zur Einteilung ob das BakteriunXanthomonas campestris pv. campestris B100 eine
bestimmte Kohlenstoffquelle effizient verwertet wer das Kriterium gewahlt, dal3
mindestens eine Akgonm Von > 0,1 im Assay erreicht wurde. Angeimpft wurde niites
Start-0.DsgonmVon= 0,01.

Betrachtet man die Mono-, Di-, Trisaccharide unak&ralkohole, zeigt sich daf3 Xcc B100
50% dieser Kohlenhydrate verwertet. Besonders Disatde (80%) konnen als
Energiequelle genutzt werden. Als einziges Trisaadhauf dem Array kann Maltotriose von
Xcc B100 oxidiert werden. Bei den Zuckeralkoholemwertet Xcc B100 besser Dulcitol und
D-Mannitol, wahrend die Verwertung von D-Sorbitagonitol und dem zyklischen Alkohol
M-Inositol  schlechter ist. Betrachtet man einige hkKmhydrate der Zentral-
Stoffwechselwege, wie zum Beispiel D-Fruktose-6gpi@at, welches in der Glykolyse von
einer Ketol-lsomerase aus D-Glukose-6-phosphatrgehevird, so ist der Wildtyp Xcc B100
nicht in der Lage, dieses Stoffwechselintermedifitient zu nutzen. D-Glukose-1-phosphat
und D-Glukose-6-phosphat, ebenfalls ein IntermedgaitGlykolyse, zeigen in diesem Assay
ein positives Ergebnis im Hinblick auf die Verwertudurch den Wildtyp.

Ebenso kdnnen einige Carbonsauren als Energiecyetletzt werden. Dabei werden héhere
Carbonsauren anscheinend bevorzugt. Die einfacisdronséuren, die eine Verwertung mit
einer Abssgonm> 0,1 erlauben besitzen eineg-Kobrper (Pyruvic acid und Methyl-Pyruvate).
Alle weiteren fir Xcc B100 verwertbaren Carbonsausind G-, Cs- oder G-Korper.
Carbonsauren, die nicht so effizient genutzt werdgémnen G-, C,-, Cs-, C4- und G-
Carbonséuren sein. So werden von den nep@atbonsauren zwei oxidiert, wahrend sieben
der G-Carbonsauren nicht effizient verwertet werden.@¥Korpern kdnnen von Xcc B100
jedoch 63% der auf dem Array verwendeten Carboesdgenutzt werden. Von deny-C
Carbonsauren kann L-Malic acid im Gegensatz zu Dievcid und einem Gemisch von
D-L-Malic acid nicht effizient oxidiert werden.

An Aminosauren sind 17 auf dem Array untersuchtdear Dabei 12 L-Formen und 5 D-

Formen. An D-Formen konnte nur D-Alanine und andtren vier Aminosauren genutzt
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werden, dabei drei Derivate der nicht essentigimteinogenen Aminosaure Glutamin und
die Aminosaure L-Proline.

Von den funf Nukleosiden Uridine, Thymidine, Ademas Inosine und 2-Deoxy-Adenosine

kann nur Adenosine fir ein effizientes Wachstunuggnwverden.

Die Polysorbate Tween- 40 und -80 kdnnen von Xcaé@Bdesser genutzt werden, als Tween-

20. Die Polysorbate -40 und -80 besitzen im Vedjleiu — 20 einen langeren C-Kérper.

D.2.6 Charakterisierung der Mutante XccB10@xcc-b100_4306

Die Mutante XccB10@xcc-b100 4306 tragt eine durch ,gene-SOEing" eingefte
markerfreie Deletion in einem Gen, welches fir eiRegulator der Lacl-Familie kodiert. Die
Microarray-Analyse wurde in M9- Minimalmedium mit,506 (w/v) Glukose in der
exponentiellen und stationaren Wachstumsphase glefidirt.

4302 rdgC 4304 xylA2 4306 aguA siaE2 rspA  xylB6

Jadio@al > > oL >

1 kb

Abb. 3.29:Genorganisation upstream und downstream des deletten Gens (4306) im Xcc B100
Genom. Das deletierte Gen mit der GenDB- Identifikatiamsmer xcc-b100_ 4306 ist mit einem
grauen Pfeil gekennzeichnet, wéhrend die umgebe@re durch einen weiRen Pfeil dargestellt
sind.

D.26.1 Transkriptomische Charakterisierung der Muante in M9-

Minimalmedium

Zur Transkriptomanalyse wurden die Mutanten sinmultait dem Wildtyp in MO9-
Minimalmedium angezogen. Jeweils drei biologischeplRate wurden in 500ml
Erlenmeyerkolben bei 30°C und 180 rpm in einemtalbn Schittelbrutschrank inkubiert.
Die Zellen wurden in der exponentiellen und staem Wachstumsphase abhangig von
ihrem Wachstum (siehe Abb.D.24) durch Zentrifugatiei 13000 rpm fir 3 min. isoliert,
sofort in flissigen Stickstoff eingefroren und B80°C bis zur weiteren Analyse gelagert.
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Abb.D.30: M/A-Scatterplot mit dem Verhéltnis des M-Werts zu dm A-Wert aus den
Hybridisierungen der Proben der Mutante XccB10@xcc-b100 4306 in der exponentiellen
(links) und stationaren (rechts) Wachstumsphase iM9- Minimalmedium im Vergleich zum
Wildtyp. Aufgetragen ist der M-Wert (Ilggder Signaldifferenz) gegen den A-Wert @oder
Signalintensitéat), wobei statistisch signifikanffelientiell exprimierte Gene, die alle drei Kritemi
erflllen grin (reprimiert) oder rot (induziert) gdt sind. Blaue Punkte stellen die nicht diffeieht
exprimierten Gene der Mutante dar.

In der exponentiellen Phase sind im Vergleich zunmidiyp finf Gene als statistisch
signifikant differentiell exprimiert detektiert waen. Samtliche fiinf Gene sind induziert. Es
handelt sich dabei zum einen um zwei am AufbauTdgslll-Sekretionssystems beteiligte
GeneyvpA und hrpE und zum anderen um eine sekretierte Polygalachsetkodiert von
pglA, die als Exoenzym in der Pflanzen-Bakterien Irkkeoa die pflanzliche Zellwand im

Infektionsprozess enzymatisch verdaut. Die Geng isifiolgender Tabelle dargestellt.

Tab.D.12:Liste der statistisch signifikant differentiell exprimierten Gene in der exponentiellen

Wachstumsphase der Mutante XccB1Q0fxcc-b100_4306 im Vergleich zum Wildtyp in M9-

Minimalmedium. Aufgelistet sind die GenDB-Identifikations- Nummeder Genname wenn
vorhanden, das Genprodukt in englischer Sprachelent- Wert.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_0738 polAl exported polygalacturonase 2,01
xcc-b100_0460 - hypothetical protein 1,44
xcc-b100 3086 hrpw HrpW protein 1,08
xcc-b100 3243 - conserved hypothetical protein 1,00
xcc-b100_3084 hrpE HrpE protein 0,99

In der stationéren Phase wird das in der exporkami®hase induzierte GeglA reprimiert.
Ebenfalls als reprimiert detektiert isgjl, welches fir eine Zellulase kodiert und voglA

auch fur ein die pflanzliche Zellwand zersetzen@ie®enzym Xanthomas kodiert. Als

102



Ergebnisse

induziert detektiert ist das GeieB, das eine Protein-Glutamat-Methylesterase kodiket,
bei der Fortbewegung mittels Flagellen tber dasn@haxis-System des Bakteriums eine
Rolle spielt.

Tab.D.13: Liste der statistisch signifikant differentiell exprimierten Gene in der stationdren

Wachstumsphase der Mutante XccB10fxcc-b100 4306 im Vergleich zum Wildtyp in M9-

Minimalmedium. Aufgelistet sind die GenDB-Identifikations- Nummeder Genname wenn
vorhanden, das Genprodukt in englischer Spracheleni- Wert.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_2299 - conserved hypothetical protein 2,97
xcc-b100 2321 cheB4 protein-glutamate methylesterase 2,17
xcc-b100_0059 - putative ATP-dependent helicase 41,6
xcc-b100_0782 xcsN Exported type Il protein secretion 1,45

system protein N

xcc-b100_3762 - Conserved hypothetical protein 1,20
xcc-b100_1827 - hypothetical protein 1,04
xcc-b100 2654 - conserved hypothetical protein 21,0
xcc-b100 3538 gfo Glucose--fructose oxidoreductase -1,05
xcc-b100_3455 rpsS 30S ribosomal protein S19 -1,09
xcc-b100 1089 pilA Type IV pilus assembly protein PilA -1,12
xcc-b100 0874 ilvC ketol-acid reductoisomerase -1,21
xcc-b100_0675 engXCA exported cellulase -1,24
xcc-b100_0738 polAl exported polygalacturonase -1,45

D.2.6.2 Kohlenstoffverwertung der Mutante
Alle Kkonstruierten Stamme wurden auf die Verwertungn 95 verschiedenen

Kohlenstoffquellen im Biolog-Phenotype-Array Assagetestet. Alle vom Wildtyp
abweichenden Phanotypen sind im Folgenden darjeddelbei wurde der Endwert der
590nm der Mutante durch den Wert d&ddtyps dividiert und

halblogarithmisch aufgetragen. Es wurde ein Sigaifegrenze der Relationswerte varR

Absorption bei

und < 0,5 gewahlt (Townsend eail., 2008). Durchgefiihrt wurden die Assays in zwei

biologischen Replikaten.
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Abb.D.31: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Qxcc-b100 4306 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensgbten Dichte Abggo.mMutante gegen
den Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweimsaf Kohlenstoffquellen die die Kriterien >2
oder <0,5 erfillen.

Die markerfreie Deletionsmutante XccBX3@c-b100 4306 zeigt in diesem Kohlenstoff-
Assay im Vergleich zum Wildtyp eine bessere Verwegt von D-Xylose, M-Tartaric acid,
Citric acid und Propionic acid.

Upstream des deletierten Regulators befindet sash@enxylA2 und downstream das Gen
xylB6. xylA2 kodiert fur eine Xylose-lsomerase, die die Isomerisig von D-Xylose zu D-
Xylulose katalysiert. Das GexylB6 kodiert fur eine exportierte Xylan-1,4-3-Xylosidadie
die Hydrolyse von 3-1,4-Xylanen katalysiert.

D.2.6.3 Transkriptomische Analyse der Mutante in Xlose-haltigem M9-

Minimalmedium

Aufgrund der besseren Verwertung von Xylose im @&jolPhenotype Assay wurde die
Verwertung bei einer Kultivierung in Schuttelkukr getestet. In M9-Minimalmedium mit
1% (w/v) Xylose als Kohlenstoffquelle wurden die fdnte und der Wildtyp untersucht. Die
Ergebnisse sind in folgenden Abbildungen dargést®lach erfolgter Uberpriifung der
Verwertung von Xylose in einer Schuttelkultur, weind die Zellen der Mutante
XccB10Mxce-b100 4306 in exponentieller Wachstumsphase ilose-haltigem M9-

Minimalmedium bei einer 0.BsonmVvon 0,3 isoliert und in einem Microarray-Experirhemt

dem Wildtyp verglichen.
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Xylose Wachstumstests in Schttelkulturen
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Abb.D.32.: Wachstum der Mutante XccB10@xcc-b100 4306 und des Wildtyps in M9-
Minimalmedium mit 1% (w/v) Xylose als Kohlenstoffquelle. Links dargestellt das Wachstum tber
50h in Minimalmedium mit Xylose als Kohlenstoffgleel Markiert ist die mittel-logarithmische
Wachstumsphase mit einem roten Balken. Rechts dah$tum bis zu einer odgnmvon 0,3, das fir
die Isolierung der Zellen in der exponentiellen Wstamsphase zur Microarray-Analyse
aufgenommen wurde.

Nach erfolgter Uberpriifung der Verwertung von Xgda einer Schiittelkultur, wurden die
Zellen der Mutante XccB1@Xcc-b100 4306 in exponentieller Wachstumsphaseyionse-
haltigem M9-Minimalmedium bei einer od4gsnm von 0,3 isoliert und in einem Microarray-

Experiment mit dem Wildtyp verglichen.

Axcc-b100_4306 Xylose log-Phase

Avalue

Abb.D.33: M/A-Scatterplot mit dem Verhéltnis des M-Werts zu dm A-Wert aus den

Hybridisierungen der Proben der Mutante XccB10@xcc-b100_4306 in der exponentiellen
Wachstumsphase in M9-Minimalmedium mit Xylose als Khlenstoffquelle im Vergleich zum

Wildtyp. Aufgetragen ist der M-Wert (legder Signaldifferenz) gegen den A-Wert doder

Signalintensitat), wobei statistisch signifikantfelientiell exprimierte Gene, die alle drei Kriteni

erflllen grin (reprimiert) oder rot (induziert) gdt sind. Blaue Punkte stellen die nicht diffeieht
exprimierten Gene der Mutante dar.
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Tab.D.14:Liste der statistisch signifikant differentiell exprimierten Gene in der exponentiellen
Wachstumsphase der Mutante XccB10®xcc-b100 4306 im Vergleich zum Wildtyp in M9-
Xylose-Minimalmedium. Aufgelistet sind die GenDB-Identifikations- Nummeler Genname wenn
vorhanden, das Genprodukt in englischer Spracheleni- Wert.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_4038 - glycosyltransferase 1,60
xcc-b100_1339 - Endoproteinase Arg-C (C-terminadjfnent) 1,36
xcc-b100_1040 - hypothetical protein predicted liynt® 1,30
xcc-b100 2321 cheB4 protein-glutamate methylesterase 1,24
xcc-b100_0818 celS1  exported cellulase / xyloglucan hydrolase 1,21
xcc-b100_0675 engXCA Exported Cellulase 1,20
xcc-b100_3966 - putative exported protein 1,17
xcc-b100_2349 - hypothetical protein predicted by 1,14

Glimmer/Critica
xcc-b100 3811 - conserved hypothetical protein 1,1
xcc-b100_1214 pgqC  Coenzyme PQQ synthesis protein C 1,09
xcc-b100_3810 - Putative secreted protein 1,08
xcc-b100_2654 - conserved hypothetical protein 1,04
xcc-b100 2325 - Putative filamentous hemagglutieiated 1,02
protein
xcc-b100_3498 - Extracellular protease 1,0
xcc-b100_ 2097 hisC1  Histidinol-phosphate aminotransferase, probable -1,06
xcc-b100_1807 - NAD-specific glutamate dehydrogenas -1,06

In der exponentiellen Wachstumsphase in Xylosadwatt M9-Minimalmedium wurden
insgesamt sechzehn Gene als statistisch signifildafierentiell exprimiert detektiert.
Darunter 14 als induziert und zwei als reprimiert.

Induziert sind Gene die fur Cellulasen kodierengkCA und celS) und das GertheB4,
welches fur eine Protein-Glutamate-Methylesterass dweikomponenten Systems der
Chemotaxis kodiert.

Die beiden mit einem M-Wert von -1,06 als reprirmhidetektierten Gene kodieren fir eine
maogliche Histidinol-Phosphat-AminotransferasehisCl) und eine NAD-spezifische
Glutamat-Dehydrogenase (xcc-b100_1807).
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D.2.6.4 Untersuchung der Mutante XccB108xcc-b100_ 4306 zur Fahigkeit der

Biofilmproduktion

Der Test zur Adharenz an abiotischen Oberflachaa,aum Beispiel an einem Kunststoff
von Mikrotiterplatten und somit die Produktion addriier Biofilme kann semiquantitativ
nach einer Farbreaktion mit Kristallviolett photanseh bei einer 0.Rgs,m bestimmt

werden. Die Mutante XccB1@&cc-b100_ 4306 mit dem hdchsten Monosaccharidgamalt

dialysierten Uberstand wurde auf ihre FahigkeitBiafilmproduktion hin untersucht und mit

dem Wildtyp verglichen.
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Abb.D.34:Biofilmproduktion der Mutante XccB100Axcc-b100_4306 im Vergleich zum Wildtyp
Angegeben sind der Mittelwert, die Standard-Abwerdhsowohl der Mutante, als auch des Wildtyps.

Mittelwert Wildtyp (rot); Standardabweichung Wilgtyblau).

Tab.D.15:Biofilmproduktion der Mutante XccB100Axcc-b100 4306 im Vergleich zum Wildtyp.
Angegeben sind der Mittelwert, die Standard-Abwerghsowohl der Mutante, als auch des Wildtyps
und die Anzahl an durchgefiihrten Replikaten. ++tegw signifikanter Unterschied.

Absorptionsgs,m  Std.-Abweichung  Replikate t-Test

XccB100 Wildtyp 0,6 0,13 77
XccAxce-b100_4306 0,42 0,08 64 +++

Das Ergebnis des Nachweises der Biofilmproduktiordie Mutante Xcaxcc-b100_ 4306 ist
in Abbildung D.34 und Tabelle D.15 dargestellt. DMitante produziert, korrelierend zur
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Monosaccharid-Bestimmung eine gréRere Menge anilBiofDer t-Test ergibt einen

statistisch extrem signifikanten Unterschied.

D.2.7 Charakterisierung der Mutante XccB10@xcc-b100_0785

Die Mutante XccB10@xcc-b100 0785 tragt eine durch ,gene-SOEing" eingefte
markerfreie Deletion in einem Gen, welches einerguRdor der Lacl-Familie kodiert.
Upstream sind diecs-Gene lokalisiert, die fur das Typ-ll- Sekretionrst®ym kodieren. Die
Microarray-Analyse wurde in M9-Minimalmedium mit 59 (w/v) Glukose in der

exponentiellen und stationaren Wachstumsphase d&ane durchgefiuhrt.

xcsN 0783 gluP1 0785gimSL pagA 0788 fpvA3

LA DB oL D | > =

1 kb

Abb.D.35: Genorganisation upstream und downstream des deletien Gens (0785) im Xcc B100
Genom. Das deletierte Gen mit der GenDB-ldentifikationsmoer xcc-b100_0785 ist mit einem
grauen Pfeil gekennzeichnet, wahrend die umgebe@re durch einen weil3en Pfeil dargestellt
sind.

D.2.7.1 Transkriptomische Charakterisierung der Muante in M9-

Minimalmedium

Axcc-b100_0785 log-Phase Axcc-b100_0785 stat-Phase

M-value

Avalue

Avalue

Abb.D.36: M/A-Scatterplot mit dem Verhdltnis des M-Werts zu dm A-Wert aus den
Hybridisierungen der Proben der Mutante XccB10@xcc-b100 0785 in der exponentiellen
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(links) und stationaren (rechts) Wachstumsphase irM9-Minimalmedium im Vergleich zum
Wildtyp. Aufgetragen ist der M-Wert gegen den A-Wert, wosiitistisch signifikant differentiell
exprimierte Gene, die alle drei Kriterien erfillgriin (reprimiert) oder rot (induziert) gefarbt sind

Blaue Punkte stellen die nicht differentiell expenten Gene der Mutante dar.

In der exponentiellen Phase sind im Vergleich zuitdip drei Gene statistisch signifikant
induziert und ein Gen statistisch signifikant repert. Dabei handelt es sich bei den
Genprodukten der induzierten Gene, um eine gl@rkodierte Glukokinase, die Glukose zu
Glukose-6-phosphat phosphoryliert, um eine Chignlesdiert vonchiA, ein Exoenzym und

einen TonB-abhangigen Eisenrezeptor der AuRerentvemkodiert vorfpvA. Die von der

Glukokinase katalysierte Phosphorylierung der Gégknu Glukose-6-phosphat ist der initiale
Schritt in der Glykolyse. Das als reprimiert deteke Gen kodiert flr ein unbekanntes

Genprodukt.

Tab.D.16:Liste der statistisch signifikant differentiell exprimierten Gene in der exponentiellen

Wachstumsphase der Mutante XccB10&xcc-b100 0785 im Vergleich zum Wildtyp in M9-

Minimalmedium. Aufgelistet sind die GenDB-Identifikations- Nummeder Genname wenn
vorhanden, das Genprodukt in englischer Sprachelent- Wert.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_ 1263 chiA exported chitinase 2,48
xcc-b100_1267 glk3 glucokinase 1,24
xce-b100_0789 fovA3 Tor!B-depen_dent outer membrane 0.99

ferripyoverdine receptor
xcc-b100_2827 - hypothetical protein -0,99

Tab.D.17: Liste der statistisch differentiell exprimierten Gene in der stationdren
Wachstumsphase der Mutante XccB10&xcc-b100 0785 im Vergleich zum Wildtyp in M9-
Minimalmedium.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100 1208 - TonB-dependent receptor 1,79
xcc-b100 2325 - Putative filamentous hemagglutieilated protein -1,01
xcc-b100_ 1339 - Endoproteinase Arg-C (C-terminadfnent) -1,02
xcc-b100 2297 - Putative lipoprotein -1,03
xcc-b100 2048 sdhA Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit -1,07
xcc-b100_3927 - glycosyltransferase -1,09
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xcc-b100_ 1866 - hypothetical protein -1,18
xcc-b100 0122 - hypothetical protein -1,19
xcc-b100 2990 slyD peptidyl-prolyl cis-trans isomerase -1,2
xcc-b100 3440 rplO 50S ribosomal protein L15 -1,25
xcc-b100_1016 - TonB-dependent outer membrane tecép-terminal -1,27
fragment)
xcc-b100_0270 - putative DNA-binding protein -1,27
xcc-b100_2341 - conserved hypothetical protein 1,3
xcc-b100_ 0546 - conserved hypothetical protein 91,3
xcc-b100 3451 rpmC 50S ribosomal protein L29 -1,41
xcc-b100_ 0559 - putative exported protein -1,51
xcc-b100_1521 riuF Pseudouridylate synthase -1,82
xcc-b100_3465 rpoC DNA directed RNA polymerase (beta' subunit) -1,86
xcc-b100_2444 - Putative secreted protein -1,97
xcc-b100_3455 rpsS 30S ribosomal protein S19 -2,04
xcc-b100_ 3458 rplD 50S ribosomal protein L4 -2,17
xcc-b100 4338 - conserved hypothetical protein 72,3
xcc-b100 0294 - Zinc-containing alcohol dehydrogensuperfamily -2,58
protein
xcc-b100_3457 rplw 50S ribosomal protein L23 -3,08

In der stationaren Phase konnten bei dieser Mutarteehmlich reprimierte Gene detektiert
werden. Darunter finf ribosomale Gene wattA, das fur eine Succinate-Dehydrogenase
kodiert, die im Citrat-Zyklus und in der Endoxidegn Phosphorylierung involviert ist. Ein
Gen welches fur einen TonB-abhangigen Rezeptorekogt mit einem M-Wert von 1,79,

was einer nahezu 4-fachen Uberexprimierung entsipiieduziert.

D.2.7.2 Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB108xcc-b100 0785

XccB10QAxcc-b100_0785

Formic Acid

d

|futar|’c jld Glygyl-Lglutamic) Aci

Abb.D.37

Verhaltnis 0Rggnm Mutante/Wt
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Abb.D.37: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Qxcc-b100 0785 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensgbten Dichte AbggonmMutante gegen
Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise d(bhlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Die Mutante XccB10@xcc-b100 0785 verwertet im Vergleich zum Wildtypseer Formic
acid wenn diese als einzige Kohlenstoffquelle dierthrend L-Glutarric acid und Glycyl-L-
glutarric acid schlechter verwertet werden. Gluiare ist eine Dicarbonsaure, die im

Rubensaft vorkommt und ein Abbauprodukt des Lysns

D.2.8 Charakterisierung der Mutante XccB10@rpoN2

Die Mutante XccB10ArpoN2 ist in dem GerrpoN2 deletiert, welches einen alternativen
Sigma-54-Faktor kodiert. In einer weiteren KopiergbN1 liegt im Genom ein weiteres Gen,
welches einen Sigma-54-Faktor kodiert. Die Doppéémie wurde ebenfalls in dieser Arbeit

angefertigt.

2227 2228 2229fleQ 2231rpoN2

(] <@

1 kb

Abb.D.38: Genorganisation upstream des deletierten GenggoN2 im Xcc B100 Genom.Das
deletierte Gen ist mit einem grauen Pfeil gekerotret, wahrend die umgebenden Gene durch einen
weil3en Pfeil dargestellt sind.

D.2.8.1 Transkriptomische Charakterisierung der Muante

Die Microarray-Analyse wurde in M9-Minimalmedium tmd,5% (w/v) Glukose in der
exponentiellen und stationaren Wachstumsphase d&an durchgefiuhrt.
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ArpoN2 log-Phase ArpoN2 stat-Phase

M-value

Acvalue
Avalue

Abb.D.39: M/A-Scatterplot mit dem Verhéltnis des M-Werts zu dm A-Wert aus den
Hybridisierungen der Proben der Mutante XccB10@rpoN2 in der exponentiellen (links) und
stationdren (rechts) Wachstumsphase in M9-Minimalmdium im Vergleich zum Wildtyp.
Aufgetragen ist der M-Wert gegen den A-Wert, wadtattistisch signifikant differentiell exprimierte
Gene, die alle drei Kriterien erfullen grin (repient) oder rot (induziert) gefarbt sind. Blaue Ptank
stellen die nicht differentiell exprimierten Gener dlutante dar.

In der exponentiellen Phase sind 22 Gene diffesttretkprimiert. Darunter mit einem M-Wert
von -2,3, als stark reprimiert, das deletierte G@mN2. Die Detektion eines deletierten Gens
in einem Microarray-Experiment ist nicht zwingermtwendig, da die Detektion dieses Gens
die Expression des Gens in der Referenz erforilgitere sieben Gene sind reprimiert und
vierzehn induziert.

Unter den reprimierten Genen sind zwei fir Exoernzykodierende GeneelA und pglA.
Beide Genprodukte verdauen die pflanzliche Zellwaadd extrazellulare Enzyme, die von

dem Bakterium sekretiert werden.

Tab.D.18: Liste der statistisch differentiell exprimierten Gene in der exponentiellen
Wachstumsphase der Mutante XccB1Of®poN2 im Vergleich zum Wildtyp in M9-
Minimalmedium.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_2827 - hypothetical protein 244
xcc-b100 2267 infA initiation factor IF-1 1.65
xcc-b100_1282 - Putative membrane protein 157
xcc-b100_ 1677 - conserved hypothetical protein 1,39
xcc-b100_3190 - excinuclease ABC subunit A 1,30
xcc-b100_ 1681 - VirB11 protein 1,17
xcc-b100 2632 - hypothetical protein 1,16
xcc-b100_1679 trbG Conjugal transfer protein trbG precursor 1,13
xcc-b100_1016 - TonB-dependent outer membrane tecép- 1,13
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terminal fragment)

xcc-b100_ 2659 - hypothetical protein 1,12
xcc-b100 1691 - VirB4 protein 1,1
xcc-b100_1682 virB1l type IV secretion system protein VirB1 1,07
xcc-b100_1683 - VirB2 protein 1,06
xcc-b100_3127 - hypothetical protein 1,02
xcc-b100_3779 - Putative secreted protein -1,02
xcc-b100_1840 - Putative secreted protein -1,02
xcc-b100 4177 nrdB Ribonucleoside-diphosphate reductase beta chain ,03 -1
xcc-b100_ 0738 pglA exported polygalacturonase -1,04
xcc-b100 1018 celA 1,4-beta-cellobiosidase -1,45
xcc-b100_0874 ilvC ketol-acid reductoisomerase -1,75
xcc-b100_2232 rpoN2 RNA polymerase sigma-54 factor -2,31
Tab.D.19: Liste der statistisch differentiell exprimierten Gene in der stationdren
Wachstumsphase der Mutante XccB10f®poN2 im Vergleich zum Wildtyp in M9-
Minimalmedium.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100 2577 - Conserved hypothetical protein 1,68
xcc-b100 1260 - exported beta-glucosidase 1,68
xcc-b100_3762 - Conserved hypothetical protein 0,98
xcc-b100_1126 metY homocysteine synthase -0,98
xcc-b100_3455 rpsS 30S ribosomal protein S19 -1,07
xcc-b100_1089 - conserved hypothetical protein 41,1
xcc-b100 0874 ilvC ketol-acid reductoisomerase -1,17
xcc-b100 1005 cysD ATP sulfurylase, small subunit -1,29
xcc-b100 0738 pglA exported polygalacturonase -1,35
xcc-b100_3458 rplD 50S ribosomal protein L4 -1,65
xcc-b100_2232 rpoN2 RNA polymerase sigma-54 factor -2,23

Ebenso wie in der exponentiellen Phase ist dagieleée GenrpoN2 auch in der stationaren
Phase als reprimiert zu detektieren. Drei Gene silsdinduziert und weitere neun als
reprimiert detektiert.

Unter den reprimierten Genen sind ribosomale Gemkwer Gene, die in der Aminosaure-
Biosynthese involviert sind cysD, ilvC, metY). Zudem ist das GerpglA, in der

exponentiellen Phase induziert, in der station&iesse reprimiert.
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D.2.8.2 Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10ArpoN2

XccB10ArpoN2

B

i

Formic Acid Qitric Acid

Verhaltnis 0Rgonm Mutante/Wt

o
"

Abb.D.40: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Q\rpoN2 im Vergleich zum Wildtyp
B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensmbten Dichte AbssonmMutante gegen Wildtyp
in halblogarithmischer Auftragungsweise auf Kohteffguellen die die Kriterien >2 oder <0,5
erreicht haben.

Diese Mutante verwertet im Vergleich zum Wildtyp eevKohlenstoffquellen besser, wenn
diese als alleinige Kohlenstoffquelle angebotendeer Zum einen Formic acid und zum
anderen Citric acid. Zu beachten ist dabei diecallgine Reduktion der Verwertung auf fast
allen getesteten Kohlenstoffquellen, die jedoclhindie festgelegten Kriterien van0,5 und

> 2 erflllen.

D.2.8.3 Kohlenstoffverwertung der Doppelmutante
XccB10ArpoN2::pK19 QrpoN1

Der alternative Sigmafaktor RpoN liegt im Xcc B1G@nom in zwei Kopien vor. In dieser

Arbeit wurde jedes Gen einzeln deletiert und eiop@2Imutante konstruiert.

ptsH manX  ptsN
mMgtE2 ptsl 1354 hrpK 1357rpoN1 2227 2228 222%1eQ 2231rpoN2

A adadadia goaadia

1 kk 1 Kt

Abb.D.41: Genorganisation upstream der deletierten GenapoN1l und rpoN2 im Xcc B100
Genom. Die deletierten Gene sind mit einem dunklen Rjekennzeichnet, wahrend die downstream
liegenden Gene mit einem weilRen Pfeil dargestalit s
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Das den Sigmafaktor RpoN1 kodierende Gen liegt goneam deptsHIN Gene, die in der

Kohlenhydrataufnahme als PTS Transporter eine Reféelen. Das GerrpoN2 ist

downstream der Flagellar-Biosynthese Gene lokalisie

10

XccB10ArpoN2::pK19QrpoN1

Acetic Acid

Propionic Acid

Verhaltnis 0Rggnm Mutante/Wt
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Abb.D.42: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10MArpoN2::pK19QrpoN1 im Vergleich
zum Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhéaltnis der erreichtensmgbten Dichte Abgye.mMutante
gegen Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsseeauf Kohlenstoffquellen die die Kriterien >2

oder <0,5 erreicht haben.

Die Doppelmutante mit den deletierten Gen@oN1 und rpoN2 zeigt nur auf den zwei

Kohlenstoffquellen Acetic acid und Propionic acid en Vergleich zum Wildtyp anderes

Verwertungsprofil, welches die Kriterien > 2 oder0s5 erfillt. Betrachtet man alle 95

Kohlenstoffquellen sieht man eine allgemeine Reidukter Verwertung auf nahezu allen

Kohlenstoffquellen, die jedoch nicht die Grenzkiga erfullen. Diese Beobachtung ist
vergleichbar mit dem Ergebnis der Kohlenstoffvetweg der Mutante XccB1@0 poN2.
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D.2.8.4 Motilitatstest der Mutanten XccB10@ArpoN2 und
XccB10QArpoN2::pK19 QrpoN1

Mit Bromfieldplatten, Nahrstoffagarplatten die neinen geringen Anteil an Agar (0,3 9

und geringere Mengen an Nahrstoffen enthaltenesstmoéglich die Fortbewegung von
Bakterien mittels ihrer Flagellen (Swimming) zu ensuchen. Dazu wird in die Mitte der
Platten Bakterien gegeben und das AusschwarmemBalderienkolonie auf der Agarplatte
beobachtet. Motile Bakterien breiten sich dabeitetst ihnrer Flagellen kreisférmig aus,

waéhrend sich bei nicht motilen Bakterien die Kobnicht weiter vergré3ert.

Motilitatststests auf
Bromfieldplatten

Abb.D.43: Motilitatstests auf Bromfieldplatten mit dem Wildty p und drei Mutanten. (A) Xcc
B100 Wildtyp, (B) XccB100::pK1QrpoN1, (C) XccB100ArpoN2::pK19QrpoN1 (D) XccArpoN2.

Der Wildtyp zeigt einen motilen Phanotyp auf Brosidplatten. Er ist in der Lage mittels

Swimming, der Fortbewegung durch Flagellen, sichdmn Nahrstoffagarplatte kreisformig

auszubreiten. Der Durchmesser nach drei Tagen #tiarb bei 30°C betragt 3,4 cm. Die

Mutante XccB100::pK1QrpoN1 zeigt im Vergleich zum Wildtyp keine signifikante

Verdnderung im Swimming. Einen extrem signifikantdnterschied im Durchmesser der
Swimming- Kolonie findet man bei der Einfachmutame alternativen Sigma-54- Faktor

ropoN2  (XccB10ArpoN2) und  noch  deutlicher bei  der Doppelmutante
XccB1O0ArpoN2::pK19QrpoN1.
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Tab.D.20: Ergebnis des ungepaarteri-test zum Vergleich der Motilitdt des Wildytps zu dn
untersuchten Mutanten. Der t-test dient dem Vergleich zweier Mittelwerte zweigrterschiedlicher
Gruppen. Gezeigt sind der Durchmesser, die Standdnaeichung des Durchmessers in cm und das
Ergebnis destest. +++ extremer Unterschied, ++ gro3er Unteestht nachweisbarer Unterschied.

Stamm Durchmesser (cm)  Std.- Abw. (cm) t-test
Xcc B100 3,425 0,148
XccB100::pK19rpoN1 2,95 0,41 +
XccB10QArpoN2 1,436 0,45 +++
XccB10QArpoN2::pK19QrpoN1 0,57 0,075 +++
D.2.9 Analyse der Mutante XccB108xcc-b100 1019

Die Mutante XccB10@xcc-b100 1019 tragt eine durch ,gene-SOEing“ eingelite
markerfreie Deletion in einem Gen, welches eineguRdor der Lacl-Familie kodiert. Die
Microarray-Analyse wurde in M9-Minimalmedium mit 596 (w/v) Glukose in der

exponentiellen Wachstumsphase der Mutante durchgefi

1015 1016 1012 1019 1020 102InscL

> o @acdd

1 kb
Abb. D.44:Genorganisation upstream und downstream des deletten Gens (1019) im Xcc B100
Genom. Das deletierte Gen mit der GenDB-Identifikationsmuer xcc-b100 1019 ist mit einem
grauen Pfeil gekennzeichnet, wéhrend die umgebe@re durch einen weiRen Pfeil dargestellt
sind.
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D.2.9.1

Transkriptomische Charakterisierung der Muante

Axcc-b100_1019 log-Phase

Avalue

Abb.D.45: M/A-Scatterplot mit dem Verhéltnis des M-Werts zu dm A-Wert aus den

Hybridisierungen der Proben der Mutante XccB10@xcc-b100 1019 in der exponentiellen
Wachstumsphase in M9-Minimalmedium im Vergleich zumWildtyp. Aufgetragen ist der M-Wert
gegen den A-Wert, wobei statistisch signifikanfetiéntiell exprimierte Gene, die alle drei Kritarie
erfullen griin (reprimiert) oder rot (induziert) §dbt sind. Blaue Punkte stellen die nicht differaht
exprimierten Gene der Mutante dar.

Tab.D.21: Liste der statistisch differentiell exprimierten Gene in der exponentiellen
Wachstumsphase der Mutante XccB108xcc-b100 1019 im Vergleich zum Wildtyp in M9-
Minimalmedium.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_ 1799 rpfN carbohydrate-selective porin 2,78
xcc-b100 1018 celA2 1,4-beta-cellobiosidase 1,87
xcc-b100_0661 cel2 exported cellulose 1,4-beta-cellobiosidase 1,72
xcc-b100_0738 pglAl exported polygalacturonase 1,61
xcc-b100_1040 - hypothetical protein 1,59
xcc-b100_1802 fruB PTS fructose porter 1,57
xcc-b100 0028 - putative exported peptidase 1,34
xcc-b100 1494 - Extracellular serine protease 1,31
xcc-b100_ 0460 - hypothetical protein predicted3iymo 1,27
xcc-b100 1801 fruK 1-phosphofructokinase 1,26
xcc-b100_1531 - Conserved hypothetical protein 1,16
xcc-b100_0431 - hypothetical protein 11
xcc-b100_3498 - Extracellular protease 1,09
222xcc_050728 3735 rhgB pseudogene 1,07
xcc-b100_0460 - hypothetical protein 1,04
xcc-b100 0819 cel exported cellulase / xyloglucan hydrolase 0,98
xcc-b100 1144 - Putative siderophore biosynthasitem -1,06
xcc-b100_1807 NAD-specific glutamate dehydrogenase -1,21
xcc-b100_1143 - Putative siderophore biosynthasitem -1,48
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xcc-b100_ 1141 - Putative siderophore biosynthasitem -1,78
xcc-b100 1145 - TonB-dependent outer membrane t@cep -2,1

Bei einer Gesamtzahl von 21 differentiell exprirtear Genen in M9- Minimalmedium und
exponentieller Wachstumsphase, darunter sechzeoziert und finf reprimierten, zeigt sich
in der exponentiellen Phase eine Induktion der Gauig und fruK (GenDB-Identifikations-
Nummer xcc-b100_ 1802 und 1803). Ebenfalls induzsridas GerrpfN mit der GenDB-
Identifikations- Nummer xcc-b100_1799. Die GefmaB und fruK liegen im Fruktose-
Operon. Das GempfN kodiert fur ein Kohlenhydrat-selektives Porin derder bakteriellen
Membran. rpfN ist ein Carbohydrat-selective Porin und ist veflio an der AuReren
Membran lokalisiert und eventuell sowohl fir denarfisport von Glukose, Glycerol,

Mannitol, Fruktose, als auch Maltose verantwortlich

1 kb

rpfN fruA fruK fruB  xcc-b100_ 1803

< [ D

Abb.D.46:Genorganisation des Fruktose-Operons in Xcc B10@unkle Pfeile kennzeichnen die
als statistisch signifikant reprimierten induzie®ene des Operons.

Weitere Gene die differentiell exprimiert werdest das fur die Siderophor-Aufnahme
verantwortliche Gencluster (xcc-b100_1141 bis xt6éh 1145), das in der exponentiellen

Phase eine Reprimierung zeigt.
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D.2.9.2 Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Axcc-b100 1019

XccB10QAxce-b100_1019
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Abb.D.47: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10xcc-b100 1019 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhéaltnis der erreichtensmgbten Dichte Absy.,mMutante gegen
Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise atdhlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Die Mutante XccB10@8xcc-b100 1019 zeigt bei sieben Kohlenstoffquelléme ebessere

Verwertung als der Wildtyp (D-Xylose, Acetic aci-Tartaric acid, Citric acid, Propionic
acid, L-Serine und Acetoacetic acid). D-Glucosamatid wird als einzige Kohlenstoffquelle
im Vergleich zum Wildtyp von der Mutante schlechterwertet.

D-Glucosaminic acid (2-amino-2-deoxy-D-gluconicihdst ein Bestandteil des bakteriellen

Lipopolysaccharids (LPS).

D.2.10 Charakterisierung Mutante XccB10@xcc-b100 0167

Die Mutante XccB10@xcc-b100_ 0167 ist in einem Gen, welches fur einegufator der
Lacl-Familie kodiert, durch ,gene-SOEing“ markerfrdeletiert. Die Microarray-Analyse
wurde in  M9-Minimalmedium mit 0,5% (w/v) Glukose irder exponentiellen

Wachstumsphase der Mutante durchgefihrt.
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0159 chlE apeH mhpD dctP  dctQ dctM  xyiIB3  A0167
K< L oL oL SED
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Abb.D.48: Genorganisation upstream des deletierten Gens (016t Xcc B100 Genom.Das
deletierte Gen mit der GenDB-ldentifikationsnummec-b100_0167 ist mit einem grauen Pfeil
gekennzeichnet, wahrend die umgebenden Gene dueriseillen Pfeil dargestellt sind.

D.2.10.1 Transkriptomische Charakterisierung der Mutante

Axcc-b100_0167 log-Phase

Avalue

Abb.D.49: M/A-Scatterplot mit dem Verhéltnis des M-Werts zu dm A-Wert aus den

Hybridisierungen der Proben der Mutante XccB10@xcc-b100 0167 in der exponentiellen
Wachstumsphase in M9-Minimalmedium im Vergleich zumWildtyp. Aufgetragen ist der M-Wert
gegen den A-Wert, wobei statistisch signifikanfetiéntiell exprimierte Gene, die alle drei Kritarie
erflllen grin (reprimiert) oder rot (induziert) gdt sind. Blaue Punkte stellen die nicht diffeieht
exprimierten Gene der Mutante dar.

In der exponentiellen Wachstumsphase zeigt sichlieser Mutante eine Induktion von zwei
Regionen, die benachbart im Genom lokalisiert sEidmal die der GenérpF, hpaB und
WpA, die beim Aufbau des Typ-lll-Sekretionssystemseligt sind. Zum anderen die
Induktion einer Region in der die Gene des DicaytaixTransport-Systems lokalisiert sind
(chlE, dctP, apeH). Das Dicarboxylat-System ist fur die Aufnahme \Dicarboxylaten wie
Succinat, Malat und Fumarat verantwortlich. Des téfen wird die Expression von vier
Genen, die fur die pflanzliche Zellwand zersetzeladeenzyme kodieren induzieds{, pglA,
celA undcelS).

121



Ergebnisse

Tab.D.22: Liste der statistisch differentiell exprimierten Gene in der exponentiellen
Wachstumsphase der Mutante XccB10fxcc-b100 0167 im Vergleich zum Wildtyp in M9-
Minimalmedium.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert
xcc-b100_0133 - hypothetical protein 2,65
xcc-b100_0160 chlE exported cholinesterase 2,48
xcc-b100_ 0163 dctP dicarboxylate transport system, periplasmic sibsta 2,41

binding component
xcc-b100 1494 - Extracellular serine protease 2,38
xcc-b100_0661 cel exported cellulose 1,4-beta-cellobiosidase 2,17
xcc-b100_0738 polAl exported polygalacturonase 2,17
xcc-b100_0159 - exported esterase& 2,15
xcc-b100_0161 apeH exported acylaminoacyl-peptidase 1,99
xcc-b100_ 1018 cel2 1,4-beta-cellobiosidase 1,81
xcc-b100_3065 hpal Hpal protein 1,7
xcc-b100_0424 - hypothetical protein 1,6
xcc-b100 3243 - conserved hypothetical protein 1,51
xcc-b100_0819 cel exported cellulase / xyloglucan hydrolase 1,49
xcc-b100_2179 motAl Flagellar motor component MotA 1,37
xcc-b100_3058 - conserved hypothetical protein 1,27
xcc-b100_3085 hpaB HpaB protein 1,23
xcc-b100_ 3327 - putative phage tail assembly pmdtei 1,22
xcc-b100_1596 - leucin rich protein 1,2
xcc-b100_3256 - transducer protein car 1,12
xcc-b100_0431 - hypothetical protein 11
xcc-b100_3086 hrpw HrpW protein 1,08
xcc-b100_3388 phoB two-component system regulatory protein 1,07
xcc-b100_3232 - hypothetical protei 1,07
xcc-b100 2337 - Metallopeptidase 1,07
xcc-b100_3064 hpa2 Putative transglycosylase HpaH 1,04
xcc-b100_1786 upp Uracil phosphoribosyltransferase 1,03
xcc-b100_3088 hrpF HrpF protein 1,03
xcc-b100_2655 - conserved hypothetical protein 0,93
xcc-b100_3083 hrpD6 HrpD6 protein 0,92
xcc-b100_1230 pilH Type IV pilus response regulator PilH -0,91
xcc-b100_3931 - Putative secreted protein -1,01
xcc-b100 4137 - hypothetical protein -1,04
xcc-b100_0792 - TonB-dependent outer membrane t@cipn -1,06

complex
xcc-b100_ 3779 - Putative secreted protein -1,09
xcc-b100_1388 - Conserved hypothetical protein 181,
xcc-b100_1144 - Putative siderophore biosynthesitem -1,25
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xcc-b100_ 1015 - Putative O-Glycosyl hydrolase -1,42
xcc-b100 1143 - Putative siderophore biosynthesitem -1,78

1 kb

0159 chlE apeH mhpD dctP dctQ dctM xylB3 A0167

£ | |l JIEE

Abb.D.50: Genorganisation der fir das Dicarboxylat TransportSystem kodierenden Gene in
Xcc B100.Als induziert detektierte Gene sind mit einem dankPfeil markiert, das deletierte Gen
downstream der flr das Dicarboxylat Transport-Sydtedierenden Gene ist rot markiert.

1 kb

hrcR hrcShpaA hrcD hrpD6 hpaB ypvA 3087 hrpF
hrpE
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Abb.D.51: Genorganisation der fur das Typ-llI-Sekretions-Sysem kodierenden Gene in Xcc
B100.Als induziert detektierte Gene sind mit einem dankPfeil markiert.

D.2.10.2 Kohlenstoffverwertung der Mutante

XccB10Mxcce-b100 0167
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Abb.D.52: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Qxcc-b100 0167 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensgbten Dichte AbsgonnMutante gegen
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Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise atdhlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Vierzehn Kohlenstoffquellen kénnen von dieser Mt#abesser verwertet werden als vom
Wildtyp. Diese Kohlenstoffquellen sind D-Alaninely@erol, D-Xylose, Formic acidy-Keto-
Butyric acid, M-Tartaric acid, Citric acid, Propicnacid, L-Serine, L-Alanine, L-Alanyl-
Glycine, Acetoacetic acid und Tyramine.

Diese Mutante verwertet zudem einige Mono-Carbomsawie Formic acid, Acetic acid und
Propionic acid besser als der Wildtyp. Ebenso eitigtosduren wie-Keto-butyric acid und
Acetoacetic acid.

D.2.11 Charakterisierung der Mutante XccB10@xcc-b100_ 2513

Die Mutante XccB10@xcc-b100 2513 tragt eine durch Plasmidintegratiomgebrachte
Mutation in einem Gen, welches einen moéglichen Regu der LysR-Familie dessen
Spezifitat nicht geklart ist, kodiert.

dygod 2516
aglaz 2308 siaE 2510 251 2512 2513 dgoD  dgoK

{ | @K € e A D

Abb.D.53:Genorganisation upstream und downstream des deletien Gens (2513) im Xcc B100
Genom (Serrania etal., 2008). Das deletierte Gen mit der GenDB-Identifikatiorsmoer xcc-
b100_ 2513 ist mit einem gestrichelten Pfeil gekeioimet.
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XccB10QAxce-b100_2513
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Abb.D.54: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Qxcc-b100 2513 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensgbten Dichte AbsgonnMutante gegen
Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise atdhlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Die Mutante verwertet die beiden Kohlenstoffquell2iGalaktose und Lactulose schlechter
als der Wildtyp. Lactulose ist ein Disaccharid béshd aus D-Galaktose und Fruktose. Das
deletierte Gen, welches einen moglichen Regulater dysR-Familie kodiert, ist in
Transkriptionsrichtung der Galaktose-Verwertungemed@ im Xcc B100 Genom lokalisiert
(Serrania eal., 2008).

D.2.12 Charakterisierung der Mutante XccB10@xcc-b100_ 1703

Die Deletion in diesem Gen, welches einen Reguldesr Lacl-Familie kodiert, ist mittels
~.gene-SOEing“ eingebracht und deletiert die Koaigron.

1700 suc cat 1703 thrS infCrpml rplT

oL > >@l__>DbDh o

1 kb

Abb.D.55: Genorganisation upstream und downstream des deletien Gens (1703) im Xcc B100
Genom. Das deletierte Gen mit der GenDB-ldentifikationsmoer xcc-b100_ 1703 ist mit einem
dunklen Pfeil gekennzeichnet, wahrend die umgebe@me mit einem weil3en Pfeil dargestellt sind.
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XccB10Mxce-b100 1703
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Abb.D.56: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Q\xcc-b100_im Vergleich zum Wildtyp
B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensmbten Dichte AbssonmMutante gegen Wildtyp
in halblogarithmischer Auftragungsweise auf Kohteffguellen die die Kriterien >2 oder <0,5
erreicht haben.

Die Verwertung von Maltose, einem Disaccharid upal®rodukt der Stérke, ist bei dieser
Mutante im Vergleich zum Wildtyp verschlechtert. Ddiesen Regulator kodierende Gen
liegt upstream des Gemgt welches fur eine exportierte Cyclomaltodextrin €alinansferase
kodiert.

D.2.13 Charakterisierung der Mutante XccB10@xcc-b100_ 1971

Das Gen, welches diesen Regulator der Lacl-Fankiiidiert, liegt upstream der Gene
malEFG und wurde mittels ,gene-SOEing"“ deletiert.

1971 1972 1973 malE malF malG

D | | =1Ll

1 kb
Abb.D.57: Genorganisation downstream des deletierten Gens (18) im Xcc B100 GenomDas

deletierte Gen mit der GenDB-ldentifikationsnummnxec-b100_ 1971 ist mit einem dunklen Pfeil
gekennzeichnet, wahrend die umgebenden Gene raineireil3en Pfeil dargestellt sind.
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XccB10Axce-b100_1971
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Abb.D.58: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Qxcc-b100 1971 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensgbten Dichte AbgsyonnMutante gegen
Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise athlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Die Kohlenstoffquellen auf denen diese Mutante dmessere Verwertung zeigt sind D-
Alanine, D-Serine, D-Sorbitol, Glycerol, Acetic Agia-Keto-Butyric Acid, M-Tartaric Acid,
D-Fructose-6-Phosphate, 2-Deoxy Adenosine, CitamAPropionic Acid, Inosine, L-Serine,
L-Threonine, L-Alanyl-Glycine, Acetoacetic Acid, Malic Acid, Glycyl-L-Proline,
Tyramine, L-Lyxose und Phenylethylamine. Die upmtnedes deletierten Gens liegenden
Gene malEFG kodieren fur einen ABC-Transporter Aufnahme Kompfér Lactose/ L-

Arabinose.

D.2.14 Charakterisierung der Mutante XccB10@AsuxR

Die Deletion in dem GesuxR wurde mittels ,,gene-SOEing* eingebractuxR kodiert einen
Regulator der Lacl-Familie.

suh SUXA sucC suxR phbB

< < o@d

1 kb
Abb.D.59: Genorganisation upstream und downstream des deletten Gens suxR im Xcc B100

Genom. Der deletierte RegulatasuxR ist mit einem dunklen Pfeil gekennzeichnet, wabrele
umgebenden Gene mit einem weilRen Pfeil dargesiett

127



Ergebnisse

XcecB10MsuxR
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Abb.D.60:Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10MsuxR im Vergleich zum Wildtyp B100.
Dargestellt ist das Verhéltnis der erreichten apiés Dichte Absgg,m Mutante gegen Wildtyp in
halblogarithmischer Auftragungsweise auf Kohlerfgioéllen die die Kriterien >2 oder <0,5 erreicht
haben.

Die Mutante XccB10AsuxR verwertet im Vergleich zum Wildtyp schlechter Ldta acid,
zeigt jedoch eine bessere Verwertung von Formiad aond Citric acid. Alle drei

Verbindungen sind Carbonsauren.

D.2.15 Charakterisierung der Mutante XccB100::pK1®ihfA

Das diea-Untereinheit des Regulators IhfA kodierende Glafi liegt upstream degum-

Clusters. Das Gen wurde mittels Plasmidintegratiomagenisiert.

ihfA 1711gumB gumC gumD gumE  gumF gumG gumH guml

POLOL > > > OO 00D

1 kb

Abb.D.61: Genorganisation downstream des deletierten Gen&ifA im Xcc B100 Genom.Das
deletierte GenhfA ist mit einem dunklen Pfeil gekennzeichnet, watrdie downstream liegenden
Gene mit einem weil3en Pfeil dargestellt sind.
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Abb.D.62: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB100::pK19QihfA im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhéaltnis der erreichtensmgbten Dichte Absy.,mMutante gegen
Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise atdhlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Die Mutante zeigt in diesem Assay eine bessere ®ang der Kohlenstoffquellen D-
Xylose, Formic acid, M-Tartaric acid, Citric aciBropionic acid, L-Alanyl-Glycine. Eine

schlechtere Verwertung zeigt sich auf Pyruvic atngro-Ketosaure.

D.2.16 Charakterisierung der Mutante XccB100::pK1®2xcc-b100_1711

Das Gen mit der GenDB-ldentifikations-Nummer xc®®11711 kodiert einen Regulator der
MerR-Familie und ist unmittelbar upstream dgsn-Clusters lokalisiert. Dieses Gen wurde
durch die Integration eines Plasmids unterbrochen.

ihfA 1711gumB gumC  gumD gumE  gumF gumG gumH guml

DRLOL > > > OO0
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Abb.D.63: Genorganisation downstream des deletierten Gens (1¥) im Xcc B100 GenomDer
deletierte Regulator mit der GenDB-ldentifikatiadammer xcc-b100_ 1711 ist mit einem dunklen
Pfeil gekennzeichnet, wahrend die downstream lidgenGene mit einem weilRen Pfeil dargestellt
sind.
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XccB100::pK19xce-b100_1711
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Abb.D.64: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB100::pK19Qxcc-b100_1711 im Vergleich
zum Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhéaltnis der erreichtensmgbten Dichte Abgy,mMutante
gegen Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsseeauf Kohlenstoffquellen die die Kriterien >2
oder <0,5 erreicht haben.

Die Mutation in diesem Gen hat im Vergleich zum #§fp eine bessere Verwertung der
folgenden Kohlenstoffquellen zu folge: D-Alanine;S@rine, Glycerol, D-Xylose, Formic
Acid, D-Ribose, Acetic Acidp-Keto-Butyric, Acid, M-Tartaric Acid, 2-Deoxy Adesme,
Glycyl-L-Aspartic Acid, Citric Acid, Propionic AcidL-Serine, L-Alanine, L-Alanyl-Glycine,
Acetoacetic Acid, Glycyl-L-Proline, Tyramine und éttylethylamine. Darunter einige

Aminosauren wie L-Serine, L-Alanine, D-Alanine ubeSerine.
D.2.17 Charakterisierung der Mutante XccB10@xcc-b100_ 1803
Diese Mutante ist in einem Gen deletiert, welchasre Regulator der Lacl-Familie kodiert.

Es wurde mittels ,gene-SOEing“ deletiert und istwdstream des Fruktose-Operons
lokalisiert.

rpfN fruA fruK fruB 1803 1804 acrA2 1806

00 < < KK 1w

Abb.D.65: Genorganisation downstream und upstream des deletien Gens (1803) im Xcc B100
Genom. Das deletierte Gen mit der GenDB-IdentifikationsaNner xcc-b100_1803 ist mit einem
dunklen Pfeil gekennzeichnet, wéhrend die umgeb&are mit einem weil3en Pfeil dargestellt sind.
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XcecB10Mxce-b100 1803
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Abb.D.66: Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Q\xcc-b100_1803 im Vergleich zum
Wildtyp B100. Dargestellt ist das Verhaltnis der erreichtensgbten Dichte AbggnmMutante gegen
Wildtyp in halblogarithmischer Auftragungsweise atdhlenstoffquellen die die Kriterien >2 oder
<0,5 erreicht haben.

Die Mutante verwertet die Kohlenstoffquellen FormAicid, 2-Deoxy Adenosine und Citric
Acid besser als der Wildtyp, wahrend die Verwertwog a-Keto-Butyric Acid, Glycyl-L-
glutamic Acid und D-Psicose schlechter ist. D-Psicist ein G-Epimer der D-Fruktose, vor
dessen Aufnahme-OperainyABK) das deletierte Gen lokalisiert ist.

D.2.18 Charakterisierung der Mutante XccB10@rbsR

Das GenrbsR kodiert einen Regulator der Lacl-Familie und wudlech ,gene-SOEing*
deletiert. Er ist upstream zweier TonB- abhangiBezeptoren im Xcc Genom lokalisiert
(vgl. Abb.D.67).

rbsR 4343 4344

B > >

1 kb
Abb.D.67: Genorganisation downstream des deletierten GendisR im Xcc B100 Genom.Das

deletierte GerrbsR ist mit einem dunklen Pfeil gekennzeichnet, wéatrdie umgebenen Gene mit
einem weil3en Pfeil dargestellt sind.

131



Ergebnisse

XccB10ArbsR
El{)
)
5
>
il
P | il
%”1@&@ _;‘?bo _;vbo é‘\oé« ;‘?‘9 6\;@0 (g“‘b& ‘o?ov
A
~
@
>

Abb.D.68:Kohlenstoffverwertung der Mutante XccB10Q\rbsR im Vergleich zum Wildtyp B100.
Dargestellt ist das Verhéltnis der erreichten apiés Dichte Absgg,m Mutante gegen Wildtyp in
halblogarithmischer Auftragungsweise auf Kohlerfgioéllen die die Kriterien >2 oder <0,5 erreicht
haben.

Die Mutante XccB10@rbsR verwertet die Kohlenstoffquellen D-Xylose, Formixid,
Acetic Acid, 2-Deoxy Adenosine, Citric Acid, Propic Acid, L-Alanyl-Glycine und
Acetoacetic Acid im Vergleich zum Wildtyp in diesekssay besser.
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Diskussion

E.1l Genomweites Transkriptionsprofil der diskontnuierlichen

batch-Bioreaktor-Kultivierung von Xcc

Die Wachstumsparameter der drei unabhéngigen hsulogn Replikate zeigen einen sehr
ahnlichen Verlauf. Die biologischen Replikate eumsl zwei korrelieren aufgrund ihrem fast
nahezu identischem Kultivierungsverlauf, bezogerdaioptische Dichte, die Trockenmasse,
die Lebendzellzahl, die Xanthanproduktion und digtiKierungsdauer sehr gut miteinander.
Das dritte biologische Replikat weicht etwas voaséim Kultivierungsverlauf bezogen auf
die optische Dichte und die Xanthanproduktion ab. Vird beim dritten Replikat im
Vergleich zum Mittel der anderen beiden Kultiviegen nur eine optische Dichte von 70%
und bei der Xanthanproduktion nur ein Wert von rut@6 erreicht. Verglichen mit in der
Literatur publizierten Xanthan-Ausbeuten liegen Kidtivierungen mit einem Mittel von 6,8
gl™ und einer Umwandlung von Glukose in Xanthan von %4im unteren Bereich
untersuchter Kultivierungen (Garcia-Ochoaakt 2000). Ein Grund dafur kdnnen die bereits
beschriebenen Probleme mit dem Ruhrer im Bioreaktdrdie damit verbundene mangelinde
Aufrechterhaltung der Kultivierungsparameter, wigr Gauerstoff-Konzentration sein. Dies
beeinflullt die Wachstumsphasen erheblich, was damgere Kultivierung in der
Stationarphase nicht ermdglichte.

Die Validierung der Microarray-Experimente mitte/¢ellow-Experimenten® und ,Virtual
Slides* zur Untersuchung der Konstanz in der Reigweobe, ergab eine gute
Vergleichbarkeit der Hybridisierungen innerhalb esinReplikats. Somit konnte bei der
Hybridisierung derselben Zeitpunkte auf einem Arfayellow-Experiment”) kein Gen als

statistisch signifikant differentiell exprimiert @dtiert werden.

Der Vergleich der Referenzproben innerhalb eingdikRas auf einem virtuellen Array lag in
einem tolerierbaren Bereich (Serraniaakt 2008; Huser eal., 2003; Riberg edl., 2003;
Loos etal., 2001). Bei der Untersuchung der Referenzen heisaden drei biologischen

Replikaten, konnte festgestellt werden, daf} sicle direi Kultivierungen in der
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Zusammensetzung des Referenzpools unterscheidenko8oten beim Vergleich des
Referenzkanals t2h aller drei Replikate 218 Gerse sthtistisch signifikant differentiell
exprimiert detektiert werden. Beim Vergleich desp&mxmentkanals t2h der Replikate 41
Gene als statistisch signifikant differentiell expiert detektiert werden. Zusammenfassend
laRt sich darlegen, dal3 die Replikate intraspetifeine geringe Varianz aufweisen, wahrend
die interspezifische Varianz deutlich durch dietuatlen Hybridisierungen der Referenzen
gezeigt werden konnte. Ebenso konnte sich durchrdierschiedlichen statistischen Tests der
Auswertung zeigen lassen, dal3 die Varianz nicliinischer Natur ist, sondern vielmehr eine
biologische Varianz in den Experimenten und dertiigrung vorliegt, die durch die drei
unterschiedlichen Kultivierungen bedingt ist.

Durch die ,Principial Component Analyse” (PCA) udds ,Hierarchische Clustering” (HCL)
der Experimente konnte gezeigt werden, dal3 dieo@ethen Replikate zwei und drei auf
transkriptioneller Ebene eine engere Relation amer aufweisen, als zum ersten
biologischen Replikat. Die Proben der lag- undi&tagirphase der beiden Replikate zwei und
drei bilden ein Cluster, wahrend die Proben deteerReplikats ein separates Cluster bilden.
Dies ist ein kontréres Profil zu dem der Wachstuaremeter, bei dem die Replikate eins und
zwei ein ahnliches Verhalten zeigen. Die als dtatis signifikant differentiell exprimierten
Gene, die in den Replikaten durch Microarray-Analgistektiert werden konnten sind fir alle
drei biologischen Replikate, vornehmlich als repeidetektiert. Eine Ausnahme bildet der
Zeitpunkt t2h bei dem eine Induktion vor allem =ne, die ribosomale Proteine kodieren,

detektiert werden konnte.

FalRt man die Expressionsprofile der Gene zusamréBh dich ein ,Cell-Cartoon” als
allgemeines Modell mit den fur die jeweiligen Grepp reprasentativen

Genexpressionsprofilen erstellen.
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Abb.E.1.:Allgemeines Modell dargestellt als ,Cell-Cartoon* mt den fur die jeweiligen Gruppen
reprasentativen  Genexpressionsprofilen der drei biogischen Replikate Auffallige
Genexpressionsprofile sind exemplarisch fir die éseter ROS-Detoxifikation,gum-Gene,
Nukleotidzucker-Biosynthese, Aminoséaure-Biosynthese Eisen-Aufnahme, Oxidative
Phosphorylierung, Zitronenséurezyklus, ribosomalend&; Schwefel-Metabolismus, Glykolyse,
Entner-Doudoroff-Weg, Pentose-Phosphat-Weg unéridigellar-Biosynthese gezeigt.

E.1.1 Induktion der Gene fir die Sauerstoff-Radilal-Detoxifikation

Die starke Induktion der ROS-Enzyme kodierendeneGaumm Zeitpunkt t2h in allen drei
biologischen Kaultivierungen und die Reprimierungs dexpressionslevels wéahrend der
Kultivierung, zeigt eine kontrare Entwicklung zuner fed-batclE. coli Kultivierung, bei der
das Expressionsniveau zu spateren Zeitpunkten diivi€rung steigt (Yoon eal., 2003).
Die Sauerstoff-Radikale aus der spat-exponentiélease des 2L Inokulum, das in den 13L-
Bioreaktor uberfuhrt wurde kdnnten zusatzlich zutartSSauerstoff-Gehalt von p©100%
einen oxidativen Strel3 ausgeldst haben. Die Inoktfuobe zeigt indes keine Induktion der
ROS-Detoxifikations Gene, sondern eine starke Raprung dieser Gene mit einem M-Wert
von maximal -2,3 des GeraghpF in dem dritten biologischen Replikat. Der Ursprushey
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Sauerstoff-Radikale in diesen Kultivierungen kéndés Inokulum sein, mit der Produktion
der Radikalen in der oxidativen Phosphorylierungeroder Start-Sauerstoff-Gehalt von
pO,=100%. Des weiteren spielt unter Umstanden das r&&feDesign des Microarray-
Experiments eine Rolle. Der Referenzpool aus depetnen Zeitpunkten der Kultivierungen
konnte dieses Expressionsprofil erklaren. Das iveladhe Expressionslevel zum Zeitpunkt
t2h kdnnte das Level dieser Gene in der Referdgerakin anheben, so dal3 die restlichen
Zeitpunkte im \ergleich zur Referenz reprimiert obi@inen, tatsachlich jedoch eine

biologisch erklarbare konstitutive Expression den&vorherrscht.

E.1.2 Expression der ribosomalen Gene

Die Expression von Genen deren Genprodukte Protndranslation (ribosomale Protein
Untereinheiten, Elongationsfaktoren und tRNA Sytdken) sind, zeigt eine Induktion zum
Beginn der Kultivierung und eine Reprimierung deranskription zum Ende der
Kultivierungen in der stationaren Wachstumsphagg. (Ergebnisse 3.13). Die Induktion
dieser Gene zu Beginn der Kultivierungen ist duoshsinnvoll, da die Prozesse in nahezu
unbegrenztem Na&hrstoffangebot zu Beginn der Keltivagen induziert werden und beim
Ubergang aus der exponentiellen Wachstumsphaseieinstdtionare Phase es zu einer
Limitierung der Nahrstoffangebote kommt und zu ewmerlangsamten Wachstumsrate. Das
Level der ribosomalen Proteine nimmt ublicherweisé Ubergang in die stationare
Wachstumsphase aufgrund der langsameren Wachstemsta (Yoon etl., 2003). Zudem
sind ribosomale Proteine translationale Repressbren eigenen Biosynthese (Watsoraket
2004). Anderungen in der Wachstumsrate filhren sichmeiner Abnahme der Synthese aller
ribosomaler Komponenten. Dabei binden ribosomat¢eire nahe der Translations Initiation
Sequenz des ersten Gens eines ribosomalen Openonseshindern die Anlagerung des

Ribosoms und der Translation aller Gene des Operons
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E.1.3 Expression degum-Gene

Interessanterweise wurde eine Reprimierung allereGkesgum-Clusters zum Zeitpunkt t2h
detektiert, wahrend es in der lag-Phase zu eindukiion dieser Gene kommt. In der

exponentiellen Phase konnte eine Reprimierung @éee@mDHF detektiert werden.

Der initiale Schritt in der Xanthan Biosynthese @&r stufenweise Aufbau der sich
wiederholenden Pentasaccharid-Untereinheiten anprdsoid-Carrier-Lipid durch die

Glykosyltransferasen kodiert vgqumDMHKI (Becker etal., 1998). GumD katalysiert dabei
den Transfer von UDP-Glucose unter UMP-Abspaltimgorm von Glukose-1-phosphat an
dem Polyisoprenol-P-Akzeptor. Die Proteine GumMHatdtysieren die sequentiellen
Anlagerungen der weiteren Monosaccharide. Die Dakawr des Heteropolymers erfolgt
durch Acetylierung und Pyruvylierung der internetieo auch terminalen Mannose durch
Anlagerung von Acetyl- und Pyruvyl-Resten. Diesé&r8te werden durch die Genprodukte
der GenggumFG katalysiert (Vojnov eél., 2001).

E.1l4 Gene der Aminosaure-Biosynthese und des Safelmetabolismus

Die Gene des Schwefelmetabolismus und der Biosgatber schwefelhaltigen Aminosauren
cys, met undhis zeigeneine Reprimierung zum Zeitpunkt t2h, in der lag-$thaine Induktion
und zum Ende der Kultivierung eine Induktion auf Expressionlevel um einen M-Wert von

Null herum.

Fur das Wachstum bendétigt jeder Organismus Schwaéelin der Proteinbiosynthese in die
proteinogenen Aminosauren Cystein und Methionimgeiaut wird. Ebenso spielt Schwefel
in Cofaktoren wie Thiamin, Biotin, den Coenzymenmd M oder Liponsaure eine essentielle
Rolle. In der Regulation des Organoschwefel-Metahuls spielt der transkriptionelle

Aktivator CysB und weitere nahverwandte RegulatatenLysR-Familie eine zentrale Rolle

(Kertesz etl., 2001).
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Abb.E.2: Regulation des Organoschwefel-Metabolismus ikscherichia coli (nach Kertesz etal.,
2001).Das Regulatorprotein CysB aktiviert die Transkaptder Gene der Cysteinbiosynthese sowie
des Regulatorproteins Cbl. Das Cbl-Protein seiitsrsmiert als Aktivator detau- und ssu-Gene,
deren Genprodukte fir die Alkansulfonatspaltungémdig sind.

Das transkriptionelle Aktivatorprotein CysB regulien E.coli nicht nur die Gene des
Cysteinbiosyntheseweges sondern zusammen mit €lExpression detau- und ssu-Gene.
TauD, eine Taurin-Dehydrogenase desulfoniert Tauwahrend Ssu andere Sulfonate
desulfoniert. Die Expression vabl wird von CysB kontrolliert.

E.1.6 Regulatorische Netzwerke

Durch alleiniges Erstellen von Genexpressionsmofikann keine Regulation der Gene
erkannt werden. Dies trifft ebenfalls flr die westgrk exprimiertegum-Gene und die Gene
der Zentralstoffwechselwege zu. Die Gene der ZEtiwechselwege zeigen in ihrer Art als
.house-keeping“ Gene eine konstitutive Genexpressiot einem konstanten Expressions-
Level, ohne signifikante Anderungen im Expressioofpim Verlauf der Kultivierungen. Fir
die Analyse dieser geringen Anderungen im Expresgiofi wurde von
Kooperationspartnern des Helmholtz Instituts flfelktionsbiologie ein regulatorisches
Netzwerk basierend auf ,Change trend* und dem L&kl Genexpression zwischen zwei

aufeinanderfolgenden Zeitpunkten konstruiert (Fdegind An-Ping Zeng, 2006).
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Abb.E.3 Abgeleitetes funktionales Netzwerk fir die Gene & ribosomalen Proteine.Unter den

52 Genen die ribosomale Proteine kodieren sinchlieifiderweise 974 funktionelle Verbindungen der
insgesamt 1326 moglichen identifiziert worden. \thasen 52 Genen des Ribosoms konnten durch
die angewendete Strategie 50 Gene als ein Subretziikend identifiziert werden. Von diesem

Gesichtspunkt aller mdglichen Interaktionen unddigch diese Methode identifizierten Interaktionen
aus, ist das Netzwerk sehr verlalich.
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Abb.E.4 Abgeleitetes funktionales Netzwerk dergum-Gene. Die die gumrGene umgebenenen
Gene koénnten eine fur die Xanthan-Biosynthese vgehRolle spielenDas GercysW (blauer Pfeil)
verbindet die GengumO undgumL, wéhrend die weiteren GepbhA undgltD zum BeispielgumH
(gruner Pfeil) verbinden.

Die Abbildung des Subnetzwerks allgum-Gene (abb.E.4) zeigt die umgebenen Gene, die
eine interessante Rolle in der Xanthan-Biosyntrgselen kénnen. Aufféallig ist das Gen
cysW, da eggumO undgumL miteinander verbindet. Zudem scheinen die Gad\ undgltD
und ihre Verbindung zugumH interessant zu sein. Das GaysW kodiert flr ein
Transmembran-Protein das einen Sulfate/ ThiosulBIC-Transporter darstellt, dessen
Regulation inE. coli bereits beschrieben ist (Kerteszakt 2001). Das GephhA kodiert fur
eine Phenylalanin-4-Hydroxylase mit einem EisenrAtas aktivem Zentrum. Das GghD
kodiert fur eine Glutamat-Dehydrogenase, ein Iroift® Flavoprotein (FMN).

Die der Analyse zugrunde liegende Betrachtung d&sange trend“ und dem Level der
Genexpression zwischen zwei aufeinanderfolgendetputikte ermdglicht die Aufstellung
von funktionalen Netzwerken und die Aufklarung zussenhéngender temporaler
Genexpressionsprofile in einem Zeitreihen-ExperimBabei werden zeitversetzte und/ oder
umgekehrte Genexpressionsprofile verschiedener &aeapn Betracht gezogen. Hier sind die
ersten Berechnungen aufgestellt und im folgenderime systembiologische Analyse durch
die Integration der simultan generierten Metabbbtten durch die Kooperationspartner der
Abteilung fur ,Proteome und Metabolome ResearchtlanUniversitat Bielfeld geplant. Die
Verlal3lichkeit der Netzwerke konnte in ersten Usiiehungen durch das Aufstellen des
funktionalen Netzwerks fur die Gene der ribosomdPeateine validiert werden. Durch die
Integration der Metabolit-Daten soll die Verlakelt der Netzwerke erhdht und eine globale

Analyse auf systembiologischer Basis durchgefulerden.
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E.2 Charakterisierung der generierten Mutanten uml

Kohlenstoffverwertung des Wildtyps

E.2.1 Wildtyp B100 Kohlenstoffverwertungs Profil

Der Wildtyp Xanthomonas campestris pv. campestris B100 wurde auf 95 verschiedenen
Kohlenstoffquellen im Hinblick auf die Verwertungeder Kohlenstoffquellen untersucht.
Dabei konnten in diesem Assay Monosaccharide unshdgharide besonders effizient

oxidiert werden. Ebenso einfache Carbonséauren gitni@ G-Korpern.

Die Aufnahme und Verwertung von einfachen Kohlefigtellen erfordert Aufnahmesysteme
und ihre Umwandlung zu Intermediaten des Glukosevsdungs-Stoffwechsels. Dies wird
durch Enzyme erreicht die eine Isomerisierung oB@osphorylierung der Zucker zu
Intermediaten des Zentralstoffwechsels katalysierédfomplexere Kohlenstoffe wie
Oligosaccharide mussen durch enzymatische Spaltuhgeglykosidischen Bindungen in die
Monomere zerlegt werden. Solche Enzyme sind typisebise Hydrolasen, Glykosidasen,
Phosphorylasen und Transglycosylasen. Des weitérefet man im Xcc Genom eine
Vielzahl an Cellulasen, Polygalacturonasen und ikdsen kodierender Gene, die die
Spaltung von Polysacchariden pflanzlichen Ursprungs Monosaccharide und

Oligosaccharide katalysieren.

Betrachtet man die Verwertung einzelner Kohlengtafflen und vergleicht diese mit der
Annotation von mdglichen Genen, die Enzyme fur Werwertungs-Stoffwechselwege
kodieren, so findet man in der Genomsequenz Xamhomonas campestris pv. campestris
B100 in Bezug auf N-Acetyl-D-Glucosamine ein Phadpdnsferase-System das ebenso wie
Fruktose auch N-Acetyl-D-Glucosamine aufnehmen kénrDabei wird N-Acetyl-D-
Glucosamine phosphoryliert und durch GImMU (eine$tihoglucosamine-Mutase und ein
bifunktionales Enzym mit Glucosamine-1-phosphatadtgltransferase und UDP-N-
acetylglucosamine Pyrophosphorylase Aktivitat) uwagedelt, wonach diese Vorstufen zur

Mureinbiosynthese zur Verfligung stehen.

Fur Trehalose existiert auf Basis der Genomdatereme partielle Verwertungsmaschinerie.

Durch TreA, eine Trehalase, kdnnte Trehalose inpResma zu Glukose hydrolysiert werden.

Fur den Kohlenstoff Mannose existiert ein Phosmratferase-System (PTS) durch welches
Mannose zu Mannose-1-phosphat oder Mannose-6-pabgphbsphoryliert werden kann. Die

kodierenden Gene singianX, ptsHIN und hprK. Die phosphorylierten Zucker stehen dann
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der Nukleotidzuckerbiosynthese oder der weiterenwdndlung zu Fruktose-6-phosphat zur

Verfligung.

Fur Fucose laRt sich anhand der Genomsequenz undbedeits annotierten Gene eine

Verwertung tUber Fucone-Lactone durch FucP ableiteR. kodiert eine L-Fucose Permease.

Der Holzzucker Xylose wird vergleichbar mit dem Kec Fucose zu dem Xylose-Lacton
umgesetzt und durch XylABP zu Xylose-5-phosphatsphoryliert. Dieser steht dann dem
Pentosephosphat-Weg zur Verfiigung.

Mannitol kann durch das Phosphotransferase-Systanmbte aufgenommen werden.

Der Zucker Maltose kann Uber zwei verschiedene Wegeertet werden. Zum einen kann er
durch das Sucrose-Phosphotransferase-System aofgesround phosphoryliert werden. Die
a-Glucosidase AgIAl spaltet den Zucker zu Glukos#ger@um anderen die Phosphorylierung
durch TreS zu Trehalose-6-phosphat und dann zud@érk

Das Disaccharid Melibiose wird im Periplasma dufaiA2, eine Mannose-1-phosphat-

Guanylyltransferase, zu Galaktose und Glukose.

D-Glukose-1-phosphat wird vermutlich Uber einen Keke Transporter in die Zelle

transportiert und kann dann ebenso wie Glukosee&gitnat verwertet werden.

Maltotriose kann als Trisaccharid in die Monomeresgalten werden und diese dann

verwertet werden.

Cellobiose wird analog zu Maltotriose in die Monameespalten. Da fur diesen Prozel3
intrazellulare Enzyme Cel, Bgll und Bgl2 (Cellulasal beta-Glucosidase) existieren, wére
ein Importsystem fur diese Kohlenstoffe logischr Deansport von Galaktose und Galaktose-
haltigen Kohlenhydraten tber die aul3ere Membrad widglicherweise durch die von xcc-

b100_ 2511 und xcc-b100_3045 kodierten TonB-abh@&mgiRezeptoren durchgefuhrt. Die ins
Cytoplasma translozierte Galaktose kann zu PyrundtD-Glyceraldehyd-3-Phosphat (GAP)

abgebaut werden, welches dann in der Glykolysenfalle zu Pyruvat umgesetzt werden

kann (Serrania etl., 2008).

Die von Xcc B100 verwertbaren Carbonsauren konmhgérch GarP und GIrA prozessiert
werden. Die weiteren Schritte zu Pyruvat, 3P-glyAdudie Verwertung erfolgt dann
moglicherweise tber die Glykolyse.
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Abb.E.5: Aus dem Kohlenhydrat-Verwertungs-Assay und dem annierten Genom
vorgeschlagenes Modell der Aufnahme und Umwandlungder durch Xcc B100 effizient
verwertbaren Kohlenhydrate in Intermediate des Zentalstoffwechsels Dargestellt sind die
moglichen Transporter der Kohlenhydrate, die davateiligten Enzyme (blau), weitere mdgliche
Stoffwechselwege, in die die Intermediate eingesedtl werden konnten (schwarz) und die
Intermediate des Zentralstoffwechsels (rot).

Xcc B100 nutzt nur wenige der untersuchten Amino=du wenn sie als alleinige
Kohlenstoffquellen in diesem Assay vorliegen. Darapellulare Stoffe nicht importiert
werden mussen, wéare das Fehlen von solchen Imgtetay fir Aminosauren nicht
unwahrscheinlich. Dies trift auch fir die weiterenicht effizient verwertbaren

Kohlenstoffquellen zu.

Verniere efal. (1993) untersuchten 148 Stamme wamthomonas campestris pv. citri aus 24
Landern mit dem Biolog Substrat-Verwertungs-AssBwbei konnten elf Kohlenhydrate
identifiziert werden, die von allen 148 Stammenwastet werden konnten. Von diesen elf
Kohlenhydraten (Cellobiose, D-Fructose;D-Glucose, Maltose, D-Mannose, Sucrose,
Monomethylsuccinatey-Ketoglutaric acid, Succinic acid, Bromosuccini¢dagnd Glycyl-L-
glutamic acid) kann Xcc B100 alle effizient vervesrt Diese Kohlenhydrate scheinen damit

einen Core-Pool an Kohlenhydraten darzustellen, wtia allen untersuchten Stammen
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verwertet werden kénnen. Die durch Xcc B100 vorgksgenen Verwertungs-Wege sind auf
Basis des annotierten Genoms in Abb.E.5 dargestellt

Betrachtet man die untersuchten Carbonsauren, &@iné generell bessere Verwertung von
C4- und G-Korpern festgestellt werden. Tangatt (2005) spekulieren, dafl3-Oicarboxylate
als primare Kohlenstoffquelle Uber die Gluconeogenga des Malic-Enzyms PpsA Wegs
von Xcc in planta verwertet werden und die prinzipielle Kohlenstatitjle wéhrend des
Infektionsprozesses darstellen. Dies kdnnte diziefftere Verwertung der £Dicarboxylate

in diesem Assay erklaren. Analog dazu wurde Rir meliloti beschrieben, dafd ,C
Dicarboxylate die Energiequelle flr das Bakteriumder Leguminosen-Symbiose darstellen
(Engelke etl., 1989).

E.2.2 Deletionsmutante XccB10fxcc-b100 4306

Die Mutation befindet sich bei dieser Mutante inesn fur einen Regulator der Lacl-Familie
kodierenden Gen. Upstream des deletierten GendastGenxylA2 lokalisiert, das eine
Xylose-Isomerase kodiert. Diese Mutante zeigt i8-Minimal-Medium mit Glukose als
Kohlenstoffquelle mit +111 % die hochste Xanthaspiihese im Vergleich zum Wildytp.
xylA2 kodiert fur eine Xylose-lsomerase, die D-Xylose RtKylulose isomerisiert, deren
Phosphorylierung zu Xylose-5-phosphat zu einemriméeliat des Pentosephosphat-Wegs
fuhrt. Eine weitere katalysierte Reaktion ist dimwandlung von D-Glucose zu D-Fructose:

A B
0. OH
O._JOH o
Ho ™ O oH OH
' f HO OH Y i —_—
HO™ ™~ “OH A HO™ ™ "OH S
CH HO OH OH HD CH
Coo03d ©0ooss Co0Lsl 00310

Abb.E.6: (A) Isomerisierung von D-Glucose (C00031) zu D-Friaose (C00095)
(http://wvww.genome.ad.jp/Fig/reaction/R00307.gif) nd (B) die Isomerisierung von D-Xylose
(C00181) zu D-Xylulose (C00310) (http://www.genomjpldbget-bin/www_bget?rn+R01432)
katalysiert durch das Enzym XylAl.
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Die Induktion von Genen, die Cellulasen und Xylagin-Hydrolasen kodieren, im Xylose-
haltigen Medium in der exponentiellen WachstumsphasVergleich zum Wildtyp korreliert
mit der Induktion von Polygalacturonasen kodierend8enen in der exponentiellen
Wachstumsphase in Glukose-Medium. In der stationdrhase kommt es zu einer
Reprimierung der Exocellulasen kodierenden Gens. iDaXylose-Medium induzierte Gen
engXCA kodiert fur die Cellulase mit ,Major-Aktivitat* irKcc 8004/ FC2 dar (Schroter at,
2001). Korrelierend dazu konnte die Induktion vamezhrp Genen in der exponentiellen

Wachstumsphase in Glukose-Medium detektiert werden.

Fuc
e Abb.E.7: Die Strukturformel des Arabidopsis-Xyloglucan mit
Gal der Cellulose  Hauptkette und den  verknipften
B1.2), Monosacchariden (Lerouxel etal., 2006). Fuc, fucose; Gal,
Xyl Xyl galactose; Glc, glucose; Xyl, xylose.

a(1,6)

\
—Glc mjS—*Glc—*Glc —

|
Xyl
+

¥

G:al

Xylose kann gebunden an Xyloglucan als Bestandilpflanzlichen Zellwand angesehen
werden. Xyloglucan ist ein Heteropolysaccharid &eshd aus einer Hauptkette aus 1,4-
glykosidisch verknupfter 3-D-Glucose, an die siclDi6 Stellungu-D-Xylose Reste heften.
Zusatzlich kbnnen noch weitere Zucker wie 3-D-Galee oder-L-Fucose mit den Xylose-
Resten verknipft sein. Man findet Xyloglucan in deérnméarwand von Pflanzenzellen
zusammen mit Cellulose und Pektin zum Beispielan 8amen von Bohnen oder auch Raps.
Nach Cellulose ist das Xyloglucan das zweithauéigktohlenhydrat in der Natur. Als
Hemicellulose hat es in der Pflanze neben Stitzh dreservefunktion (Lerouxel .,
2006). Bei Stickstoff-fixierenden Bakterien ist sden Membranen der Heterocysten zu
finden (Schlegel, 1981).

Zudem konnte die Induktion vocheB4 in der exponentiellen Phase in Xylose-Medium und
die Induktion in Glukose-Medium in der stationafeéimase detektiert werden. CheB ist eine
Protein-Glutamat Methylesterase und in der Zwei-igormenten Signal-Transduktion der

bakteriellen Chemotaxis und der Motilitat von Xaortionas involviert.
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Abb.E.8: Das globale Virulenz-Regulationssystem inKanthomonas campestris pv. campestris
(X.c.c.) (Mole et al., 2007). Blau: Cell-to-cell Kommunikation; grin: TCST Syste rot:
Sigmafaktoren; gelb: Teil des Rsm System; lila: @ditke Regulatoren; grau: Sonstige. Pfeile stellen
positive Regulation, abgeschnittenen Pfeile negdiegulation, gestrichelte Pfeile Synthese und *?’
noch unbekannte Interaktionen dar. Der globale Réguin X.c.c. ist das cyclic di-GMP, welches
durch Cell-to-cell Kommunikation via des TCST Syssedegradiert wird. Cyclic di-GMP Levels
beeinflussen in einer Kaskade von Reaktionen diefilBi-Produktion, die Biosynthese von
extrazellularen Enzymen, des Exopolysaccharidsdasdl 3SS.

Chan und Goodwin (1999) untersuchten die Ko-Remulatder Exoenzyme und des
Exopolysaccharids Xanthan iKanthomonas campestris. Das Zwei-Komponenten Signal
Transduktionssystem kodiert vampfC und rpfG regulieren daspf-cluster, welches die
Sekretion der Exoenzyme und des Polysaccharidsrksigligen (Dow etl., 2003, Torres et
al., 2007). Mole etal. (2007) konstruierten eine schematische Ubersi#t globalen

Virulenz-Regulation inXanthomonas. Die Cell-to-cell Kommunikation unterliegt einem
diffusionsfahigem Signalfaktor DSEi¢-11-methyl-2-dodecenoic acid) der die Motilitate di
Toxin- und oxidative Stref3-Resistenz, die aerobmuklg, die Biofilm-Produktion und die
Produktion der extrazellularen Enzyme und des E&&:# (He, Ya-Wen und Lian-Hui Zhang
2008). Kodiert wird er von den GengpfB undrpfF. Der diffusionsfahige Signalfaktor DSF
akkumuliert wahrend der frilhen Stationarphase umd won dem Zwei-Komponenten-
Signal-Transduktions-System erkannt. Dies fuhrt Begradation des cyclischen-di-GMP,
was zu Biofilm-Produktion, EPS- und Exoenzym-Prddukund Veranderungen im Typ-IlI-
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Sekretions-System fiihrt. Die Regulation ist nurldsig nur schlecht verstanden. Die
Induktion von cheB kdnnte im Zwei-Komponenten-Signal-TransduktionstBgn zu einer
Regulation der Exoenzym- und Exopolysaccharid-Biutisgse flhren, die der deletierte

Regulator im Wildtyp negativ reguliert.

Die meisten Mutanten mit hoher Xanthan-Biosyntheseglichen zum Wildytp zeigen eine
Induktion der Gene kodierend fir extrazellulare yne. Fir die Muatnte XccBl@&cc-
b100_4306 konnte mit +111% eine Verdopplung dertiam Biosynthese gemessen werden.
Zusatzlich konnte die Induktion vooheB detektiert werden, was mdglicherweise im
Regulations-Netzwerk von Xcc eine Verbindung zwestlder Produktion von extrazelluléaren

Enzymen und dem EPS durch Cell-to-Cell Kommunikatarstellt.

E.2.3 Deletionsmutante XccB100::pK12xcc-b100 2513

Das deletierte Gen kodiert einen Regulator des iyaRilie und ist downstream der
Galaktose-Verwertungsregion 2 lokalisiert (Serragtial., 2008). Die Mutante zeigt bei der
Bereitstellung von zwei Galaktose-haltigen Kohleffguellen, zum einen D-Galaktose und
zum anderen Lactulose, im Vergleich zum Wildytpeesichlechtere Verwertung dieser beiden
Zucker. Diegal-Gene inE. coli werden nur exprimiert, wenn Galaktose im Mediuraspnt
ist und Glucose abwesend ist. Zwei Signale werdéh coli durch zwei Regulatoren auf das
Genlevel kommuniziert- ein Repressor kodiert \gahR und ein Aktivator, das Catabolite
Activator Protein CAP.

Die Deletion des Gens in Xcc, welches fur einenRy&egulator kodiert, resultiert in einer
mangelnden Verwertung von Galaktose im Vergleicim zWildtyp. Lokalisiert ist das
kodierende Gen unmittelbar downstream der in Xcd®BDbeschriebenen Galaktose-
Verwertungsregion 2 (Serrania at, 2008). Dieses Gen konnte aufgrund von Sequenz-
Vergleichen als ahnlich zgbpR von Agrobacterium tumefaciens identifiziert werden, welches

in diesem Organismus in Abwesenheit von Galacteseaaskriptioneller Repressor fungiert
und in Anwesenheit von Galactose als Aktivdiooty et al., 1993).

Der Transport von Galaktose und Galaktose-haltig@hlenhydraten tber die AuRere
Membran wird méglicherweise durch die von xcc-b1ZBL1 und xcc-b100 3045 kodierten

TonB-abhéngigen Rezeptoren durchgefihrt. Die in@@gsma translozierte Galaktose kann
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zu Pyruvat und D-Glyceraldehyd-3-Phosphat (GAP)eabgt werden, welches dann in der
Glykolyse ebenfalls zu Pyruvat umgesetzt werdemK&errania edl., 2008).

Somit a3t sich darauf schlieRen, dal’ der Regulatdnwesenheit von Galaktose und dem
Galaktose-haltigen Disaccharid Lactulose die Vetuwey dieser Zucker in Xcc B100 positiv
reguliert. Ohne den Regulator kann Xcc B100 dieaiake Kohlenhydrate nicht mehr
effizient verwerten. Da in Bakterien die LysR-Familie am weitesten verbreitete Familie an
positiven Regulatoren mit Coinducer abhangigen wsittiren ist (Schell, 1993), ware es
vorstellbar, dal3 Galaktose als Coinducer des LysBuRtors dienen kdnnte, und somit die
Transkription der Gene positiv reguliert.
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Abb.E.9: Modell der Galactoseverwertung in Xcc B100 (Serrami et al., 2008). Die Gene der
Galactose-Verwertungsregionen sind durch gelbedféastarkiert. Die Zahlen in den griinen Feldern
geben die Verhéaltnisse nach Pfaffl an, die fiir dianskription der Gene mittels gRT-PCR ermittelt
wurden. Die erste Zahl gibt das gemessene VerBalter Genexpression des Galactose-
Kurzzeitwachstums zum Wachstum in Glucose an. Rigte Zahl gibt das Verhdltnis des Galactose-
Langzeitwachstums zum Wachstum in Glucose an. iNuee Signalpeptide von sieben in den
Galactose-Verwertungsregionen kodierten Enzymeredeauf einen Transport in das Periplasma hin.
Unter diesen Enzymen befinden sich drei Glycositla€b diese Enzyme im Periplasma verbleiben
oder durch die auzere Membran in die Umgebung aiigeggwerden kann nicht vorhergesagt werden.
Der Transport durch die innere Membran wird mogieteise durch das Membranprotein des Gens
sgl T katalysiert. Abkirzungen: Gal, Galactose; AraGatalinogalactan; nGal, Galactan, Galb,
Galactobiose; Glc, Glucose, Lac, Lactose; Mel, blele; Galctn, Galactono-1,4-lacton; GalA,
Galactonat; ddGalA, 2-Dehydro-3-deoxy-galactonadGalAP, 2-Dehydro-3-deoxy-galactonat 6-
Phosphat; GAP, D-Glyceraldehyd 3-Phosphat; Pymtr

E.24 Mutante XccB100::pK1®2rpoN1 und Mutante XccB10QArpoN2

Die beiden im Xcc B100 Genom annotierten Gene ikeSigma54-Faktoren RpoN1 und
RpoN2 kodieren wurden im Wildytp deletiert. Das GgmoN1 ist downstream einer
Kohlenhydrataufnahme Region lokalisiert, wahrend dsenrpoN2 downstream einiger
Flagellar-Biosynthese Gene lokalisiert ist.

Seit ungefahr 25 Jahren wird eine enge Verbindumgschen der Stickstoff- und
Kohlenhydrataufnahme diskutiert (Tchieuatt, 2001). InR. meliloti ist dierpoN Mutante
nicht mehr in der Lage £Dicarboxylate zu transportieren (Engelkeabt 1989). Daher
wurden die Auswirkungen der Deletion dieser beidgane in Xcc untersucht. Die
Microarray-Analyse der Mutante XccB1AfpoN2 in Glukose-Minimalmedium in der
exponentiellen Phase fuhrte zu der Detektion eReprimierung der GenedlA und pglA.
Zudem sind mehrere Gene des Typ-IV-Sekretionsystalasinduziert detektiert. In der
stationdren Phase konnten einige Gene deren Gerkteoth der Aminosaure-Biosynthese

eine Rolle spielen, als reprimiert detektiert werdgsD, ilvC, metY).

Tab.E.1: Liste der statistisch differentiell exprimierten Gene, die Proteine des Typ-IV-
Sekretionssystems kodieren.Detektiert in der exponentiellen Wachstumsphase W©irtante
XccB10MrpoN2 im Vergleich zum Wildtyp in M9- Minimalmedium.

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert

xcc-b100_1677 - Conserved hypothetical protein 1,39

150



Diskussion

GenDB-ID Genname Genprodukt M-Wert

xcc-b100 1679 trbG Conjugal transfer protein TrbG precursor 1,14

xcc-b100 1681 - VirB11 protein 1,17
xcc-b100_1682  virBl Type IV secetion system protein VirB1 1,08
xcc-b100 1683 - VirB2 protein 1,06
xcc-b100 1691 - VirB4 protein 11

Das GenrpoN2 ist downstream einiger Gene der Flagellar-Biosysghokalisiert und die
Deletion dieses Gens resultiert in einer mangelndetilitdt verglichen mit dem Wildytp.
Das GenrpoNL1l ist downstream der PTS Mannose Systems kodiereGasre lokalisiert.
Kamoun und Kado (1990) untersuchten né&{amthomonas Stamme auf die Fahigkeit der
Chemotaxis gegenuber Sucrose oder Hefeextraktsavdrm plates”. Dabei stellten sie fest
dalR der Wildytp in den ersten Tagen des Assaysaiieht motilen, nicht chemotaktischen
Phanotyp ausbildet. Nach einigen Tagen bildetelm Blasen um die Kolonie herum, welche
als motile und chemotaktische Varianten der Poulatentifiziert werden konnten. Diese
waren zudem Exopolysaccharid defizient was den @osanhang zwischen Chemotaxis und
EPS-Defizienz zeigt. Die Mutante XccB1&@oN2 zeigt in dem in dieser Arbeit
durchgefuhrten Swimming-Assay ebenfalls die chekistehen Blasen um die Kolonie

herum.

Somit laikt sich vermuten, dald fur eine vollstandidetilitdt in Xcc beide Kopien des
alternativen Sigmafaktors RpoN notwendig sindXamthomonas campestris konnte gezeigt
werden, dal3 RpoN2 essentiell fur die Flagellar-$tisese ist, indem die Expression von
FliA einem zweiten alternativen Sigmafaktor beeifitiwird, der essentiell fir die Expression
von fliC ist (Yang, Tsey-Chiug etl., 2009). Da die Doppelmutante einen kompletten
Ruckgang der Verwertung der Kohlenhydrate zeigtesen die RpoN-Proteine neben der

Chemotaxis auch eine wichtige Rolle im Kohlenhydviatabolismus zu spielen.

E.25 Deletionsmutante XccB10fxcc-b100 0167

Die Mutante XccB108xcc-b100_0167 tragt eine Deletion in der Kodieroagin einem fur
einen Regulator der Lacl-Familie kodierenden Geelches durch ,gene-SOEing" deletiert
wurde. Upstream ist das GexlB3 lokalisiert, welches eine Xylose-lsomerase kodiard
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zudem die Gene des Dicarboxylat-Aufnahme-Systemdet exponentiellen Phase konnte in
Glukose-haltigem Minimalmedium eine Induktion deer@chlE, dctP und xcc-b100_0159
detektiert werden, die fur das Dicarboxylat-AufnaBystem kodieren. Zudem sind einige
Gene des Hrp-Sekretionssystems induziert. Bei eéew&ftung der Kohlenhydrate zeigt die
Mutante eine bessere Verwertung der MonocarbonsdbBmmic acid, Acetic acid und
Propionic acid. Der Regulator kodiert von xcc-b10067 kdnnte ein Repressor des
Dicarboxylat-Aufnahme-Systems oder der Xylose-Vetugg sein. Beide Systeme sind
zusammen mit der Induktion dierp-Gene fir die Bakterien-Pflanzen-Interaktion ingsamnt,
da die G-Dicarboxylate wahrscheinlich die primére Energigtpufir die Bakterien in der
Pathogenese darstellen und Xylose ein Bestandtesl Myloglucans der pflanzlichen
Zellwand ist.

E.2.6 Deletionsmutante XccB10&xcc-b100 1703

Das deletierte Gen mit der GenDB-IdentifikationsaNner xcc-b100_1703 kodiert fur einen
Regulator der Lacl-Familie. Upstream des deletiei®ens sind einige im Kohlenhydrat-
Metabolismus involvierte Gene lokalisiert, wahredownstream ribosomale Gene liegen.
Upstream liegt das Gemsuc, welches einen Sucrose/Maltose Symporter kodiBie

schlechtere Verwertung des Zuckers Maltose im é&ehlzum Wildtyp, |&R3t darauf schliel3en,
dal3 der Regulator die Verwertung des Zuckers Malteguliert. Das ebenfalls upstream
lokalisierte Gercgt kodiert eine exportierte Cyclomaltodextrin Glucaaosferase, welche zu
der Familie der Glykosyltransferasen zahlt und &dknbei der Verwertung von Maltose eine

Rolle spielt.

E.3 Ausblick

In dieser Arbeit konnte in drei biologischen Reptidn ein globales Transkriptionsprofil von
Xanthomonas  campestris  pv. campestris B100  unter  Industrie-&hnlichen
Produktionsbedingungen erstellt werden. Dabei wurdaten generiert, die weiterer
bioinformatischer Auswertung zur Verfugung steh&wo kénnen durch einen ,Reverse
Engineering” Ansatz regulatorische Netzwerke denr@gulation aufgestellt werden, dies es
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in Zukunft erméglichen kénnen, die Regulation nicht der Xanthan-Biosynthese unter den
dem Produktionsverfahren &ahnlichen Bedingungen ukiéiren. Des weiteren wurde in
Kooperation mit der an der Universitat Bielefeldsassigen Abteilung fur ,Proteome und
Metabolome Research” unter Leitung von Prof. Drrsten Niehaus ein systembiologischer
Ansatz verfolgt, in dem Metabolom-Daten dieser Kadrungen aufgenommen wurden, die
mit den Transkriptom-Daten verknlpft werden und de regulatorischen Netzwerke
einberechnet werden konnen. Nach Auswertung dezldaigse des ,Reverse Engineering“-
Ansatzes und der Erstellung von regulatorischerzwWertken ist das Ziel die Aufklarung der
Genexpression in den durchgefuhrten Zeitreihen-BEx@anten und die Aufklarung

regulatorischer Vorgange in Xcc.

Weiterhin wurden Gene, die potentielle Regulatates Kohlenhydratmetabolismus kodieren,
mutagenisiert. Diese Mutanten zeigten zum grof3ten dine ErhOhung der Xanthan-
Ausbeute im Vergleich zum Wildtyp. Im folgenden wé&tie Validierung der Microarray-
Ergebnisse mit qualitativer Reverser TranscripRS® (qRT-PCR) zur Bestimmung der
RNA-Mengen erforderlich. Ein Pathogenitatstest mBitassica oleracea (Kohlpflanzen)
konnte bei der allgemeinen Induktion der Exoenzyodierenden Gene interessant sein. Die
Mutante mit der hochsten Xanthan-Ausbeute im Vableum Wildtyp béte sich fur eine
Kultivierung in einem Bioreaktor unter Industrierdichen Produktionsbedingungen an, um
den Effekt der erh6hten Xanthan-Produktion zu vaiteh.
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Abkurzungsverzeichn

Abkilirzung Bedeutung
% Prozent
% (v/v) Volumenprozent
% (W/V) Gewichtsprozent
°C Grad Celsius
ul Mikroliter (10°°)
ug Mikrogramm
UM Mikromolar
aa Aminoallyl
Abb. Abbildung
Abs. Absorption
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosin-5"-triphosphat
bp Basenpaare
BpB Bromphenolblau
BSA bovine serum albumine
bzw. Beziehungsweise
ca. Circa
CCD- Kamera Charge- Coupled- Device- Kamera
Da (kDa) Dalton (Kilodalton)
d.h. das heift
dH,O deionisiertes Wasser
diH,O zweifach hydratisiertes Wasser
DNA Desoxyribonukleinsdure
DSF cis-11-methyl-2-dodecenoic acid
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EPS Exopolysaccharid
et al. et alii (lat.) und andere
EtOH Ethanol

154



Abklrzungsverzeichnis

Abklrzung

Bedeutung

Glc

Glc 1-P
Glc 6-P
GlcA
GMP

IEP
IPTG
K

k

I
log-Phase
Km

mg

mi

M
MCS
MilliQ H ,O
min.
MOPS
nm
MW
Nr.

nt

o.D.
ORF
PCR
pVv.
RBS
RNA
RNAse
RT
SDS
sek.
Sm

Gramm
Glucose
Glucose-1-phosphat
Glucose-6-phosphat
Glucuronséure
Guanosinmonophosphat
Stunden
isoelektrischer Punkt
Isopropylthiogalactosid
Tausend
Kilo
Liter

Exponentielle Phase
Kanamycin
Milligramm (10°7%)
Milliliter
Mol, molar
Multiple Cloning Site, Polylinker
mehrfach deionisiertes Wasser
Minuten
Morpholinopropionséure
Nanometer
Molekulargewicht
Nummer
Nukleotid
optische Dichte
Open reading frame, offenes Leseraster
Polymerasenkettenreaktion
pathovar
Ribosomenbindungstelle
Ribonukleinsdure
Ribonuklease
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat
Sekunden

Streptomycin
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Abklrzung

Bedeutung

sog.
Tab.
TBDR
TEMED
TY

U.N.

UV- Licht
\Y,

w

Xac

Xcv

Xoo
X-Gal
X-Gluc
z.B.

Sogenannt

Tabelle

TonB-dependent receptor
Tetra-Methyl-Ethylen-Diamin
Trypton-Yeast

Uber Nacht

Ultraviolettes Licht

Volt

Watt

Xanthomonas axonopodis. citri
Xanthomonas campestis. campestris
Xanthomonas oryzgev. oryzae
5-Brom-4-chlor-3-indoyB-D-galactosid
5-Brom-4-Chlor-3-IndolyB-D-Glucuronsaure

Zum Beispiel
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mit Hilfe der angegebenen Materialien und Methodenfial3t habe.
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k-means-Clustering Genlisten

Phenotype Kohlenstoffquellenverwertung
EMMA Rohdaten
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