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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Mit der Microarraytechnologie kann das komplette Transkriptom eines Organismus unter
zwei verschiedenen Bedingungen miteinander verglichen werden. In dieser Arbeit wurde
diese Technologie erstmals bei einem phytopathogenen Gram-positiven Bakterium,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), eingesetzt. Dabei wurde das
Expressionsprofil von Cmm in planta bzw. unter verschiedenen gut reproduzierbaren in vitro
Bedingungen mit dem in Minimalmedium verglichen. In planta trat ein komplexes
Expressionsmuster auf, bei dem 10 Tage nach Infektion, einem Zeitpunkt, an dem bereits die
ersten Symptome bei Tomatenpflanzen auftreten, 42 % aller Cmm-Gene (1325) im Vergleich
zu in vitro-Bedingungen (Minimalmedium, log-Phase) differentiell exprimiert vorlagen. Unter
anderem zeigten auch Gene der EPS-Biosynthese und ein Gen, das fiir ein Perforin codiert
(CMM_2283), in der Pflanze ein anderes Expressionsprofil. Das Haupt-EPS (EPS-1V) scheint
sowohl in planta als auch in vitro dhnlich stark synthetisiert zu werden. Aufgrund der
Induktion von EPS-Il und der Repression von EPS-lll ist allerdings eine verdnderte
Oberflachenstruktur der Bakterien innerhalb der Pflanze zu erwarten. Perforine kénnen
Poren in Membranen von Eukaryonten bilden, so eine Lyse der Zelle hervorrufen, aber auch
den Transport von Proteinen (Virulenzfaktoren/Effektoren) ins Cytosol der Wirtszelle
ermoglichen. Die verstarkte Expression des Perforins in planta kénnte ein Indiz dafir sein,
dass dieses Protein an der Bakterien-Pflanzen-Interaktion beteiligt ist.

Entgegen der Erwartung, dass Virulenzfaktoren in der Pflanze verstarkt exprimiert werden,
waren bekannte und potentielle Virulenzfaktoren von Cmm wie z.B. celA (Cellulase), pat-1,
chpC oder ppaC (Serinproteasen) in planta reprimiert. Die Repression dieser Gene, die alle
flir extrazelluldre Enzyme codieren, war auch in vitro nach Supplementierung mit
Tomatenblatthomogenat nicht-infizierter Pflanzen zu beobachten. Dies deutet darauf hin,
dass sie in spaten Infektionsphasen nicht oder nur noch vermindert exprimiert werden.
Eventuell wirken cytoplasmatische Komponenten der Pflanze, die durch die zunehmende
Mazerierung pflanzlichen Gewebes freigesetzt werden, reprimierend. Die Expression dieser
Virulenzfaktoren kann demnach mit dem in vitro-Modellsystem (Minimalmedium mit
Tomatenblatthomogenat) gut widergespiegelt werden.

In Gegenwart von Tomatenblatthomogenat konnten zwei Gene fiir Transkriptions-
regulatoren als differentiell exprimiert eingestuft werden, darunter sigY, das fir einen
Sigmafaktor codiert. Das zweite Gen (CMM_1624) codiert einen Transkriptionsregulator der
TetR-Familie und zeigte in Gegenwart von Tomatenblatthomogenat und auch in planta
ebenso wie die Virulenzfaktoren eine Repression. Mittels gene-replacement erzeugte
CMM_1624-Mutanten wiesen im Pflanzentest mit der Wirtspflanze eine im Vergleich zum
Kontrollstamm reduzierte Virulenz auf. Dabei war die Abschwachung der Virulenz bei
CMM101_1624 (pCM1*, pCM2’), der Mutante, die nur eins der beiden endogenen Plasmide
des Wildtypstamms enthalt, starker als bei der Mutante mit beiden Plasmiden (Cmm1624).
Allerdings ist noch unklar, welche Gene von CMM_1624 reguliert werden und zu dem
veranderten Virulenzphanotyp fuhren.
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Die Zugabe von Xylemsaft nicht-infizierter Pflanzen filihrte u.a. zu einer Repression von
Genen des Eisenmetabolismus (Hydroxamatbiosynthese und verschiedene Eisen-
transporter), die eine vorhergesagte Bindestelle flir den Eisenregulator DtxR aufweisen. Bei
einer DtxR-Mutante allerdings waren die gleichen Gene in mit Xylemsaft supplementiertem
Medium im Vergleich zum Wildtyp induziert. Es wurden also Gene identifiziert, die bei der
DtxR-Mutante unter erhéhten Eisenkonzentrationen zu einer deregulierten Siderophor-
Bildung fuihren. Zudem kann aufgrund der differentiellen Expression dieser Gene in Medium
mit Xylemsaft eine erhohte Konzentration leicht zuganglicher Eisenverbindungen im
Xylemsaft angenommen werden. Ein Transporter der CitMHS-Familie, der an der Aufnahme
von Fe*'-Citrat beteiligt sein kénnte, war ebenfalls nach Zugabe von Xylemsaft induziert. Da
zudem die mittels GC-MS bestimmte Citratkonzentration im Xylemsaft (nicht) infizierter
Pflanzen bei 50-120 uM lag, scheint innerhalb des Xylems Citrat als Eisenkomplexbildner in
genligend hoher Menge vorhanden zu sein, um die Eisenversorgung von Cmm zu
gewadhrleisten. Zusatzlich kann das Citrat als C- und Energie-Quelle verwendet werden.
GC-MS-Messungen des Uberstands einer Cmm-Kultur in unverdiinntem Xylemsaft zeigten
jedoch, dass Carbonsduren wie Citrat und Malat von Cmm erst nach den offenbar
bevorzugten Zuckern, Glucose und Fructose, verwertet werden.

In dieser Arbeit konnten mit der Microarraytechnologie neue Erkenntnisse zur Interaktion
von Cmm mit seiner Wirtspflanze gewonnen werden. Auch in Zukunft kann diese Technik zur
weiteren Aufklarung der molekularen Mechanismen, die an dieser Bakterien-Pflanzen-
Interaktion beteiligt sind, beitragen.
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2 Einleitung

Neben zahlreichen abiotischen Faktoren wie Temperatur, Feuchtigkeit und Intensitdt der
Sonneneinstrahlung spielen auch biotische Faktoren eine wesentliche Rolle in der
Physiologie von Pflanzen. Sowohl in der Rhizosphadre als auch epiphytisch sind Bakterien
Bestandteil der mikrobiellen Gemeinschaft von Pflanzen, die zudem noch eine eukaryotische
Mikroflora/-fauna (filamentése Pilze, Hefen, Algen, Protozoen, Nematoden) sowie Viren
enthalt. Die zahlenmalRige Dominanz liegt in dieser Gemeinschaft bei den Bakterien. Ebenso
wie die abiotischen Faktoren kénnen die gesamte mikrobielle Gemeinschaft oder auch nur
einzelne Mitglieder dieser einen positiven, negativen oder auch neutralen Einfluss auf die
Pflanzenphysiologie haben (Beattie, 2006). Im Gegensatz zu den Kommensalen (kein
messbarer Einfluss auf Pflanzen), deren Vertreter diversen Gruppen der Bacteria und
Archaea zuzuordnen sind, stammen alle bislang identifizierten Phytosymbionten (mit
positivem Effekt) und Phytopathogenen (mit negativer Wirkung) aus nur 4 Stammen der
Bacteria. Symbionten sind in den Stammen der Cyanobacteria, Proteobacteria und
Actinobacteria zu finden, Pathogene ebenfalls in den Stammen der Proteobacteria und
Actinobacteria aber auch in dem Stamm der Firmicutes (Bergey, 2004). Um insbesondere die
Qualitat und Quantitat der Ertrage von Nutzpflanzen zu erhdhen, ist es von Interesse die
Interaktion von Pflanzen sowohl mit symbiotischen als auch mit pathogenen Organismen zu
erforschen.

2.1 Resistenzmechanismen von Pflanzen

Sowohl symbiotische als auch pathogene Bakterien missen sich innerhalb der Pflanze
vermehren, um ihre jeweilige Wirkung zu erzielen. Die erfolgreiche Besiedlung der
Oberflachen von Pflanzengeweben im oberirdischen Bereich ist nur wenigen epiphytisch
lebenden Bakterien moglich. Wasser- und Nahrstoffmangel sind hierflir sicherlich als
Hauptgrinde anzusehen. In der Rhizosphare dagegen kommen hohe Bakterienpopulationen
vor, Wasser- und Nahrstoffmangel sind hier nicht ausgepragt, und zusatzlich geben die
Pflanzen Nahrstoffe in Form von Wurzelexsudaten und abgestorbenen Zellen in die
Umgebung ab.

Eine erste Schutzbarriere gegeniiber dem Eindringen von Bakterien in die Pflanze sind die
konstitutiv vorhandenen Auflagerungen, z.B. von Suberin, auf den jeweiligen Epidermis-
geweben. Damit Bakterien in die Pflanze eindringen kénnen, miissen sie die Epidermis
entweder enzymatisch, iiber natiirliche Offnungen, wie Spaltéffnungen und Hydathoden,
oder Uber Wunden durchdringen. Gegenilber den meisten (potentiell phytopathogenen)
Bakterien sind Pflanzen resistent. Dabei wird zwischen verschiedenen Resistenzarten
unterschieden (Abbildung 2.1). Kann ein Pathogen die Pflanze aufgrund basaler
Abwehrmechanismen nicht effektiv besiedeln, spricht man von Inkompatibilitat bzw.
Nichtwirts-Resistenz. Sowohl konstitutive als auch induzierbare strukturelle und
biochemische Mechanismen, wie z.B. die Lignifizierung der Zellwande, die Synthese reaktiver
Sauerstoffspezies, antimikrobieller Substanzen und/oder hydrolytischer Proteine, fuhren
hierbei zu einer dauerhaften Resistenz (Schldsser, 1997; Nirnberger et al., 2004). Weitere
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Abwehrmechanismen kénnen durch die Erkennung sogennanter MAMPs/PAMPs (microbial-
/pathogen-associated molecular patterns) (ber an der Zelloberfliche lokalisierte PRRs
(pattern recognition receptors) induziert werden (Jones & Dangl, 2006; Bittel & Robatzek,
2007). MAMPs/PAMPs sind Verbindungen, die normalerweise nicht in der Wirtszelle
vorkommen, meist eine essentielle Funktion bei vielen Mikroorganismen (ibernehmen und
eine konservierte Struktur aufweisen (Nlrnberger et al., 2004; Bittel & Robatzek, 2007). Als
Beispiele fur MAMPs/PAMPs kdnnen Lipopolysaccharide (Dow et al., 2000; Zeidler et al.,
2004), das Hauptprotein der Geissel, Flagellin (Gomez-Gomez & Boller, 2002), und
Kalteschock-Proteine (Felix & Boller, 2003) genannt werden. Zudem koénnen sie auf
Pflanzenbestandteilen basieren, die durch Bakterien in Verbindungen degradiert wurden, die
normalerweise nicht in der Pflanze vorkommen (Klarzynski et al., 2000; Yamaguchi et al.,
2000).
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Abbildung 2.1: Modell der Pflanzenabwehr nach Jones & Dangl (2006). Bei der Nichtwirts-Resistenz (PTI:
PAMP-triggered immunity) kann der Wirt die Ausbreitung des Pathogens u.a. durch Erkennen der MAMPs/
PAMPs (rote Rauten) verhindern. Ist das Pathogen allerdings z.B. durch Bildung geeigneter Effektoren (rote,
blaue Kreise) dazu in der Lage, die Pflanzenabwehr zu Gberwinden, kommt es zu einer kompatiblen Interaktion
(ETS: effector-triggered sensibility). Werden von einer Wirtspflanze zu den Avr-Proteinen korrespondierende R-
Proteine synthetisiert, das Pathogen also spezifisch erkannt, folgt daraus die wirtsspezifische Resistenz (ETI:
effector-triggered immunity).

Ist ein Pathogen in der Lage, die basalen Resistenzmechanismen der Pflanze zu iberwinden
kommt es zu einer kompatiblen Interaktion zwischen Pathogen und Wirtspflanze (Abbildung
2.1). Fir viele phytopathogene Proteobakterien ist beschrieben, dass sie Effektormolekiile
produzieren, die die Effekte der durch MAMPs ausgeldsten Abwehrreaktionen reduzieren
oder unterdriicken (Jones & Dangl, 2006). Werden diese als Avr-Proteine (Avirulenz)
bezeichneten Effektoren von Produkten eines entsprechenden/korrespondierenden R-Gens
(Resistenz) der Pflanze spezifisch erkannt (Gen-flir-Gen-Hypothese; Flor, 1955 und 1971),
werden weitere Abwehrmechanismen der Pflanze induziert und es kommt zu einer
wirtsspezifischen Resistenz (Abbildung 2.1; Jones & Dangl, 2006; Bittel & Robatzek, 2007). In
diesem Zusammenhang ist insbesondere das sogenannte Typlll-Sekretionssystem von
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Bedeutung, das mit Ausnahme von Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000) und
Agrobacterium tumefaciens (Cornelis & Van Gijsegem, 2000) in allen bislang untersuchten
phytopathogenen  Proteobakterien identifiziert ~werden konnte. Uber dieses
Sekretionssystem werden Avr-Proteine und weitere bakterielle Proteine in die Pflanzenzelle
transloziert und kénnen dort zur Virulenz des Pathogens beitragen oder 16sen nach Erkennen
durch ein R-Protein weitere pflanzliche Abwehrmechanismen wie z.B. die Hypersensitive
Reaktion (HR) aus (Leach & White, 1996). Die HR ist eine schnelle lokale Abwehrreaktion, bei
der die Ausbreitung des Pathogens durch den programmierten Zelltod des infizierten
Gewebes (Greenberg et al.,, 1994) und die Verstarkung der Zellwdande (Lignifizierung;
Einlagerung von Callose) des angrenzenden Gewebes (Kauss, 1987; Brisson et al.,, 1994)
unterbunden wird. Zudem erfolgt eine Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies, die
Anreicherung phenolischer Komponenten und weiterer Abwehrstoffe, wie Phytoalexine und
PR(pathogen related)-Proteine (Klement et al., 1964; Greenberg et al., 1994; Alvarez, 2000;
Bolwell et al., 2002). Nach der Gen-flir-Gen-Hypothese von Flor (1955 und 1971) ist fur eine
Hypersensitive Reaktion die Erkennung eines Avr-Proteins (ber ein R-Protein der
Wirtspflanze essentiell. Allerdings wurden auch nach Infiltration sowohl Gram-negativer als
auch Gram-positver phytopathogener Bakterien in Gewebe von Nicht-Wirtspflanzen HR-
dhnliche Reaktionen beschrieben (Gitaitis, 1990; Atkinson & Williams, 2009; Nissinen et al.,
1997; Kim et al., 2004).

Obwohl in einer kompatiblen Interaktion die basalen Abwehrreaktionen der Wirtspflanze
von dem Pathogen lGberwunden werden missen, sind dieselben Reaktionen zum Teil auch
erforderlich, um die Krankheitssymptome im vollen AusmaR auszuldsen. So haben z.B. die
Pflanzenhormone Ethylen, Salicylsdure (SA) und Jasmonsaure (JA), die an Pflanzenabwehr-
Reaktionen beteiligt sind (Feys & Parker, 2000; Kunkel & Brooks, 2002), in einigen
kompatiblen Wirt-Pathogen-Interaktionen eine wesentliche Funktion. Ethylen-insensitive
Arabidopsis- und Tomaten-Mutanten weisen nach Infektion mit pathogenen Pseudomonas-
und Xanthomonas-Stammen schwéachere Krankheitssymptome auf als die Wildtyppflanzen
(Bent et al.,, 1992; Lund et al., 1998; Cohn & Martin, 2005). Ein ahnlicher Effekt war bei
Tomatenpflanzen zu beobachten, die einen Defekt in der JA- bzw. SA-Synthese aufweisen.
Nach Infektion mit Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) zeigten auch diese Pflanzen
deutlich geringere Symptome. Nur bei Verwendung der JA-Mutanten war zudem eine
verminderte Kolonisierung der Wirtspflanze durch Xcv festzustellen (O'Donnell et al., 2001
und 2003). Auch bei der Interaktion des Gram-positiven Actinomyceten Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) mit der Tomate konnte nachgewiesen werden,
dass die Inaktivierung der Ethylen-Synthese oder der -Signalweiterleitung zu einer
Verringerung der Krankheitssymptome fiihrt. Ein Einfluss dieser Mutationen auf die
Kolonisierung der Pflanzen durch Cmm oder die Expression einiger Abwehrgene der Tomate,
die nach Infektion des Wildtyps mit Cmm induziert wurden, war hingegen nicht zu
beobachten (Balaji et al., 2008).
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2.2 \Virulenzfaktoren phytopathogener Bakterien

Pflanzenpathogene haben eine Vielzahl an Mechanismen entwickelt, um ihren Wirt
erfolgreich zu infizieren, zu kolonisieren, die Pflanzenabwehr zu tiberwinden und spezifische
Krankheitssymptome auszulésen. Auch die Anpassung des Metabolismus an das jeweilige
wirtsspezifische und auch vom Habitat innerhalb des Wirts abhdngige Nahrstoffangebot ist
entscheidend. Abhdngig vom Pathogen und seinem Infektionsprozess sind verschiedenste
Virulenzfaktoren an diesen Prozessen beteiligt. Oberflachenstrukturen, wie extrazelluldre
Polysaccharide, bilden die Kontaktflaiche zu den Wirtszellen. Sie kénnen ein primarer
Angriffspunkt pflanzlicher Abwehrreaktionen sein und vermitteln haufig eine fur die
Kolonisierung des Wirts wichtige Anheftung an pflanzliche Oberflachen. Weitere wichtige
Virulenzfaktoren stellen z.B. Toxine und hydrolytische extrazellulire Enzyme dar. Toxine
konnen gegen den Wirt gerichtet sein, aber z.B. auch einen Selektionsvorteil gegeniiber
konkurrierenden Mikroorganismen darstellen. Sekretierte Enzyme mit hydrolytischer
Aktivitat sind meist an der Degradierung des Wirtsgewebes beteiligt, tragen so zur
Ausbildung der Krankheitssymptome und/oder der ErschlieBung weiterer Nahrstoffquellen
bei. Fir viele Proteobakterien wurde zudem gezeigt, dass liber das Typlll-Sekretionssystem
in das Cytoplasma der Wirtszelle transportierte Proteine/Effektoren wesentlich zu der
Virulenz des Pathogens beitragen (Abramovitch & Martin, 2004; Mudgett, 2005). Ebenso wie
fuir alle anderen Bakterien ist es auch fiir phytopathogene Bakterien essentiell, die
Expression von Genen zu regulieren, um sich wechselnden Umweltbedingungen anzupassen
und durch gezielte Expression der Virulenzfaktoren z.B. die Auslosung von
Krankheitssymptomen zu ermoglichen. Ein fir viele Pflanzenpathogene Bakterien
beschriebener Regulationsmechanismus ist z.B. das Quorum Sensing, ein von der Zelldichte
abhdngiges Regulationsystem.

2.2.1 Extrazelluldre Polysaccharide

Die Bildung von Exopolysacchariden (EPS) ist bei Boden- und pflanzenassoziierten Bakterien
sehr stark verbreitet. Aufgrund ihres anionischen Charakters fungieren EPS als hydratisierte
Matrix, die die Bakterien vor Dehydrierung schiitzt und die Aufnahme von N&hrstoffen sowie
wichtigen Kationen wie Ca®* und Mg?* erleichtert. Zudem sind sie an der Adhésion an inerte
oder biologische Oberflaichen wie Bodenpartikel oder Pflanzenzellwande beteiligt, kénnen
den Zell-Zellkontakt zwischen einzelnen Bakterienzellen vermitteln und sind so auch an der
Bildung von Biofilmen beteiligt. Bei phytopathogenen Bakterien kann die EPS-Bildung
zusatzlich von Vorteil sein, indem sie den direkten Kontakt mit pflanzlichen Oberflachen
minimieren, die Erkennung des Pathogens durch die Wirtspflanze vermeiden und einen
Schutz vor pflanzlichen Abwehrstoffen bieten (Leigh & Coplin, 1992; Niehaus et al., 1993;
Kiraly et al., 1997).

Fiir mehrere Pflanzenpathogene wurde gezeigt, dass das EPS ein wichtiger Virulenzfaktor
sein oder die Aggressivitdt des Pathogens gegen den Wirt erhéhen kann. Die Inaktivierung
der meisten Gene des gum-Clusters von Xanthomonas campestris pv. campestris, die fir
Proteine der Xanthanbiosynthese codieren, flihrte zu einem vermindert virulenten Phanotyp
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der untersuchten Mutanten (Katzen et al., 1998). Der starkste Effekt war bei der gumbD-
Mutante zu beobachten. gumD codiert fiir eine UDP-Glucosylphosphat-Transferase, die den
ersten Schritt der Xanthan-Biosynthese (Ubertragung des Glucose-1-Phosphats aus UDP-
Glucose unter Abspaltung von UMP auf den Polyisoprenol-P Akzeptor) katalysiert (Chou et
al., 1997; Katzen et al., 1998). Allerdings fiihren auch leichte Anderungen in den Xanthan-
Intermediaten, wie die Verkiirzung der Untereinheiten auf vier Zuckerreste, zu einer
deutlichen Abschwéachung der Virulenz (Katzen et al., 1998).

Ebenso wurde bei Pantoea (friiher Erwinia) stewartii subsp. stewartii eine Korrelation
zwischen Virulenz und EPS-Produktion festgestellt. Pantoea stewartii subsp. stewartii
besiedelt das Xylem von Mais und verursacht eine vaskuldre Welke seiner Wirtspflanze. Die
hochtitrige Kolonisierung des Xylems und die Sekretion grofRer Mengen des EPS Stewartan
werden als Hauptursache der Welkesymptome angenommen. Mutanten, die kein EPS
produzieren, sind avirulent und in der Kolonisierung des Wirts eingeschrankt (Dolph et al.,
1988; Nimtz et al., 1996). Offenbar blockiert das Stewartan zudem zellwandstandige
Agglutinine des Wirts und verhindert so eine Immobilisierung des Bakteriums (Bradshaw-
Rouse et al., 1981).

Bei Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum (Erreger der bakteriellen Welke bei
Medicago sativa) konnte ebenfalls festgestellt werden, dass eine reduzierte EPS-Produktion
eine Abschwachung der Virulenz bedingt (Fulkerson, 1960). Welkesymptome kdnnen bei
Mutanten, deren EPS-Mengen reduziert sind, nicht oder nur noch in abgeschwachter Form
beobachtet werden (Van Alfen et al., 1987). Bei Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis hingegen zeigen EPS-Mutanten, die nur noch maximal 10 % der EPS-Menge
des Wildtyps produzieren, nach wie vor einen virulenten Phanotyp. Infizierte Pflanzen
erreichen eine leicht erh6hte Biomasse und es ist nur eine minimale Reduktion der
Welkesymptome zu erkennen. Allerdings war die Konstruktion einer komplett EPS-freien
Mutante bislang nicht erfolgreich (Bermpohl et al., 1996; Schauer, 2004).

2.2.2 Toxine

Toxine kénnen zum einen gegen den Wirt gerichtet sein oder zum anderen einen
Selektionsvorteil gegeniiber konkurrierenden Mikroorganismen darstellen.

Phytopathogene Streptomyces-Arten, die Schorfkrankheiten (Scabiose) bei ihren Wirten
auslosen, sekretieren das Phytotoxin Thaxtomin (Loria et al., 2006). Das von Streptomyces
scabies gebildete Thaxtomin ist ein nitrifiziertes Dipeptid, welches die Cellulosebiosynthese
in wachsendem Pflanzengewebe inhibiert, einen Ca*-Einstrom ins Cytoplasma stimuliert
und einen programmierten Zelltod hervorruft (Lawrence et al., 1990; Scheible et al., 2003;
Duval et al.,, 2005; Tegg et al.,, 2005). Die Biosynthese des Dipeptids erfolgt durch
Nichtribosomale Peptidsynthetasen, die Nitrifizierung wird durch eine NO-Synthase
vermittelt. Mutanten, die kein Thaxtomin synthetisieren kdnnen, sind avirulent (Healy et al.,
2000; Healy et al., 2002; Kers et al., 2004).

Auch viele Pathovare von Pseudomonas syringae produzieren Toxine wie das Polyketid
Coronatin, das monozyklische B-Lactam Tabtoxin oder das Sulfodiaminophosphinyltripeptid
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Phaseolotoxin. Die Toxine sind meist nicht essentiell fir die Pathogenitat, tragen aber zur
Starke der Symptomauspragung und der Vermehrung im Wirt bei (Bender et al., 1999).
Coronatin, das von einigen Pathovaren von Pseudomonas syringae gebildet wird, ist ein
Virulenzfaktor, der einen positiven Effekt auf die Ausbildung von Chlorosen und das
Wachstum des Pathogens in der Pflanze ausiibt (Bender et al.,, 1998). Mittlerweile wurde
durch die Behandlung von Arabidopsis-Pflanzen mit Coronatin oder Methyl-Jasmonat
gezeigt, dass Coronatin als Methyl-Jasmonat Analogon wirkt und durch Aktivierung der
Jasmonat-Signalwege die Salicylsdure-abhdngige Abwehr der Pflanze unterdriickt (Mittal &
Davis, 1995). Salicylsaure vermittelt z.B. die Expression antimikrobieller saurer PR-Proteine
und ist an der Auslosung der ,systemic acquired resistance” beteiligt (Klesig & Malamy,
1994; Kunkel & Brooks, 2002; Durrant & Dong, 2004). Mutanten von Arabidopsis und der
Tomate, die einen Defekt in der Jasmonat vermittelten Signallibertragung aufweisen, zeigen
eine erhohte Resistenz gegen Pseudomonas syringae (Feys et al., 1994; Kloek et al., 2001;
Zhao et al., 2003). Zudem konnte durch Microarray-Analysen die Induktion einiger
Jasmonsdure-abhangiger Gene nach Coronatin-Behandlung von Tomaten bestatigt werden
(Zzhao et al.,, 2003). In Arabidopsis inhibiert Coronatin neben der Unterdriickung der
Wirtsabwehr das SchlieBen der Stomata und erleichtert dadurch das Eindringen in den
Apoplasten (Melotto et al., 2006).

2.2.3 Extrazellulare Enzyme (Degradierung der Zellwand)

Um den pflanzlichen Wirt zu infizieren und ihn erfolgreich zu kolonisieren, sind
phytopathogene Bakterien darauf angewiesen, auch strukturelle Barrieren wie die
pflanzliche Zellwand zu (iberwinden. Vielfach ist ein Eindringen in die Pflanze durch Wunden
oder natiirliche Offnungen wie Stomata oder Hydathoden méglich oder erfolgt wie bei
Xylella durch Xylemsaugende Insektenvektoren (Hopkins, 1989). Allerdings ist oftmals auch
fuir die weitere Besiedlung des Wirts die Degradierung dieser Barrieren unumganglich.
Zudem konnen durch den Abbau dieser Polymere auch zusédtzliche Nahrstoffquellen
erschlossen werden.

Fiir viele Gram-negative und Gram-positive Bakterien konnten extrazelluldre Enzyme
identifiziert werden, die den Abbau der pflanzlichen Zellwand ermdéglichen und oftmals auch
wichtige Virulenzfaktoren darstellen. Primar sind hier Endo-Glucanasen, Polygalacturonasen
sowie Pectatlyasen zu nennen, die Cellulose spalten bzw. den Abbau von Pektin, einem
weiteren wichtigen Bestandteil von Zellwanden und der Mittellamelle, erméglichen (Daniels
et al., 1988; Alfano & Collmer, 1996).

In Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis und in Cm subsp. sepedonicus ist z.B. eine
Cellulase, die neben der katalytischen- und der Cellulose-Bindedomdne eine
Expansindomane aufweist, ein wichtiger Virulenzfaktor (Jahr et al., 2000; Laine et al., 2000).
Die Ralstonia solanacearum Stamme AW und K60 produzieren jeweils flinf Exoenzyme (eine
B-1,4-Endoglucanase: Egl, eine Endopolygalacturonase: PehA bzw. PglA, zwei Exopoly-
galacturonasen: PehB und PehC, eine Pectinmethyl-Esterase: Pme). Deletionsmutanten von
egl, pehA und pehB zeigten einen abgeschwacht virulenten Phanotyp, Mutationen in den
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anderen Genen hatten keinen Einfluss auf die Virulenz von Ralstonia solanacearum. Ein
avirulenter Phanotyp war bei keiner der Mutanten festzustellen (Denny et al., 1990; Huang
& Allen, 2000; Gonzalez & Allen, 2003; Liu et al., 2005). Besonders intensiv untersucht
wurden die Zellwand-degradierenden Enzyme von Enterobacteriaceen, die bis 1998 in der
Gattung Erwinia zusammengefasst wurden (Hauben et al., 1998) und bei vielen wichtigen
Kulturpflanzen Weichfaulen hervorrufen. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pectobacterium atrosepticum und Dickeya chrysanthemi zum Beispiel produzieren groRe
Mengen dieser Enzyme, wodurch die Integritat der Zellwand gestort, das Gewebe aufgeldst
und so die Auslosung der Weichfdule erméglicht wird (Collmer et al., 1985; Pirhonen et al.,
1991; Bell, et al., 2004; Toth & Birch, 2005).

2.2.4 Typlll-Sekretionssystem

Wie bereits erwdhnt, verfligen die meisten phytopathogenen Proteobacterien, wie z.B.
Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum und verschiedene
Xanthomonaden Uber ein Typlll-Sekretionssystem (TTSS) (Cornelis & Van Gijsegem, 2000).
Auch bei der Symbiose von Rhizobien und Leguminosen spielt dieses System eine zentrale
Rolle (Viprey et al., 1998; Marie et al., 2001).
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Abbildung 2.2: Modell des Typlll-Sekretionssystems am Beispiel von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(nach Buttner & Bonas, 2002). HrpF: Translokon-Protein. IM: innere bakterielle Membran, OM: &ulRere
bakterielle Membran, PM: Plasmamembran, Xops: Xanthomonas outer proteins.
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Der Typlll-Sekretionsapparat (Abbildung 2.2) durchspannt die innere- und die &duRBere
Zellmembran des Bakteriums und ist mit dem extrazellularen Hrp-Pilus assoziiert, der den
Sekretionsapparat mit dem Translokon in der Zellmembran der Wirtszelle verbindet. Uber
das Translokon erfolgt letztlich der Transfer bakterieller Proteine in das Cytosol der
Pflanzenzelle. Die Gene, die fiir Proteine des TTSS codieren, werden in phytopathogenen
Bakterien aufgrund ihrer Bedeutung fir die Virulenz und die Auslésung der Hypersensitiven
Reaktion als hrp-(hypersensitive response and pathogenicity) und hrc-Gene (hrp conserved)
bezeichnet (Bogdanove et al., 1996).

Ebenso wie bei Tier-Pathogenen werden tber das TTSS bakterielle Proteine/Virulenzfaktoren
(TTSS-Effektoren) Giber die Zellmembranen und die Zellwand des Bakteriums in das Cytosol
der Wirtszelle (z.B. Avr-Proteine) oder auch in das umgebende Medium (z.B. Harpin-
Proteine) transloziert (Van Gijsegem et al., 1993; Hueck, 1998). Die TTSS Effektoren férdern
das Wachstum des Pathogens im Wirt, indem sie die Abwehr des Wirts inaktivieren
und/oder Nahrstoffe aus der Pflanzenzelle freisetzen (He et al., 2004; Mudgett, 2005). Die
Inaktivierung des TTSS fuhrt z.B. bei Bakterien der Gattungen Pseudomonas, Xanthomonas
und Ralstonia zu einem avirulenten Phdnotyp. Zudem konnen sich die Mutanten im Wirt nur
noch schwach vermehren und I6sen bei resistenten Wirtspflanzen keine HR mehr aus
(Alfano & Collmer, 2004).

2.2.5 Quorum Sensing

Unter Quorum-Sensing (QS) werden Systeme zusammengefasst, bei denen Bakterien die
Expression von Genen in Abhédngigkeit von ihrer Populationsdichte regulieren (Fuqua et al.,
1994). QS basiert auf der Interaktion eines kleinen diffusiblen extrazelluldren Signalmolekiils
(Autoinducer), dessen Konzentration mit zunehmender Populationsdichte ansteigt, mit
einem regulatorischem Element. Erreicht die Konzentration des Autoinducers einen
bestimmten Schwellenwert, wird ein Regulator direkt oder indirekt Gber eine Signalkaskade
aktiviert und fuhrt zur Induktion oder Repression der Zielgene (Camara et al., 2002; Williams,
2007; Williams et al., 2007). Die meisten bisher identifizierten Autoinducer Gram-negativer
Bakterien gehoren zur Familie der N-Acylhomoserinlactone (AHLs). Bei Gram-positiven
Bakterien handelt es sich hingegen meist um posttranslational modifizierte Peptide. Aber
z.B. auch y-Butyrolactone, Furanone oder Derivate langkettiger Fettsauren kdnnen als
Quorum-Sensing-Signale fungieren (Winzer et al., 2002; Williams, 2007; Schaefer et al., 2008;
Atkinson & Williams, 2009).

Die Produktion der Autoinducer kann durch Wachstumsparameter wie die Temperatur oder
die Zusammensetzung des Mediums beeinflusst werden und kann auch mit anderen
Regulationsmechanismen verknipft sein (Lazazzera, 2000; Brelles-Marino & Bedmar, 2001).
In Ralstonia solanacearum wird z.B. das AHL-Signalmolekil nur in Gegenwart des os—Faktors,
welcher unter Hungerbedingungen maximal aktiv ist, synthetisiert (Flavier et al., 1997). In
Pseudomonas aeruginosa hingegen wird die Transkription des o°-Faktors durch AHL positiv
reguliert (Latifi et al., 1996). Bei Vibrio fischeri konnte bei Anzucht in komplexem Medium ein
Quorum-Sensing-Inhibitor nachgewiesen werden, aber nicht, wenn die Zellen in einem
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definiertem Minimalmedium wuchsen (Eberhard, 1972). Fiir Rhizobium leguminosarum bv.
viciae wiederum wurde das Haupt-AHL nach Anzucht in komplexem Medium identifiziert
(Lithgow et al., 2000).

Das Autoinducer vermittelte Cell-cell signaling spielt unter anderem eine Rolle bei der
Regulation der Antibiotikasynthese, der EPS-Biosynthese, dem Plasmidtransfer und der
Produktion von Virulenzfaktoren (Brelles-Marino & Bedmar, 2001). Bei Pectobacterium
carotovora und P. atrosepticum werden u.a. die Synthese extrazellularer Enzyme, die das
Wirtsgewebe degradieren, durch Quorum-Sensing reguliert. Auf diese Weise wird
gewadhrleistet, dass die Bakterienpopulation geniigend Enzym synthetisiert, um das Gewebe
erfolgreich zu zerstéren, und so der Wechsel von der biotrophen Invasions- in die
nekrotrophe Mazerationsphase vollzogen werden kann (de Kievit & Iglewski, 2000; Smadja
et al., 2004).

Fir Gram-positive phytopathogene Bakterien wurde bislang noch keine QS-abhangige
Genregulation beschrieben. In anderen Gram-positiven Bakterien, wie z.B. Staphylococcus
aureus, Lactobacillus plantarum sowie verschiedenen Clostridien oder Streptomyceten ist
diese populationsdichteabhangige Genregulation hingegen z.T. sehr gut untersucht (Folcher
et al.,, 2001a; Folcher et al.,, 2001b; Wuster & Babu, 2008). Das Agr (accessory gene
regulator) System ist ein unter Gram-positiven Firmicutes weit verbreitetes QS-System und
wurde zuerst in Staphylococcus aureus identifiziert. In S. aureus ist das Agr-System wichtig
fur das Uberleben des Pathogens in Epithel und Endothel-Zellen (Qazi et al., 2001) und ist an
der Regulation der Virulenzgene und der Biofilmbildung beteiligt (Chan et al., 2004; Cheung
et al., 2004; Novick & Geisinger, 2008). Bei dem Signal-Molekil handelt es sich um ein
posttranslational modifiziertes Peptid, das von agrD codiert wird. Nach Prozessierung des
AgrD-Proteins durch die membrangebundene Endopeptidase AgrB wird das resultierende
Peptid-Thiolacton (AIP: autoinducing peptide), bei dem ein zentraler Cystein-Rest kovalent
mit der C-terminalen Carboxylgruppe verbunden ist (zyklischer Thioester), sekretiert (Chan,
Coyle, & Williams, 2004; Novick & Geisinger, 2008). Die AlP-abhdngige Regulation wird durch
einen Zwei-Komponenten-Regulator vermittelt. Nach Bindung von AIP an die Sensorkinase
AgrC phosphoryliert diese den Response-Regulator AgrA, durch den die Transkription der
Zielgene aktiviert wird (Ji et al., 1995; Chan et al., 2004; Novick & Geisinger, 2008).
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2.3 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ist ein Gram-positives, nicht-
sporenbildendes Bakterium, das aufgrund von Analysen der 16S-rRNA und des
Zellwandaufbaus in die Familie der Microbacteriaceae (Ordnung Actinomycetales)
eingruppiert wird (Stackebrandt et al., 1997). Es gehort zu der sehr kleinen Gruppe Gram-
positiver Pflanzenpathogene mit hohem GC-Gehalt, weist eine coryneforme Morphologie
auf und ist unbegeillelt (Gartemann et al., 2008; Davis, 1984). Neben Cmm werden bislang
nur vier weitere Clavibacter michiganensis Subspezies der Gattung Clavibacter zugeordnet,
die alle phytopathogen sind. Weitere Arten sind fiir diese Gattung nicht beschrieben. Allen
Subspezies gemein ist, dass sie systemische Infektionen auslésen und das vaskuldre System
ihrer jeweiligen Wirtspflanze besiedeln (Vidaver, 1982). Eine Ubersicht der verschiedenen
Subspezies, ihrer Wirtspflanzen und der charakteristischen Krankheitssymptome kann
Tabelle 2.1 entnommen werden.

Tabelle 2.1: Wirtspflanzen der verschiedenen Clavibacter michiganensis Subspezies und charakteristische
Krankheitssymptome der Pflanzen nach Pathogenbefall (Vidaver, 1982).

Cm-Subspezies Wirtspflanze Krankheitssymptome
insidiosus Medicago sativa (Luzerne) bakterielle Welke
michiganensis Solanum lycopersicum (Tomate) bakterielle Welke
nebraskensis Zea mays (Mais) Blatt- und Stangelfaule
sepedonicus Solanum tuberosum (Kartoffel) Bakterienringfaule
tesselarius Triticum aestivum (Weizen) Blattflecken

Das coryneforme, unbegeiRelte Bakterium Cmm |6st bei seiner Wirtspflanze (Solanum
lycopersicum, Tomate) eine als bakterielle Welke oder auch als bacterial wilt and canker
bezeichnete Tracheobakteriose aus (Davis et al., 1984). In den meisten Anbaugebieten fir
Tomaten wurden bereits Infektionen mit Cmm nachgewiesen (EPPO/CABI, 2005), die zu
Ernteverlusten von bis zu 80 % fihren kdnnen (Strider, 1969). Eine Infektion kann sowohl
Uber infiziertes Saatgut als auch Gber Wunden des duBeren Pflanzengewebes (Strider, 1969)
oder Hydathoden (Carlton et al., 1998) erfolgen. Cmm ist ein biotrophes und nur moderat
nekrotrophes Bakterium. Nach Infektion besiedelt es die Xylemgefdfle (Abbildung 2.3, D),
breitet sich sytemisch aus und kann Titer von bis zu 1 x 10'° Bakterien pro Gramm
Frischgewicht der Pflanze erreichen (Bermpohl, 1990). Erst in spateren Infektionsphasen
kann Cmm z.B. auch im Parenchymgewebe nachgewiesen werden (Benhamou, 1991). Die
hochtitrige Besiedlung des Xylemsafts auch durch nicht virulente Cmm-Stamme ist
erstaunlich, da der Xylemsaft keine hohen Nahrstoffenkonzentrationen enthalt (Purcell &
Hopkins, 1996).
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Abbildung 2.3: Mit Cmm infizierte Tomatenpflanzen 4 Wochen nach Infektion mit Cmm. A-C: Durch Cmm
hervorgerufene Krankheitssymptome. A: Fiederblattwelke, B und C: Sprossldsion, D: Rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahme: Querschnitt eines mit Cmm besiedelten XylemgefaRes (REM-Aufnahme: T. Trapphoff).

Das erste Symptom der Krankheit ist die unifasciale Fiederblattwelke, bei der sich die
Fiederblatter von den Blattrandern her einrollen und ihre Turgeszenz verlieren. Im weiteren
Krankheitsverlauf nimmt die Intensitat der Welke zu und es treten Sprossldasionen (canker)
auf (Abbildung 2.3, A-C), die die Pflanze in ihrer Standfestigkeit beeintrdchtigen kénnen
(Wallis, 1977). In diesem Stadium werden auch Zellwdnde des das Xylem umgebenden
Gewebes degradiert, so dass Cmm das Xylem verlassen und in das Parenchymgewebe
vordringen kann (Benhamou, 1991). Zudem kann beobachtet werden, dass Cmm uber
Sprosslasionen an die Oberflache infizierter Pflanzen gelangen kann (Abbildung 2.3, C).
Abhédngig von der Virulenz des Cmm-Stamms und der Intensitdt der Infektion kann die
Pflanze schlieRlich absterben (Wallis, 1977). Verlauft eine Infektion relativ mild, so dass
keine oder nur schwache Krankheitssymptome zu erkennen sind (latente Infektion) und eine
Fruchtbildung moglich ist, kann kontaminiertes Saatgut entstehen, da Cmm auch in die
Samen gelangen kann (Tsiantos, 1987). Im Erdreich kann Cmm nur dann mehrere Jahre
persistieren, wenn es mit abgestorbenem Pflanzenmaterial assoziiert ist (Fatmi & Schaad,
2002).

2.3.1 Charakteristika von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NCPPB382

Das Genom des Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Stamms NCPPB382 umfasst
das etwa 3,3 Mb grol3e zirkuldre Chromosom und die beiden endogenen zirkuldren Plasmide
pCM1 (27,4 kb) und pCM2 (70,0 kb) (Gartemann et al., 2008). Cmm gehort wie bereits
erwahnt zu der Familie der Microbacteriaceae und weist dementsprechend mit 72,6
(Chromosom), 66,5 bzw. 67,6 % (pCM1 und pCM2) einen sehr hohen GC-Gehalt der DNA auf.
Erste Analysen zur Virulenz dieses Stamms ergaben, dass jedes der beiden Plasmide
wesentlich fiir die Ausbildung von Krankheitssymptomen ist (Meletzus et al., 1993). Derivate
von NCPPB382, die nur eins der beiden Plasmide enthalten (CMM101, nur pCM1; CMM102,
nur pCM2), zeigen einen deutlich verringert virulenten Phanotyp als der Wildtypstamm. Die
Infektion von Tomaten mit einem plasmidfreien Derivat (CMM100) fiihrt lediglich zu einer
leicht verringerten Biomasse der Pflanzen. Die Ausbildung von Krankheitssymptomen kann
nicht beobachtet werden, allerdings ist die Kolonisierung der Tomate nach dem Verlust
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beider Plasmide nicht eingeschrankt. In planta werden ebenso hohe Titer erreicht wie nach
Infektion mit NCPPB382. Auch die fiir Cmm typische Bildung groBer Mengen an
Exopolysacchariden (EPS), die auf Festmedien eine mucoide Koloniemorphologie bedingt, ist
bei CMM100 festzustellen. Alle Gene, die die Infektion und hochtitrige Besiedlung des Wirts
ermoglichen, sind folglich auf dem Chromosom lokalisiert. Die Annahme, dass die
Welkesymptome vor allem durch eine Verstopfung der Xylemgefae durch die Bakterien und
das von ihnen gebildete EPS hervorgerufen werden, konnte verworfen werden. Denn zum
einen ist der EPS-produzierende CMM100 avirulent und zum anderen sind Mutanten, die
eine stark reduzierte EPS-Produktion aufweisen und beide Plasmide enthalten, nur minimal
in ihrer Virulenz eingeschrankt (Bermpohl et al., 1996; Schauer, 2004). Im Vergleich zu
Pflanzen, die mit dem Wildtyp infiziert wurden, weisen mit EPS-Mutanten infizierte Pflanzen
allerdings eine hohere Biomasse auf. Das EPS tragt offenbar durch Erzeugung von
zusatzlichem Wasserstress zur Intensivierung der Welkesymptome bei, ist aber kein
essentieller Virulenzfaktor.

CelA und Pat-1 - essentielle Virulenzfaktoren von NCPPB382

Bei den auf pCM1 und pCM2 lokalisierten Virulenzfaktoren handelt es sich um celA und
pat-1. Die Komplementation des avirulenten CMM100 mit einem dieser beiden Gene fihrt
zu einem virulenten Phanotyp (Dreier et al., 1997; Jahr et al., 2000).

celA (pCM1) codiert fiir eine B-1,4-Endoglucanase (Cellulase). Neben der fiir bakterielle
Endoglucanasen typischen katalytischen Domane und einer Cellulose-Bindedomane weist
CelA eine C-terminale Domane auf, die homolog zu pflanzlichen a-Expansinen ist. Eine
chromosomal codierte Cellulase (CelB, CMM_2443), die keine Expansindomédne aufweist,
und ein ebenfalls chromosomal codiertes Expansin (CMM_1480) scheinen nicht an der
Ausbildung der Krankheitssymptome beteiligt zu sein. Auch konnte die Zersetzung
kristalliner Cellulose nur fiir CelA nachgewiesen werden. Expansine bewirken vermutlich
durch Auflosung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Polysacchariden der
Zellwand eine Auflockerung der Zellwand und erleichtern so das Streckungswachstum der
Pflanze (Shcherban et al., 1995; Cosgrove, 1998). CMM100, der mit einem modifizierten celA
(deletierte Expansindomdne) komplementiert wurde, ist immer noch avirulent und auch
nicht in der Lage, kristalline Cellulose zu zersetzen. Die Expansindomane von CelA ist also
essentiell fiir die Auslosung der Welkesymptome und (eventuell durch die Auflockerung des
Cellulosepolymers) fiir die Degradierung kristalliner Cellulose (Jahr et al., 2000). Neben der
Cellulaseaktivitat (CelA) konnte flir Cmm eine Polygalacturonase- (Hildebrandt, 1971;
Beimen et al., 1992), eine Pectinmethylesterase- (Strider, 1969) und eine Xylanaseaktivitat
(Beimen et al., 1992) nachgewiesen werden. Diese chromosomal codierten Enzyme, die
ebenso wie CelA Komponenten der pflanzlichen Zellwand degradieren, sind eventuell auch
an der Auslosung der Welkesymptome beteiligt. Allerdings reicht die Aktivitat dieser Enzyme
nicht aus, um in Abwesenheit von CelA und Pat-1 die Krankheitssymptome auszul6sen.

pat-1 (pCM2) codiert fiir eine mogliche Serinprotease des Trypsintyps (Serinprotease-Familie
S1A). Aufgrund eines N-terminalen Leaderpeptids wird eine Sekretion von Pat-1 vermutet.
Im Gegensatz zu CelA konnte bislang weder die Sekretion noch die katalytische Aktivitat von
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Pat-1 nachgewiesen werden (Dreier et al., 1997). Allerdings ist eine Mutante (ohne pCM1),
bei der das Serin-Codon der mdoglichen katalytischen Triade von Pat-1 gegen ein Threonin-
Codon ausgetauscht wurde, avirulent. pat-1 scheint demnach eine funktionale Serinprotease
zu codieren (Niermann, 1997; Burger, et al.,, 2005). Neben Pat-1 konnten neun weitere
extrazelluldre Serinproteasen der S1A-Familie fir NCPPB382 identifiziert werden, die als
Chp-Familie bezeichnet werden. phpA und phpB (plasmidal homology of pat-1) liegen wie
pat-1 auf pCM2 (Pieper, 2001), die weiteren sieben Gene, chpA-chpG (chromosomal
homology of pat-1) sind auf dem Chromosom lokalisiert (Melkonyan, 1993; Burger et al.,
2005; Stork et al., 2008). chpA, chpB und chpD sind allerdings Pseudogene, da sich innerhalb
der codierenden Sequenzen frameshifts und/oder Stoppcodons befinden (Stork et al., 2008).
Vierzehn weitere extrazelluldre Serinproteasen konnten der Ppa- (S1X-Familie) bzw. der
Subtilase-Familie zugeordnet werden. ppaJ ist das einzige der elf ppa-Gene, das auf pCM1
lokalisiert ist. Alle weiteren ppa’s und die drei sbt-Gene befinden sich auf dem Chromosom
(Gartemann et al., 2008).

Die chp/tomA-Region und ihre Bedeutung fiir die pathogene Interaktion

Bei einem Screnning von Transposonmutanten wurde eine avirulente CMM101-Mutante
(CMM101B330-18) identifiziert, die die Tomate nur noch eingeschrankt kolonisieren kann
(maximaler Titer: 2,8 x 10* Bakterien/g Pflanzenhomogenat) (Kirchner, 2003). Der Versuch
den Phdnotyp dieser Mutante durch Einbringen einer intakten Kopie des Gens, welches
durch das Transposon inaktiviert wurde (CMM_0135: konserviert hypothetisches Protein,
mogliche GTP-Pyrophosphokinase), zu komplementieren, schlug fehl (Abt, 2003). Eine
genauere Charakterisierung von CMM101B330-18 ergab, dass eine etwa 130 kb groRe
chromosomale Genregion deletiert war (Schott, 2004; Gartemann et al., 2008). Diese als
chp/tomA-Region (Abbildung 2.4) bezeichnete Pathogenitatsinsel weist einen niedrigen GC-
Gehalt (chp-Region: 64,6 %, tomA-Region: 66,8 %) auf und ist von 1,9 kb grolRen direct
repeats flankiert.

chp tom A
DR1a 20 kb 40 kb 60 kb 80 kb 100 kb 120kb DR1b
|:. | [ [ [ l [ [ | i I [ I [ [ [ l [ }
WL M ) D> M (D )P« ) e P WhH
X ) «r ) o - €« ( «aPPPd» ¢ )
chpD' chpA' chpC chpG chpB’  sbtA
chpE chpF
<K { <
ppaA ppaC ppaB2 ppaE  ppaD
ppaB1
pelAl pelA2 tomA

Abbildung 2.4: Physikalische Karte der chp/tomA-Region von NCPPB382. Die flankierenden direct repeats sind
als violette Rechtecke dargestellt. Farblich besonders hervorgehoben sind Gene, die fir folgende Proteine
codieren: rot: extrazelluldre Serinproteasen der Chp-, Ppa- und der Subtilase-Familie; griin: extrazellulare
Enzyme; blau: Glycosidasen; dunkelblau: weitere Proteine des Zuckermetabolismus und Zuckertransporter;
orange: Transkriptionsregulatoren.
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In der chp-Region sind alle sieben chp-Gene, sechs der zehn chromosomalen ppa-Gene
sowie zwei fur Pectatlyasen codierende Gene (pelAl, pelA2) lokalisiert. Die in der tomA-
Region lokalisierten Gene codieren Uberwiegend Proteine des Zuckertransports und
-metabolismus, darunter auch 12 Glycosidasen. tomA codiert fiir eine Tomatinase, die an der
Detoxifizierung von a-Tomatin, einem Alkaloid der Tomate, beteiligt ist (Kaup et al., 2005).
Eine der chp/tomA-Region entsprechende Genregion liegt im ebenfalls sequenzierten
C. michiganensis subsp. sepedonicus (Cms)-Typstamm nicht vor (Bentley et al., 2008). Auch
konnten zu vielen aber nicht allen der in dieser Region lokalisierten Gene keine
entsprechenden Orthologe in Cms identifiziert werden.

Aufgrund des Phanotyps der Deletionsmutante CMM101B330-18 war also anzunehmen,
dass Gene der chp/tomA-Region essentiell fur die effektive Kolonisierung der Wirtspflanze
sind und an der Ausbildung der Welkesymptome beteiligt sein kdnnen. Allerdings ist nicht
bekannt, welche Gene dieser 130 kb groRen Region an der pathogenen Interaktion von Cmm
mit seinem Wirt beteiligt sind. tomA, welches das a-Tomatin der Tomate spaltet, scheint
keine wesentliche Bedeutung in der Interaktion mit der Tomate zu haben. Eine
entsprechende CMM101-Mutante war ebenso virulent wie der Kontrollstamm CMM101
(Kaup et al., 2005). Die Analyse von Cmm-Stammen, die zwischen 1994 und 2007 aus
infizierten Tomatenpflanzen in Israel und den Niederlanden isoliert wurden, zeigte hingegen,
dass der Phanotyp von CMM101B330-18 moglicherweise durch das Fehlen der chp-Gene
erklart werden kann. Einige dieser Stamme sind avirulent, obwohl sie pat-1 und celA
enthalten, und erreichen in der Pflanze einen deutlich geringeren Titer als NCPPB382 (1 x 10°
bis 5 x 10’/g Pflanzenhomogenat). Allerdings konnte in jedem dieser Stimme durch
Hybridisierungen und/oder PCR nur maximal eins der chp-Gene nachgewiesen werden. Die
untersuchten virulenten Isolate enthalten dagegen Homologe zu allen 7 chp-Genen
(Steingrover, 2003; Grafen, 2005; Kleitman et al., 2008).

Letztlich wurde durch gezielte Inaktivierung von chpC, ppaA und ppaC gezeigt, dass diese
Gene bendtigt werden, um in planta einen fiir NCPPB382 typischen Titer von 1 x 10° bis
1x 101°/g Pflanzenhomogenat zu erreichen. Alle drei Mutanten erreichten in Pflanzentests
nur noch einen maximalen Titer von 1 x 10’ bis 5 x 108/g Pflanzenhomogenat und zeigten
einen verringerten Virulenzgrad. Der starkste Effekt war bei der chpC-Mutante zu erkennen
(Schott, 2004; Stork et al., 2008; Abt & Eichenlaub, unveroffentlicht). Unklar ist, ob die
Deletion dieser Gene neben einer Reduktion der Kolonisierungsfahigkeit auch einen direkten
Einfluss auf die Virulenz hat. Wahrenddessen zeigte eine chpG'-Mutante keine Veranderung
bezliglich der Interaktion mit der Tomate. Allerdings war im Gegensatz zu den anderen
Mutanten die Fahigkeit, bei der Nichtwirtspflanze Mirabilis jalapa eine Hypersensitive
Reaktion auszuldsen, nicht mehr vorhanden (Stork et al., 2008).
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2.4 Microarray-Analysen (Genomweite Analyse des Transkriptoms)

Vergleicht man die Expression aller Gene eines Organismus unter zwei verschiedenen
Wuchsbedingungen so kénnen alle Gene identifiziert werden, deren Expression unter einer
der beiden gewahlten Bedingungen modifiziert wird. Dadurch kénnen z.B. Riickschliisse auf
die Funktion der differentiell exprimierten Gene gezogen und zeitliche Ablaufe oder
Zusammenhange zwischen verschiedenen physiologischen Prozessen aufgeklart werden.

Die Microarraytechnologie (Abbildung 2.5) bietet die Moglichkeit solche vergleichenden
Genexpressionsanalysen durchzufiihren. Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Nutzung
dieser Technologie besteht darin, dass das Genom des zu untersuchenden Organismus
sequenziert und annotiert ist. Erst dann ist die Herstellung genspezifischer Oligonukleotide,
die meist eine Lange von 50-70 bp haben, fiir einen genomweiten Microarray moglich. Die
Oligonukleotide werden als spots an genau definierten Positionen auf Epoxyglasobjekt-
tragern aufgetragen, auf denen bis zu 1 x 10 spots pro cm? enthalten sein kénnen, und tber
chemisch aktive Gruppen kovalent an diesen gebunden. Uber die jeweilige Position eines
spots auf dem Array kann jedem spot das entsprechende Gen zugeordnet werden. (Schena
et al., 1995; Ye et al., 2001).

Herstellung des
Microarrays

THEH
’*&WA A §

B&W@WM § "FoNe

RNA cDNA-Synthese Hybridisierung gegen Scannen,
Isolierung und -Markierung den Microarray anschlieBende Analyse

Abbildung 2.5: Schematische Ubersicht eines Microarrayexperiments.

Zur vergleichenden Analyse der Genexpression eines Organismus unter zwei verschiedenen
Bedingungen wird zunachst die RNA beider Proben isoliert und revers in cDNA transkribiert.
Nach Markierung der cDNAs mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen kénnen diese
zusammen gegen den Microarray hybridisiert werden (Eisen & Brown, 1999) und die
Signalintensitaten beider Farbstoffe fiir jeden spot mittels eines entsprechenden
Fluoreszenz-Scanners und geeigneter Software ermittelt werden (Abbildung 2.5). Anhand
der Unterschiede der Signalintensitaten beider Farbstoffe kann nun fir jedes Oligonukleotid
und somit fir das dadurch reprasentierte Gen das Verhaltnis der Genexpression zwischen
Kontroll- und Versuchsbedingung bestimmt werden.
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2.5 Zielsetzung

Die Microarraytechnologie ermoglicht genomweite Analysen des Transkriptoms eines
Organismus unter verschiedensten Bedingungen. Nach der vollstandigen Sequenzierung und
Annotation des Genoms des Cmm-Stamms NCPPB382 waren die Voraussetzungen zur
Nutzung dieser Technologie gegeben und sollte nun auch fir dieses Gram-positive,
phytopathogene Bakterium etabliert werden. Durch Microarrayanalysen sollten Gene
identifiziert werden, die fiir die Pathogenitdt von Cmm relevant sind. Des Weiteren ware es
fiir das Verstandnis der molekularen Mechanismen der Interaktion von Cmm mit seiner
Wirtspflanze von Vorteil, wenn auch erste Einblicke in die daran beteiligen Regulations-
mechanismen gewonnen werden wirden. Fir diesen Zweck sollte sowohl das
Expressionsmuster von Cmm in planta als auch in verschiedenen die Pflanzenumgebung
simulierenden in vitro-Systemen untersucht werden. In vitro-Systeme haben den Vorteil,
dass die verwendeten Bedingungen besser reproduziert werden kénnen als in planta. Zudem
kann die Reaktion von Cmm z.B. auf einzelne Komponenten der Pflanze genauer untersucht
werden.

Neben den Microarrayexperimenten war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den Xylemsaft
der Tomate zu analysieren. Zum einen sollte geklart werden, welche Substanzen des
Xylemsafts von Cmm verwertet werden koénnen und ob sich eine unterschiedliche
Verwertung der einzelnen Nahrstoffe auch in den Microarrydaten widerspiegelt. Zum
anderen war es von Interesse, herauszufinden, inwiefern sich die Zusammensetzung des
Xylemsafts infizierter und nicht-infizierter Pflanzen voneinander unterscheidet. Hierbei sollte
durch Verwendung verschiedener Cmm-Stamme auch untersucht werden, ob die Virulenz
und die Kolonisationsfahigkeit dieser Stamme einen Einfluss auf die Metabolitkonzen-
trationen im Xylemsaft haben.
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3 Material

3.1 Bakterienstamme
Escherichia coli

Tabelle 3.1: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme.

19

Stamm Genotyp, wichtige Eigenschaft

DH5amcr F, endAl, supE44, thi-1 \ recAl, gyrAl, gyrA96, relAl,
deoR, mcrA, NlacXYA-argF)-
U169M80dlacZM15, A(mrr hsdMS mcrBC)

GM119 F, decm-6, dam-3, metB1, galk2, galT22, lacY1, tsx-78,

Supt44

Referenz
(Grant et al., 1990)

(Marinus & Morris,
1973)

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Tabelle 3.2: In dieser Arbeit verwendete Cmm-Stamme.

Stamm Genotyp, wichtige Eigenschaft Referenz

Cmm NCPPB382 virulent, Solanum lycopersicum (Tomate) NCPPB

CMM100 Curing-Derivat von Cmm NCPPB382, plasmidfrei (Meletzus &
Eichenlaub, 1991)

CMM101 Curing-Derivat von Cmm NCPPB382, pCM1 (Meletzus &
Eichenlaub, 1991)

CMM102nm NmR, PCM2\m Kointegrat pCM2/pHJ21 (Jahr, 2000; Abt,

CMM100whitecn

CMM100whitecm/sm
CmmCatR7B

CmmCatR7BpCM2ym

CMM101dtxRA1
CMM101chpC8
Cmm1624

CMM101_1624

CMM100, CmR, crtBl::cmx; Carotinoid-Mutante,
weilRer Phanotyp, plasmidfrei

CMM100whitecp, SmR, Spontanresistenz
Cmm NCPPB382, CmR, catR::cmx

CmmCatR78, cm® Nm®, pCM1, pCM2ym:
Kointegrat pCM2/pHJ21

CMM101, Cm", dtxR::cmx
CMM101, CmF, chpC::cmx, pCM1
Cmm NCPPB382, Cm®, CMM_1624::cmx

CMM101, Cm®, CMM_1624::cmx

2008)
(Abt, 2008)

(Winter, 2008)
(Mayer, 2006)

(Winter, 2008)

(Kraz, 2004)
(Grafen, 2005)
diese Arbeit

diese Arbeit
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3.2 Plasmide und Vektoren

Tabelle 3.3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide und Vektoren.

20

Plasmid / Vektor

relevante Eigenschaften

Referenz

pUC18

pSmart

pOKUcmBa

Cmis2p0159d05

pMF1624p

lacZa-Komplementationssystem, Ap®

Klonierungsvektor, Ap®

pUC19::1,5 kb BamHI (cmx); Ap®, Cm®

geschertes 2,3 kb Fragment aus Cmm NCPPB382,
kloniert in pSMART, flankiert von EcoRI-
Schnittstellen; CMM_1624, CMM_tRNA_0026
(tRNA-Val(TAC)), CMM_1623; Ap®

Cmis2p0159d05 mit in BamHI-Deletion kloniertem
cmx-Gen (1,5 kb-BamHI-Fragment) aus
pOKUcmBa ; cmx in entgegengesetzter Richtung
wie CMM_1624; Ap®, cm®

(Vieira & Messing,
1982; Yanisch-
Perron et al., 1985)

Lucigen Corp.,
Middleton, WI, USA

(Kirchner, 2003)

Genomprojekt Cmm
NCPPB382, IIT Biele-
feld, (Gartemann et
al., 2008)

diese Arbeit

3.3 Pflanzenmaterial

Tabelle 3.4: In dieser Arbeit verwendete Pflanzensamen.

Pflanzensamen

Herkunft

Solanum lycopersicum cv. “Moneymaker”

(Tomate)

Mirabilis jalapa, gelbe Naturform
Nicotiana benthamiana

Nicotiana tabacum cv. Samsun

Erfurter Saatgut, N. L. Chrestensen, Erfurter

Samen- und Pflanzenzucht GmbH

Gartnerei der Universitat Bielefeld

Gartnerei der Universitat Bielefeld

Gartnerei der Universitat Bielefeld
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3.4 Enzyme und Chemikalien

3.4.1 Enzyme

21

Tabelle 3.5: In dieser Arbeit verwendete Enzyme.

Bezugsquelle Enzym

New England Biolabs Antarktische Phosphatase, Restriktionsendonukleasen,T4-DNA-

Ligase
Serva RNaseA
Sigma Lysozym
Bioline BioScript Reverse Transkriptase

Ligase-Puffer (Firma New England Biolabs)

1xT4-DNA-Ligase-Puffer 50 mM
10 mM

10 mM

1 mM

25 mg/ml

3.4.2 Restriktionsendonukleasen

Tris-HCl

MgCl,

Dithiothreitol

ATP

BSA 2> pH 7,5

und -Puffer

Tabelle 3.6: In dieser Arbeit verwendete Restriktionsendonukleasen; / gibt die Schnittstelle an.

Enzym Restriktionspuffer Erkennungssequenz 5’ - 3’
BamHI NEBuffer 3 G/GATCC
Byl NEBuffer 3 A/GATCT
EcoRl NEBuffer EcoRlI G/AATTC
Fspl NEBuffer 4 TGC/GCA
Hindlll NEBuffer 2 A/AGCTT
Mscl NEBuffer 4 TGG/CCA
Ncol NEBuffer 3 C/CATGG
Pstl NEBuffer 3 CTGCA/G
Smal NEBuffer 4 CCC/GGG
Sphl NEBuffer 2 GCATG/C
Xbal NEBuffer 4 T/CTAGA
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Zusammensetzung der verwendeten Restriktionspuffer (10x konzentriert)

NEBuffer 2 10 mM  Tris-HCI
10mM  MgCl,
50 mM Nadl

1 mM Dithiothreitol 2> pH7,9

NEBuffer 3 50 mM  Tris-HCl
10mM  MgCl,
100 mM  Nadl

1 mM Dithiothreitol 2> pH79

NEBuffer 4 20 mM  Tris-Acetat
10 mM  Mg-Acetat
50 mM  K-Acetat
1 mM Dithiothreitol 2> pH7,9

NEBuffer EcoRl 100 MM Tris-HCl
10mM  MgCl,
50 mM  NacCl
0,02 % Triton X-100 2> pH7,5

3.4.3 Oligonukleotidprimer fiir PCR

Tabelle 3.7: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotid-Primer.

Amplifikat / GrolRe des Primer Nukleotidsequenz
Annealingtemp. Amplifikats [bp]

celA / 55°C 502 PFC1 gtctgagctctggtacacat
PRC3 tcgtctcgaacttcgtaccg
pat-1/55°C 851 P6 cgtcaggaggtcgctaata

pat-1 fwd gctactatgcagttcatgtc
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3.4.4 Oligonukleotidprimer fiir real-time-RT-PCR

Die Auswahl geeigneter Primer fir die real-time-RT-PCR erfolgte in Zusammenarbeit mit
Burkhard Linke (CeBiTec, Uni Bielefeld). Die Primer wurden mit dem Programm “primer3“
generiert und ihre Eindeutigkeit mittels Blastn-Vergleichen Uberpriift. Die Primer sollten
moglichst 18-21 bp umfassen und eine Schmelztemperatur von etwa 60°C aufweisen. Es
sollte zudem moglichst ein Bereich im ersten Drittel des jeweiligen Gens amplifiziert werden
und optimalerweise ein Amplifkat von etwa 200 bp synthetisiert werden.

Tabelle 3.8: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotidprimer fiir real-time-RT-PCR. Die Annealingtemperatur
lag bei allen verwendeten Primern bei 55°C. Die Positionsangaben der Primer sind auf die Lage der Primer
innerhalb des ORFs ausgehend von der ersten Base des Startcodons bezogen.

Gen Nukleotidsequenz ORF [bp] Position der Amplifikat-
Primer grofBe [bp]
CMM_0007 agatcaccgacaagtacggc 2688 1600-1620 235
gyrA ggtggtgacgaagaagtgct 1815-1835
CMM_0041 ccagaagcaaagtccgtctc 980 260 - 280 274
ppaA ctctcgggacctgatagtcg 514 -534
CMM_0044 tgcgcaagctccctatatct 1014 1-21 238
ppaC ggtggacgtcatctcctcat 219-239
CMM_0052 atcgctcttgggctaatgg 861 45 -63 242
chpC cgcgcaacacagtgattag 250 - 268
CMM_0059 ataggggctgctcttctcg 834 39-57 250
chpG cgaggacgaggtagcgaac 252-270
CMM_0095 gattcgctctggacatcgac 198 4-24 91
cytB gatgccatcatcgtcgttc 76 -95
CMM_0100 aggagacccaccgacagac 2256 502 - 520 242
bglF gttccaatccgagaccacc 707 - 725
CMM_0103 ggagagctcgttcgectac 1767 347 - 365 252
bgll agcttctccctgatggteg 562 - 580
CMM_0166 gtgatcacgagacgacgaac 990 0-20 215
fhuD gttctccacgacgttccact 195 - 215
CMM_0601 cgcccagcactacttcatct 663 134-154 258
hemO gaggtagcgcgtgtagtggt 372-392
CMM_0866 gacctcacgaagaagatcgc 1365 573 -593 228
agtccgggttcttgatgatg 781 - 801
CMM_0877 ctcttcgtcatcaagcecectc 711 141 - 161 550
araD ggtgcttgtccgtagacgtt 671-691
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CMM_0879 gacaaggtgcaggaccagat 1131 243 - 263 299
ctcgatggtcttcttctegg 522 -542

CMM_0880 atctccggcaagctctacaa 1530 954 - 974 236
gatgttcatcgacttccggt 1170-1190

CMM_1129 gacgagattgtcctcatcgg 993 432 - 452 239
gagccaggtgaggttcacg 652 -671

CMM_1461 agttcctcgacgtcctegt 486 163 - 182 249

dpsA tggctgttgacgtcgatct 393-412

CMM_1624 ctcececggacttcaccatgce 591 78 - 97 180
ggacaccctcctgecagte 239 - 258

CMM_1973 cttcgtcgacaaggtgttcc 1332 773 -793 221
gactgcagctgtccgtagce 975-994

CMM_2094 ctcgacctcgacctegtc 1371 87-104 219

alcA gaagaagtcctcgeggatg 269 - 287

CMM _2095 gtcaacacgtcgatggacac 1611 396 -416 260
gctcttctccacgcetgaagt 636 - 656

CMM_2804 cagagatcgctcacactgct 495 6-26 244
gtgacgtacccgaagacctc 230- 250

CMM_2878 ctcgectacgtcttcatggt 1452 912 -932 291
agtagaaggcgtcgttgctc 1183 -1203

CMM_PSEUDO_0008 gataggcctttgtttgtggc 294 12 -32 235

chpA gttgatatgggggtgattcg 227 - 247

pCM1_0020 tcaagcagatggggttcac 2241 355-373 251

celA ctccggatactgcgatgtg 569 - 587

pCM1_0023 cgtctgttacctccccagg 942 73-91 225

ppal cgccgagactgttgatctc 261 - 279

pCM2_0024 tcagatgttcgacggcttc 1293 131-149 316

trbL ttgcgagtaagcatcggag 410-428

pCM2_0030 tctggctctcactecttggt 669 414 - 434 204
agtccactgcagccatctct 598 - 618

pCM2_0035 tcgatctcaacctcaageg 3405 778 - 796 247

rhsA tcgaccttggtgagctgtc 988 - 1006

pCM2_0052 agcacaaattcccaccacc 855 9-27 293

phpB gtggcaacgtaccgaacag 265 - 283

pCM2_0053 atcgatctctcgattgtccg 834 351-371 242

phpA ccaattgcacatgagtccag 573-593
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3.4.5 Chemikalien und Kits

Tabelle 3.9: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

Bezugsquelle

Chemikalien / Material

Amersham Bioscience

Bioline

Biozym

Eurogentec, Equibio
GE Healthcare
GibcoBRL

Macherey und Nagel
Merck

Millipore

Peqglab

Promega

Quantace

Roche

Roth

Sartorius

Schott
Serva

Sigma

Whatman

CyScribe GFX Purification Kit, Hybond N-Filter, Sephadex

dNTPs (je 10 mM)

Agarose Seakem LE

Elektroporations-Kiivetten (2 mm Elektrodenabstand)
Cy-3-NHS-Ester, Cy-5-NHS-Ester

Select Agar, Select Tryptone 140, Select Yeast Extract

Porablot NY amp, 0,2 um

alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Chemikalien

Microcon-Filter (Ultracel YM-30), Millex®-GV, 0,22 um (Sterilfilter)
10x Reaktionspuffer S, PCR-Puffer

SV Total RNA Isolation Kit, Wizard®Plus SV Minipreps DNA
Purification System
SensiMix One-Step Kit

DIG DNA Labeling and Detection Kit, NBT/BCIP Stock Solution (8,75
mg/ml /9,4 mg/mlin 67 % (v/v) DMSO), Blocking Reagenz
Ampicillin, Glasperlen, Glycerin, Glycin, Natriumchlorid, Tween80,
X-Gal

Nitrocellulose Nitrat Filter (Porengrofe, 0,45 um)

4 x Nexterion Block E, Nexterion Slide E

Bromphenolblau, N-Laurylsarkosyl, Silicon

Chloramphenicol, Dimethylformamid, EDTA, EGTA, Kanamycin,
Lysozym, Mineraldl, Natriumhydroxid, Neomycin, Sorbitol, Tris-HClI,
Triton-X-100

3 MM Papier

3.5 Nahrmedien

Die Mengen der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich jeweils auf 1 L HyOpnp.

C-Medium

10g Trypton
5g Yeast Extract
5g NaCl

5g Glucose 2> pH75
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SB-Medium 10g
58
58

15g

92¢g
5ml
20 ml

TBY-Medium 10g
58

58

M9-Medium 6g
3g
05¢g

lg

20 ml
2 ml
100 wl
2,5 ul
50 pl
100 pl
1ml

3.5.1 Zusatze zu Ndhrmedien

Festmedium: 15g
lacZ-a-w- 3%
Komplementation:
Spurenelemente- 2g
[6sung (100 ml) 10 mg
10 mg
10 mg
40 mg

10 mg

Trypton
Yeast Extract
NaCl

Agar (bei Festmedium) add. 600 ml H,Opp

Sorbitol

5 M CacCl,

1 M MgCl, add. 400 ml H,Opmp
Nach dem Autoklavieren zusammengeben.

Trypton
Yeast Extract

NaCl 2> pH7,5

Na,HPO,
KH,PO,4
Nacl
NH,4CI - pH 6,5

(mit KH,PO4 einstellen)
Nach Autoklavieren Zugabe folgender Komponenten:
20 % Glucose

1 M MgSOq,

0,1 M CaCl,

200 mg/ml Thiamin

10 mg/ml Nicotinsdure

autoklaviert
autoklaviert
autoklaviert
sterilfiltriert
sterilfiltriert
Spurenelementeldsung sterilfiltriert

30 mM Methionin sterilfiltriert

Agar pro 1 L Medium

(v/v) X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid) in
DMF (Dimethylformamid) gelost

FeCl3'6H,0
CuCl,2H,0
Na,B;,074H,0
(NH4)sMg024'10H,0
ZnCly4H,0
MnCly4H,0
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3.5.2 Antibiotika

Tabelle 3.10: In dieser Arbeit verwendete Antbiotika.
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Konzentration [ug/ml]

Antibiotikum Abkiirzung Losungsmittel E. coli cmm
Ampicillin Ap H,0 150 -
Chloramphenicol Cm 70 % (v/v) EtOH 10 10
Kanamycin Km H,O 30 -
Neomycin Nm H,O 50 80
Streptomycin Sn H,0 300 300

3.5.3 oa-Tomatin

a-Tomatin-Losung 3mM

3.6 Puffer und Losungen

3.6.1 Agarosegelelektrophorese

Agarose-Losung 0,8-1,5%
Ethidiumbromid-Losung 10 mg/ml
Gel-Lade-Puffer 0,03 %
40 %

117 mM

TBE (10x) 108 g
93¢

55¢g

3.6.2 Resuspendierung von Zellen

PS-Puffer 7g
58
3g

TE-Puffer 1M

100 mM

o-Tomatin in 50 mM K-Acetat (pH 4,5)
- sterilfiltrieren

(w/v) Agarose in TBE (1x), aufkochen

in Hzo

(w/v) Bromphenolblau
Glycerin
EDTA

Tris-Base

EDTA

Borsaure

mit H,Opp auf 1 L auffillen

Na,HPO,; 2 H,0

NaCl

KH,PO,4 2> pH7,0
Tris-Base

EDTA - pH 8,0

Fiir die RNA-Isolierung wird Tris-Base und EDTA in DEPC-behandeltem Wasser gelost.
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3.6.3 Puffer fiir Microarray-Analysen

50 x dNTP-Stamml&sung
(4:1 aa-dUTP/dTTP)

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Waschpuffer 3

Blocking-Puffer

3.6.4 DNA-Isolierung

3.6.4.1 Plasmidisolierung
P1

P2

P3

25 mM
25 mM
25 mM

5mM
20 mM

250 ml
250 pl
500 ml

50 ul

225 ml
25 ml

150 ml
40 pl

50 ml

50 mM
10 mM
100 pg/ml

200 mM
1%

3M

3.6.4.2 Gesamt-DNA-Isolierung

AK |

6,7 %
50 mM
1mM

28

dATP
dCTP
dGTP
dTTP
Aminoallyl-dUTP (aa-dUTP)

H2Omp
Triton X-100
5 min bei 80°C, dann auf RT abkiihlen lassen

H2Omp
32 % HCI

H20mp
1 M KClI

H2O0mp

32 % HCI

auf 50°C vorwadrmen
4 x Nexterion Block E

Tris-HCI
EDTA
RNase A - pH 8,0

NaOH
SDS

K-Acetat - pH5,5

(w/v) Sucrose
Tris-HCl, pH 8
EDTA
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3.6.5 Behandlung von Agarosegelen fiir Southern Hybridisierungen

Depurinierungslosung
(Blot 1)

Denaturierungslosung
(Blot 11)

Neutralisierungslosung
(Blot 111

3.6.6 Hybridisierungen
DIG-Farbeldsung

DIG-Hybridisierungslosung

DIG-Prahybridisierungs-
|6sung

DIG-Puffer 1

DIG-Puffer 2

DIG-Puffer 3

DIG-Waschpuffer

20 x SSC

Waschpuffer |

Waschpuffer Il

0,25M

1,5M
0,5M

1M
0,02 M

80 pl

7 ml

5x
0,5%
0,1%
0,02 %

0,1M
0,15M

2%
100 mM

100 mM
50 mM

0,3%

3M
0,3M

2 X
0,1%

0,1x
0,1%

HCI

NaCl
NaOH

NH;-Acetat
NaCl

NBT/BCIP Stock Solution
add. 10 ml DIG-Puffer 3

DIG-Prahybridisierungslésung
mit DIG-markierter DNA-Probe

SSC

(w/v) DIG Blocking-Reagenz
N-Laurylsarkosyl

SDS

in DIG-Puffer 1

Maleinsaure
NaCl

(w/v) DIG Blocking-Reagenz in
DIG-Puffer 1

Tris-HCI, pH 9,5
NaCl
MgCIZ

(v/v) Tween80 in DIG-Puffer 1

NaCl
Na-Citrat

SSC
SDS

SSC
SDS

29

2> pH7
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3.7 Software

Tabelle 3.11: Verwendete Software.
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Bezeichnung

relevante Eigenschaften

Hersteller/Referenz

BlastP und PSI-
Blast

Conserved
Domain Database

ArrayLIMS

Clone-Manager
7.11

ClustalX

EMMA 2.8.2

GenDB 2.4

GeneDoc

Genesis 1.7.5

ImaGene 6.0

OligoDesigner
Software

Opticon Monitor
1.08

R29.1

Xcalibur 2.0
Software

Vergleich von Aminosduresequenzen mit
Proteinsequenzen der NCBI Datenbank

Suche konservierter Proteindomanen gegen die

NCBI Datenbank

Programm zum Erfassen und Speichern aller
Rohdaten und Informationen zu
Microarrayexperimenten

Erstellung und Bearbeitung von Plasmidkarten
und weiteren DNA- aber auch
Proteinsequenzen

Programm zur Erstellung multipler Alignments
von Aminosaduresequenzen

Programm zur Microarray-Datenauswertung

Genomdatenbank

Darstellung und Bearbeitung von multiplen
Protein-Alignments

Programm zur Clusteranalyse

Programm zur Microarray-Datenauswertung

Software zur Berechnung von
Oligonukleotidsequenzen fur Microarrays
Programm zur qRT-PCR Datenauswertung

Statistikprogramm, http://www.R-project.org

Evaluierung von GC-MS-Chromatogrammen

(Altschul et al., 1997)

(Marchler-Bauer et al.,
2009); NCBI

CeBiTec,
Universitat Bielefeld

Scientific and
Educational Software

(Thompson et al., 1997)

CeBiTec,

Universitat Bielefeld,
(Dondrup et al., 2003
und 2009)

CeBiTec, Universitat
Bielefeld, (Meyer et al.,
2003)

(Nicholas et al., 1997)

Institut fir Genomik
und Bioinformatik, TU
Graz, (Sturn et al, 2002)

Biodiscovery Inc.

CeBiTec,
Universitat Bielefeld

Bio-Rad

(R-Development-Core-
Team, 2009)

Thermo Finnigan




Material

3.8 G@Gerate

Tabelle 3.12: Verwendete Geréte.
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Gerat Bezeichnung Firma
Elektroporationsgerat Gene Pulser Bio-RAD
Hybridisierungsofen ov2 Biometra
Kihlzentrifuge Sorvall RC5B Plus Sorvall
Kihlzentrifuge Sigma 3-18K Sigma

Megafuge
PCR-Gerat
Schittler

Tischzentrifuge
UV-VIS-Spektrometer
NanoDrop

Hybridisierungsstation fiir
Microarrays
Microarray Scanner

Real-Time PCR Detektions
System
Microarray-Spotter

Gaschromatograph

Massenspektrometer mit
Autosampler

Megafuge 10
RoboCycler Gradient 96
KS10

Centrifuge 5415 D
Uv-1202
ND-1000 Spectrophotometer

HS4800
Hybridisierungsstation
LS Reloaded Microarray
Scanner

DNA Engine Opticon 2

MicroGrid Il 610 spotter
TraceGC

PolarisQ lon-Trap-
Massenspektrometer mit
AS2000 Autosampler

Heraeus Sepatech
Stratagene

Laborgeratebau, Glastechnik,
Umwelttechnik Edmund
Blihler

Eppendorf

Shimadzu
NanoDrop Technologies

Tecan

Tecan

Bio-RAD

BioRobotics, Cambridge, UK
Thermo Finnigan

Thermo Finnigan
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4 Methoden
4.1 Kultivierung von Bakterienstammen

Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgt auf festem oder in flissigem TBY-Selektionsmedium bei 37°C
Uber Nacht im Brutschrank. Flissigkulturen werden, um eine gleichmaRige Sauerstoffzufuhr
sicherzustellen, auf dem Luftschiittler bei 180 rpm und optimaler Wuchstemperatur
inkubiert.

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Stamme werden auf festem oder in
flissigem C-, TBY- oder M9-Selektionsmedien bei 25-28°C im Brutschrank angezogen. Die
Anzucht von Flissigkulturen erfolgt wie bei E. coli auf dem Luftschiittler (90-180 rpm). Die
Inkubation und Anzucht von elektroporierten Zellen erfolgt auf SB-Selektionsmedium.

4.2 Konservierung von Bakterienstammen (Glycerinkultur)

= Bakterien von Platte in ein Eppendorfgefal Gberfihren

» 0,4 ml PS-Puffer hinzugeben, durch Vortexen die Zellen resuspendieren
«  ggf. Antibiotika hinzufligen

« 0,6 ml 87 % Glycerin hinzugeben, vortexen

«  Lagerung bei-20°C

4.3 Titerbestimmung von Bakterien in Flissigkultur

Die Anzahl der Bakterien in Fllssigkulturen kann durch eine photometrische Messung der
optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 580 nm ermittelt werden. Als Referenz
dient das sterile Medium, in dem die Bakterien angezogen wurden. Bis zu einer ODsgy < 1,0
entspricht hierbei eine ODsgy von 0,1 bei E. coli einem Titer von 2 x 10’ Zellen/ml und bei
Cmm einem Titer von 5 x 10’ Zellen/ml.

4.4 RNA-Isolierung aus Cmm mit dem “SV Total RNA Isolation Kit“
(modifiziert nach Promega, 08/2005)

Mit Ausnahme des TE-Puffers, des Lysozyms (Sigma) und des Ethanols sind alle verwendeten
Losungen und Puffer im Kit enthalten. Wahrend der Arbeit mit RNA Handschuhe tragen und
RNase-freie Filterspitzen und ReaktionsgefaBe verwenden, um eine Kontamination mit
RNasen zu vermeiden.

4.4.1 Kultivierung von Cmm fiir RNA-Isolierung

» 10 ml TBY in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 10-30 ul Glycerinkultur eines Cmm-Stamms
inokulieren
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Inkubation auf dem Luftschittler (90 rpm) bei 26°C bis zu einer ODsgg = 0,9-2,0
Zellsuspension so mit TBY verdiinnen, dass eine theoretische ODsgo von 0,3 erreicht wird
Inkubation auf dem Luftschittler (90 rpm) bei 26°C bis zu einer ODsgo = 1,0

Zellmenge, die bendtigt wird um 10-50 ml Medium mit einer Start-ODsgg von 0,05 zu
inokulieren, sedimentieren: 1 min bei 13.000 rpm und RT zentrifugieren
(Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)

Uberstand quantitativ entfernen, Pellet in 1 ml M9-Minimalmedium (4 % Glucose als
Kohlenstoffquelle) suspendieren (Vortex)

1 min bei 13.000 rpm und RT zentrifugieren

Uberstand quantitativ entfernen, Pellet in kleinem Volumen des zu inokulierenden
Mediums suspendieren, Zellsuspension zu restlichem Medium hinzugeben

Inkubation auf dem Luftschittler (90 rpm) bei 26°C bis gewiinschte ODsgp erreicht ist

4.4.2 RNA-Isolierung aus Cmm - Zellen aus Fliissigkultur

pro RNA-Isolierung 4 Zellpellets mit je = 5 x 108 Zellen (entspricht 1 ml einer Kultur mit
ODsgg von 0,5) vorbereiten:

»  entsprechendes Volumen einer Cmm-Kultur in Eppendorfgefal} pipettieren, 10 s
bei 13.200 rpm und RT zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf),
Uberstand entfernen und Pellet sofort in fliissigem Stickstoff einfrieren, Lagerung
bei -80°C

200 pl TE-Puffer (pH 8) mit 12 mg/ml Lysozym versetzen, aliquotierte DNase auf Eis
auftauen, nach Herstellerangaben RNA Lysis buffer mit B-Mercaptoethanol und RNA
Wash Solution und DNase Stop Solution mit Ethanol versetzen, Sdule in SammelgefaR
einsetzen

zwei Pellets in je 50 pl TE-Puffer + 12 mg/ml Lysozym suspendieren

5 min bei 37°C inkubieren, anschliefend die Proben sofort ins Eis stellen

»  wahrend des Inkubationsschritts weitere zwei Pellets in je 50 pl TE-Puffer + 12
mg/ml Lysozym suspendieren, 5 min bei 37°C inkubieren und anschlieBend ins Eis
stellen

die ersten beiden Proben vereinigen und 75 ul RNA Lysis buffer hinzugeben; Proben auf
Eis lagern

add. 350 ul RNA Dilution buffer, 6 x invertieren; Proben auf Eis lagern

add. 200 ul 95 % Ethanol, 3-4 mal durch Auf- und Abpipettieren mischen; Proben auf Eis
lagern

Lysat auf die Sdule geben, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren

« wadhrend des Zentrifugationsschritts die beiden verbleibenden Proben analog zu
den ersten beiden aufarbeiten (vereinigen, add. 75 ul RNA Lysis buffer, add.
350 pl RNA Dilution buffer, add. 200 pl 95 % Ethanol)

Durchfluss verwerfen, zweites Lysat auf die Saule geben, 1 min bei 12.000 x g und RT
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
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« add. 600 pl RNA Wash Solution, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen
«  wahrend des Zentrifugationsschritts DNase Incubation Mix vorbereiten:

40 ul  Yellow Core buffer
5ul 0,09 M MnCl,
5ul DNasel
-> durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mischen, nicht vortexen

» 50 wl DNase Incubation Mix direkt auf die Sdulenmatrix pipettieren, 15 min bei RT
inkubieren

« add. 200 ul DNase Stop Solution, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren

= add. 600 pl RNA Wash Solution, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen

» add. 250 ul RNA Wash Solution, 2 min bei 14.000 x g und RT zentrifugieren

»  Sdule in ein RNase-freies Eppendorfgefal einsetzen

« 100 pl Nuclease-Free Water direkt auf die Sdulenmatrix pipettieren

» 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren

«  RNAin flussigem Stickstoff einfrieren, Proben bei -80°C lagern

Die Konzentration der RNA wird mit Hilfe des NanoDrops bestimmt. StandardmaRig wurden
Konzentrationen von ca. 200 ng/ul erreicht. Die Verhéltnisse der Messwerte bei den
Wellenlangen 260 nm/280 nm, bzw. 260 nm/230 nm lagen in der Regel zwischen 2,0 und
2,1.

4.4.3 RNA-Isolierung aus Cmm - Zellen aus infizierten Pflanzen

Fiir die RNA-Isolierung aus Cmm-Zellen nach Infektion der Tomate wurden die Schritte von
der Probengewinnung bis zur DNase-Behandlung modifiziert. Die Isolierung der RNA erfolgte
10 Tage nach Infektion (10 dpi) von Tomatenpflanzen mittels Punktieren des Fiederblattstiels
(siehe 4.20.1.5, S. 57). Hierzu wurde das punktierte Gewebe mit einem sterilen Skalpell
abgetrennt (Abbildung 4.1) und unter Zugabe von flissigem Stickstoff moglichst fein
gemorsert. Das so entstandene Pulver wurde, ohne es auftauen zu lassen, aliquotiert (= 60
mg/Eppendorfgefall) und die Aliquots bei -80°C gelagert.

A B

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des infizierten Fiederblattstielbereichs, der zur Isolierung von Cmm-
RNA aus infizierten Tomaten verwendet wurde. A: Ubergangsbereich Spross / Fiederblatt. Der infizierte Bereich
ist gepunktet dargestellt. B: Der zur RNA-Isolierung verwendeter Bereich 10 dpi ist in dunkelgriin dargestellt.



Methoden 35

» zwei RNA-Isolierungen parallel durchfihren, pro RNA-Isolierung werden je 60 mg
pulverisiertes infiziertes Tomatengewebe verwendet
« 400 pl TE-Puffer (pH 8) mit 12 mg/ml Lysozym versetzen, aliquotierte DNase auf Eis
auftauen, nach Herstellerangaben RNA Lysis buffer mit B-Mercaptoethanol und RNA
Wash Solution und DNase Stop Solution mit Ethanol versetzen, Sdule in SammelgefaR
einsetzen
»  ein 60 mg-Aliquot in 200 pl TE-Puffer + 12 mg/ml Lysozym suspendieren
. 5 min bei 37°C inkubieren, anschlieBend die Probe sofort ins Eis stellen
« wadhrend des Inkubationsschritts das zweite Aliquot in 200 pl TE-Puffer + 12
mg/ml Lysozym suspendieren, 5 min bei 37°C inkubieren und anschlieBend ins Eis
stellen
= zur ersten Probe 150 ul RNA Lysis buffer hinzugeben; Probe auf Eis lagern
= add. 700 ul RNA Dilution buffer, 6 x invertieren; Probe auf Eis lagern
- Probe kurz (10 s) bei 13.000 rpm zentrifugieren, Uberstand mit moglichst wenig Pellet
(Pflanzengewebe) in ein neues Eppendorfgefal liberflihren
» add. 400 pl 95 % Ethanol, 3-4 mal durch auf- und abpipettieren mischen; Proben auf Eis
lagern
»  Lysat auf zwei Saulen aufteilen, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren
« wahrend des Zentrifugationsschritts die zweite Probe analog zur ersten
aufarbeiten (add. 150 ul RNA Lysis buffer, add. 700 pul RNA Dilution buffer,
Zentrifugation, Uberstand in neues Eppendorfgefal Gberfiihren, add. 400 pl 95 %
Ethanol)
»  Durchfluss verwerfen; sollte nicht das ganze Lysat die Saule passiert haben, vor dem
nachsten Schritt Sdule mit 300 ul RNA Wash Solution waschen (1 min bei 12.000 x g und
RT zentrifugieren, Durchfluss verwerfen)
»  zweites Lysat auf die Sdule geben, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren,
Durchfluss verwerfen
« Sdule mit 300 pl RNA Wash Solution waschen (1 min bei 12.000 x g und RT
zentrifugieren, Durchfluss verwerfen)
= add. 600 pl RNA Wash Solution, 1 min bei 12.000 x g und RT zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen
«  wahrend des Zentrifugationsschritts DNase Incubation Mix vorbereiten
«  weitere Durchfiihrung siehe 4.4.2

Die Konzentration der RNA wird mit Hilfe des NanoDrops bestimmt. StandardmaRig wurden
Konzentrationen von ca. 30ng/ul erreicht. Das Verhédltnis der Messwerte bei den
Wellenldngen 260 nm/280 nm war meist 2,0. Das Verhéltnis der Werte bei 260 nm zu
230 nm lag in der Regel nur bei 0,8. Nach Ankonzentrierung der RNA mit Microcon-30 Filtern
wurden, entsprechend zu den Werten von RNA, die aus Flissigkulturen isoliert wurden,
Werte zwischen 2,0 und 2,1 erreicht.
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4.5 Konzentrierung der RNA mit Microcon-30 Filtern
Zur Hybridisierung gegen den Microarray werden 10 pg RNA revers transkribiert und die
cDNA anschlieRend mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Fiir die reverse Transkription soll
ein maximales Volumen an RNA von 18,8 pl eingesetzt werden. Daher muss die
Konzentration der eingesetzten RNA mindestens bei 0,532 pg/ul liegen.
Waéhrend der Arbeit mit RNA Handschuhe tragen und RNase-freie Filterspitzen und
ReaktionsgefidfRe verwenden, um eine Kontamination mit RNasen zu vermeiden.
= Microcon-30 Filter (Millipore, Ultracel YM-30), roter Ring nach oben, in zugehoriges
Sammelgefal} einsetzen, zweites Sammelgefald beschriften
=  RNA mit RNase-freiem Wasser (Promega SV Total RNA Isolation Kit) auf Gesamtvolumen
von 500 pul auffiillen
«  verdinnte RNA auf Microcon-30 Filter geben
»  ca. 9 min bei 12.000 rpm (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf) zentrifugieren
«  verbliebenes Volumen auf dem Filter abschatzen (mindestens 10 pl)
. ist das Volumen noch zu grol}, 1-3 min zentrifugieren, Volumen erneut
Uberprifen
» sind weniger als 10 pl auf dem Filter, 10 pul RNase-freies Wasser auf den Filter
geben
»  Microcon-30 Filter mit rotem Ring nach unten in neues Sammelgefal} einsetzen
« 1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren, Konzentration der RNA tberprifen (NanoDrop)
«  RNAin flussigem Stickstoff einfrieren und bei -80°C lagern

4.6 Genexpressionsanalysen mittels Microarray

4.6.1 Herstellung des fiir NCPPB382 spezifischen Microarrays Cmm3kOLI

Die Auswahl der auf dem Microarray reprasentierten ORFs, das Design der spezifischen

Oligonukleotide sowie die Erstellung des fiir NCPPB382 spezifischen Microarrays Cmm3kOLI

wurden im Rahmen des BMBF-Projekts Genomik-Plus (FKZ 0313105) von Prof. Dr. Anke

Becker am Lehrstuhl fiir Genetik (Universitat Bielefeld) durchgefiihrt.

«  Design der Oligonukleotide mit OligoDesigner Software (CeBiTec, Universitat Bielefeld)

»  Oligonukleotide (40 uM) in 1,5 M Betain, 3x SSC wurden mit dem MicroGrid Il 610
spotter (BioRobotics, Cambridge, UK) mit 48 SMP3 stealth pins (TeleChem International,
Sunnyvale, CA, USA) auf Nexterion Slides E (Schott AG, Mainz) aufgebracht

»  Vernetzung der DNA mit der Oberflache: Inkubation der slides bei 90°C fiir 2 h

4.6.2 Reverse Transktiption von Gesamt RNA und Aufreinigung der Aminoallyl-cDNA

Reverse Transkription

Zur reversen Transkription wird BioScript Reverse Transkriptase von Bioline (5x RT-Puffer im
Kit enthalten) verwendet. Die Aufreinigung der komplementaren DNA (cDNA) erfolgt mit
dem CyScribe Kit von Amersham-Bioscience. Der Capture buffer ist Bestandteil des Kits.
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10 pug RNA mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 18,8 ul auffiillen
2 ul Amino-modifizierte random hexamers (5 pg/ul) hinzugeben, mischen und kurz
zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
10 min bei 70°C inkubieren
5 min auf Eis inkubieren (Primer Annealing), kurz zentrifugieren
wahrend der Inkubation auf Eis folgende Nukleotidlosung (x1,1 pro Reaktionsansatz)
vorbereiten:
6 ul 5x Reaction buffer

0,5 ul RNase Inhibitor

1,5 ul BioScript (200 U/pl)

1,2 ul 25x dNTP Stammlosung (4:1 aa-dUTP /dTTP Mix)

mischen und kurz zentrifugieren; Nukleotidldsung nicht auf Eis lagern

9,2 pul der Nukleotidlésung zu jedem Ansatz pipettieren, mischen und kurz
zentrifugieren

1,5 h bei 42°C inkubieren, anschlieRend kurz zentrifugieren

Hydrolyse der RNA

15 pl 0,2 M NaOH hinzugeben (Filterspitzen verwenden, darauf achten, dass die Pipette
nicht verstellt wird), durch Schnippen an das Eppendorfgefd mischen, kurz
zentrifugieren

10 min bei 70°C inkubieren, kurz zentrifugieren

15 pl 0,2 M HCI hinzugeben (Filterspitzen verwenden; die gleiche Pipette wie zuvor
verwenden), durch Auf- und Abpipettieren mischen

Aufreinigung der cDNA

direkt nach der Neutralisierung der Proben 450 ul Capture buffer (Cyscribe GFX
Purification Kit; Amersham Biosciences) hinzugeben, durch Auf- und Abpipettieren
mischen und auf eine CyScribe GFX Sdule geben; die Proben sollten nicht langer als
5 min in Capture buffer stehen

30 s bei 13.000 rpm zentrifugieren, Durchlauf verwerfen

600 pl 80 % Ethanol auf die Sdule geben

30 s bei 13.000 rpm zentrifugieren, Durchlauf verwerfen

Waschschritt zweimal wiederholen

10 s bei 13.000 rpm zentrifugieren, Saule auf ein neues Eppendorfgefald stecken

60 ul 0,1 M NaHCOs; (pH 9,0) direkt auf das Saulenmaterial pipettieren, 5 min bei
Raumtemperatur inkubieren

1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

cDNA kann bei Bedarf bei -20°C iber Nacht gelagert werden
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4.6.3 Fluoreszenzfarbung und Aufreinigung der markierten cDNA

Zur Aufreinigung der cDNA wurde das CyScribe Kit von Amersham-Bioscience (enthalt auch
Capture buffer, Washing buffer und Elution buffer) verwendet. Die verwendeten Cy3-NHS-
Ester und Cy5-NHS-Ester wurden von GE Healthcare bezogen. Die Proben missen vor Licht
geschitzt werden.

Fluoreszenzfirbung der cDNA

« alliquotierte Cy3- bzw. Cy5-NHS Ester in der kompletten Aminoallyl-markierten cDNA
I6sen (braune EppendorfgefaBe zum Schutz der Fluoreszenzfarbstoffe verwenden)

» 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

« 4,5 pl 4 M Hydroxylamin hinzugeben, mischen

» 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

Aufreinigung der fluoreszenzmarkierten cDNA (CyScribe GFX Purification Kit;
Amersham Biosciences)

» 600 ul Capture buffer zu der Cy5 markierten Probe geben, mischen; anschlielend Cy3
markierte Probe hinzugeben und durch Auf- und Abpipettieren mischen

»  Probe auf eine CyScribe GFX Saule geben; die Proben sollten nicht langer als 5 min in
Capture buffer stehen

» 305 bei13.000 rpm zentrifugieren, Durchlauf verwerfen

» 600 pl Washing buffer zugeben, 30 s bei 13.000 rpm zentrifugieren, Durchlauf
verwerfen

= Waschschritt zweimal wiederholen

. 10 s bei 13.000 rpm zentrifugieren, Sdule auf ein neues braunes Eppendorfgefald
stecken

» 60 ul Elution buffer direkt auf das Saulenmaterial pipettieren, 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubieren

* 1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

. bis zur weiteren Verwendung bei -20°C lagern

4.6.4 Hybridisierung der Cy3- und Cy5-markierten cDNA gegen den Cmm3kOLI-
Microarray

«  Markierte cDNA-Proben vor Licht schiitzen

»  Cmm3kOLI-Microarray 5 min bei RT in 250 ml Waschpuffer 1 waschen

= 2 min bei RT in Waschpuffer 2 waschen, Waschschritt wiederholen

« 10 min bei RT in Waschpuffer 3 waschen

. 1 min bei RT in H,Opp waschen

» 15 min in 50°C vorgewarmten Blocking-Puffer waschen, mindestens alle 5 min oder
permanent schitteln

. 1 min bei RT in H,Opp waschen

»  Microarray bei 1.200 rpm fir 3 min zentrifugieren
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»  markierte cDNA-Probe in einem Vakuumkonzentrator auf ein Volumen von unter 10 pl
einengen (ca. 15 min)

»  DIG Easy Hyb-Losung (Roche) und 1,5 pl Lachssperma-DNA (5 pg/ul) zur cDNA-Probe
zugeben, bis ein Volumen von 100 pul erreicht ist, durch Auf- und Abpipettieren mischen

» kurz bei 13.000 rpm zentrifugieren, bis zur weiteren Verwendung im Dunkeln
aufbewahren

= cDNA-Probe fiir 5 min bei 65°C inkubieren

»  Cmm3kOLI-Microarray nach Herstellerangaben in der HS4800 Hybridisierungstation
(Tecan) platzieren

»  cDNA-Probe in die Hybridisierungskammern injizieren und fur 1,5 h bei 45°C inkubieren

»  Cmm3kOLI-Microarray aus der Hybridisierungsstation nehmen und fir 1 min in
vorgewarmten Waschpuffer (2x SSC, 0,2 % (w/v) SDS; 42°C) auf einem Schuttler
inkubieren

. 1 minin 0,2x SSC, 0,1 % (w/v) SDS bei RT waschen, Waschschritt 1x wiederholen

. 1 min in 0,2x SSC bei RT waschen, Waschschritt 1x wiederholen

» 1 minin 0,05x SSC (auf 18°C vorgekihlt) waschen

»  Microarray bei 1.200 rpm fiir 3 min zentrifugieren

«  Cmm3kOLI-Microarray mit LS Reloaded Microarray Scanner (Tecan) scannen

4.6.5 Microarray-Datenanalyse

Die Signal- und die Hintergrundintensitat wird fiir jeden Spot mittels der ImaGene 6.0
Software (Biodiscovery Inc.) detektiert und dem entsprechendem Gen zugeordnet. Die
weitere Datenanalyse wird mit der EMMA 2.8.2 Software (https://www.cebitec.uni-
bielefeld.de/groups/brf/software/emma/) (Dondrup et al., 2003 und 2009) durchgefiihrt.
Zunichst werden die Rohdaten mittels des LOWESS (locally weighted scattered plot
smoothing) Algorithmus normalisiert (Cleveland, 1979; Yang et al., 2002), um systematische
Fehler zu vermeiden und insbesondere Daten mehrerer Arrays des gleichen Experiments
zusammenzufassen. Die Intensitat eines Spots wird als log, der Signalintensitaten (A-Wert)
angegeben und mit der Formel A; = log,(R;G;)*> berechnet, wobei gilt: R; = I.p1; —
Bgcnii und G; = Iopoi — BGcnai- Icn1i und Iopo; sind die gemessenen Intensitdten der Spots
nach Anregung mit Laser 1 oder Laser 2, Bg.n1; und Bg.p2; sind die Hintergrundintensitaten
der Spots. Der M-Wert (log, der Differenz der Signalintensitdten) wird nach folgender Formel
berechnet: M; = log,(R;/G;) und gibt letztlich an, um welchen Faktor das jeweilige Gen
unter Versuchsbedingungen im Vergleich zu Kontrollbedingungen induziert (erhdhte
Transkriptmenge) oder reprimiert (verringerte Transkriptmenge) ist (Dudoit et al., 2002). Ein
M-Wert von 1 bzw. -1 bedeutet, dass das Gen zweimal so stark unter Versuchsbedingungen
bzw. unter Kontrollbedingungen transkribiert wird. Um zu (berprifen, welche Gene
signifikant differentiell exprimiert werden, wird die t-Test Statistik verwendet. Der aus
diesem Test berechnete p-Wert gibt an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit einer Falsch-
positiven Detektion ist. Ein p-Wert von 0,05 zeigt an, dass zu 5 % die Nullhypothese
anzunehmen ist (Dudoit et al., 2002).
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Fiir Clusteranalysen wurde die Genesis 1.7.5 Software verwendet. Zur Berechnung der
Distanzen wurde der Euklidische Algorithmus verwendet (Sturn et al., 2002).

4.7 real-time-RT-PCR mit dem “SensiMix-One-Step Kit“
(modifiziert nach Quantace)

Mit der real-time-RT-PCR kénnen transkriptionelle Unterschiede einzelner Gene gemessen
werden. Im Gegensatz zur Microarray-Technologie, die einen Uberblick iiber das gesamte
Expressionsprofil gibt, werden mit der RT-PCR einzelne, ausgewdhlte Gene mit einer
hoheren Sensitivitat analysiert. Folglich kann die real-time-RT-PCR auch verwendet werden,
um Microarray-Ergebnisse zu Giberprifen und zu verifizieren.

Der in dieser Arbeit verwendete SYBR-Green Fluoreszensfarbstoff lagert sich in
doppelstrangige DNA ein (dsDNA-SYBR-Greenl-Komplex: Absorbtion: 498 nm; Emission:
522 nm). Bei der im Anschluss an die reverse Transkription erfolgten PCR kann also nach
jedem Zyklus die Fluoreszenz bei 522 nm und so die Bildung doppelstrangiger DNA gemessen
werden. Die real-time-RT-PCR wird mittels eines Opticon Real-Time PCR Detektions Systems
(Bio-Rad) durchgefiihrt. Die Auswahl geeigneter Primer fur die real-time-RT-PCR erfolgte in
Zusammenarbeit mit Burkhard Linke. Die Primer wurden mit “primer3“ generiert und die
Eindeutigkeit mit Blast Gberpruft.

real-time-RT-PCR-Ansatz

10 pl SensiMix-One-Step

0,4 ul 50x SYBR® Green I-Losung

0,4 pl 10 U/ul RNase Inhibitor

0,8 ul Primer-Mix (je 5 uM)

0,8 ul DEPC-H,0

7,6 ul RNA (100 ng pro Gesamtvolumen)

20 ul Gesamtvolumen

real-time-RT-PCR-Programm

Zyklen Dauer Temperatur [°C] Schritt

1 30 min 49 reverse Transkription
1 10 min 95 Enzymaktivierung
15s 95 Denaturierung
a1 30s 55 Annealing
15s 72 Polymerisation

Fluoreszensmessung

1 60 -95 Schmelzkurve berechnen*
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*Die Temperatur wird von 60°C-95°C in 1°C-Schritten erhoht. Die Temperatur wird jeweils
10 s gehalten und die Fluoreszenz gemessen. Dadurch kann die Schmelztemperatur des PCR-
Produkts ermittelt werden. Weil die Schmelztemperatur groRer DNA-Fragmente hoher ist als
die kleiner, kénnen so spezifische PCR-Produkte von Primerdimeren unterschieden werden.

4.8 DNA-Isolierung

4.8.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus Cmm
(modifiziert nach Altenbuchner & Cullum, 1984)

«  Bakterien von der Agar-Platte in ein Eppendorfgefald Gberfiihren

»  Pelletin 0,5 ml AK1-Losung + 10 mg/ ml Lysozym resuspendieren (schiitteln, Vortex)

»  45-60 min bei 37°C inkubieren (gelegentlich invertieren)

= add. 0,2 ml 5 % SDS, mehrmals invertieren

. 10 min bei 70°C inkubieren

«  langsam auf Raumtemperatur abkihlen lassen

» add. 200 pl Phenol/Chloroform 1:1 (neutral), mischen, bis die Ldsung homogen ist

= 20 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)

«  Uberstand in neues EppendorfgefiR tiberfiihren

- Phenolisierungsschritt wiederholen, wenn der Uberstand triib bleibt

« add. 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat (pH 8,0) und 1 Vol. Isopropanol

«  Eppendorfgefdld vorsichtig invertieren

»  prazipitierte DNA mit einer gelben Pipettenspitze in ein neues Eppendorfgefdl
Uberfihren

»  DNA 2 x mit 500 ul 70 % (v/v) Ethanol waschen

«  DNAin ein neues Eppendorfgefal’ Gberfiihren

« add. x pul H,0 (Volumen abhangig von Menge der isolierten Gesamt-DNA)

»  zur Resuspendierung ggf. 30 min bei 37°C inkubieren

»  Lagerung bei 4°C oder -20°C

4.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

4.8.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA mit dem ,,Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification
System*
(Promega, 02/2006)

«  Bakterien von der Agar-Platte in ein Eppendorfgefal’ liberfiihren

«  Zellenin 250 pl Cell Resuspension Solution resuspendieren

« add. 250 ul Cell Lysis Solution, 4-6 x invertieren, 3 min inkubieren

. add. 10 ul Alkaline Protease Solution, 4-6 x invertieren, 5 min inkubieren
« add. 350 ul Neutralization Solution, 4-6 x invertieren

» 10 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
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»  Spin Column in SammelgefaR einsetzen

- Uberstand auf die Siule geben

« 1 min bei 13.200 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
»  Sdule mit 750 pl Column Wash Solution waschen

» 1 min bei 13.200 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
»  Sdule mit 250 pl Column Wash Solution waschen

« 2 min bei 13.200 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen
«  Sdule in ein Eppendorfgefald einsetzen

« 100 pl Nuclease-freies Water auf die Membran der Saule geben
« 1 min bei RT inkubieren

» 1 min bei 13.200 rpm zentrifugieren

= zweiter Elutionsschritt kann angeschlossen werden

»  Lagerung der DNA bei 4°C oder -20°C

4.8.2.2 HB-Lyse zur Isolierung von Plasmid-DNA (Klonanalyse)

«  Zellen von Platte in ein EppendorfgefaR tiberfiihren (z.B. von einem Stocherstrich)
»  Zellenin 0,2 ml Puffer P1 resuspendieren (Vortex)

» add. 0,2 ml Losung P2, 4-6 x vorsichtig invertieren

» 5 min bei RT inkubieren

» add. 0,2 ml vorgekiihlte (4°C) Losung P3, sofort 4-6 x invertieren

= 5 min bei 0°C inkubieren

» 10 min bei 13.000 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
« 0,6 ml des Uberstands in neue EppendorfgefaR tiberfiihren

. add. 0,6 ml Isopropanol, vortexen

. 20 min bei 13.000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

» add.0,5ml 70 % (v/v) Ethanol

« 5 min bei 13.000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

«  Pellet bei 70°C trocknen

. DNA in 20 ul H,O oder 1 x TE-Puffer I6sen

4.8.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen mit dem ,NucleoSpin® Extract II”
(Macherey und Nagel)

«  DNA-Bande aus dem Agarosegel ausschneiden und wiegen

« add. 200 pl NT-Puffer / 100 mg Gel

» 10 min bei 50°C inkubieren (alle 3 min vortexen)

»  Sdule auf 2 ml Sammelgefald setzen, Ansatz auf die Sdule pipettieren

» 1 min bei 11.000 x g zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf), Durchlauf
verwerfen

. add. 700 ul NT3-Puffer

* 1 min bei11.000 x g zentrifugieren, Durchlauf verwerfen
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2 min bei 11.000 x g zentrifugieren

Saule auf Eppendorfgefal} setzen

15-50 pl NE-Puffer oder H,Opp auf Mitte der Saule pipettieren
1 min bei RT inkubieren

1 min bei 11.000 x g zentrifugieren

Lagerung der DNA bei -20°C

4.9 DNA-Reinigung und -Konzentration

4.9.1 Phenolisierung

1 Vol. DNA-LGsung

add. % Vol. Phenol/Chloroform 1:1 (neutral), mischen

20 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
obere Phase in neues Eppendorfgefal Gberfihren

Vorgang gegebenenfalls wiederholen

Isopropanolfillung (siehe 3.2.) des Uberstands anschlieRen

4.9.2 Isopropanolfallung

1 Vol. DNA-L6sung

add. 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat, pH 8,0

add. 1 Vol. Isopropanol, invertieren

30 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
Uberstand verwerfen

Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol waschen

15 min bei 13.200 rpm zentrifugieren

Pellet trocknen und in H,Owp oder TE-Puffer, pH 8,0, resuspendieren

4.9.3 Ethanolfillung

1 Vol. DNA-LGsung

add. 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat, pH 8,0

add. 2 Vol. Ethanol

30 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
Uberstand entfernen

Pellet zweimal mit 70 % (v/v) Ethanol waschen

15 min bei 13.200 rpm zentrifugieren

Pellet trocknen und in H,O\p oder TE-Puffer, pH 8,0, resuspendieren
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4.9.4 Sephadex-Behandlung

. Sephadex G50 Pulver in H,Onp quellen lassen, autoklavieren

»  silikonisiertes Glaskiigelchen (@ ca. 2,5 mm) in blaue Pipettenspitze geben (Silikoni-
sierung: Glaskiigelchen in Silikonisierungslosung fiir 1 h bei 100°C backen)

»  Pipettenspitze in Weichagarrohrchen stellen

» 800 pl Sephadex-G50-Lésung in die Pipettenspitze fillen

« 15 min bei 3000 rpm zentrifugieren (Megafuge)

»  Spitze in ein neues Weichagarrdhrchen stellen

«  DNA auf die Sephadex-Saule auftragen

» 15 min bei 3000 rpm zentrifugieren

»  Lagerung bei 4°C oder -20°C

4.9.5 Aufreinigung von PCR-Produkten mit dem , NucleoSpin® Extract 11“
(Macherey und Nagel)

» add. 200 pl NT-Puffer / 100 pl PCR-Ansatz

»  Sdule auf 2 ml Sammelgefald setzen, Ansatz auf die Saule pipettieren

« 1 min bei 11.000 x g zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf), Durchlauf
verwerfen

» add. 700 pl NT3-Puffer

» 1 min bei 11.000 x g zentrifugieren, Durchlauf verwerfen

= 2 min bei 11.000 x g zentrifugieren

»  Sdule auf Eppendorfgefal setzen

. 15-50 pl NE-Puffer oder H,Opp auf Mitte der Saule pipettieren

« 1 min bei RT inkubieren

» 1 min bei 11.000 x g zentrifugieren

»  Lagerung der DNA bei-20°C

4.10 Techniken zur Charakterisierung von DNA-Molekiilen

4.10.1 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Hydrolyse von Plasmid-DNA

20 pl Ansatz

x Wl DNA (0,2-0,5 ug)

2 ul 10x Reaktionspuffer
0,5-1 ul Restriktionsendonuklease

y ul H,Owmp (auf 20 ul auffillen)

20 ul Gesamtvolumen
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» 1-2 h oder N bei Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms inkubieren
= 20 min bei 70°C inaktivieren

Hydrolyse von Gesamt-DNA

100 ul Ansatz
10 Gesamt-DNA

10 ul 10x Reaktionspuffer
1-2 pl Restriktionsendonuklease
78-79 Hl HzOMp

100 pl Gesamtvolumen

» (N bei Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms inkubieren
= 20 min bei 70°C inaktivieren

4.10.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Charakterisierung von DNA-Molekilen z.B. nach Amplifikation, Isolation oder Restriktion
wird die Agarosegelelektrophorese verwendet. Da DNA aufgrund ihrer Phosphatreste eine
negative Ladung aufweist, kann sie im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Das Agarosegel
bildet hierbei die Matrix durch die sich die DNA-Molekiile bewegen. Die Wanderungsstrecke
eines DNA-Molekiils ist hierbei nicht nur von seinem Molekulargewicht sondern auch von
seiner Konformation (ccc, oc, linear, ds, ss) abhangig. Des Weiteren ist die Agarosekonzen-
tration, welche die Dichte des Gelnetzwerks bestimmt, ein maRgeblicher Faktor flr die
Wanderungsgeschwindigkeit. Je hoher die Agarosekonzentration ist, desto geringer ist die
Wanderungsstrecke der DNA-Molekile bei ansonsten gleichen Bedingungen im festgelegten
Zeitintervall. In der vorliegenden Arbeit wurden Agarosekonzentrationen von 0,8 % bis 1,5 %
verwendet

«  Agarose in 1x TBE-Puffer unter Riihren aufkochen

» auf ca. 60°C abkihlen lassen, in einen Geltrager gieBen und Kamm einsetzen

» nach Auspolymerisieren des Gels Geltrdager in eine mit 1x TBE gefiillte Gelelektro-
phoresekammer einsetzen und den Kamm entfernen

»  DNA-Proben mit Gel-Lade-Puffer (1/5 Vol.) vermischen

= Geltaschen mit Proben und Marker beladen

»  Auftrennung bei einer Spannung von 90-120 Volt

»  Gel anschlieBend 5-15 min in einer Ethidiumbromid-Losung anfarben

»  Gel wassern und unter UV-Licht (A = 320 nm) fotografieren

»  beizu starker Farbung das Gel in 1x TBE-Puffer entfarben
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4.10.3 Bestimmung des Molekulargewichts

Die Mobilitat von DNA-Molekiilen ist unter geeigneten Bedingungen umgekehrt proportional
zum Logarithmus des Molekulargewichts.
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Abbildung 4.2: Pstl- bzw. EcoRl/ Hindlll-

hydrolysierte A-Phagen-DNA.

Bestimmt man die Wanderungsstrecke von im
gleichen Gel aufgetrennten GréRenstandards, so
kann man mit diesen Werten eine Eichgerade
erstellen. Mit Hilfe einer solchen Eichgerade ist die
Bestimmung des Molekulargewichts der DNA-
Fragmente unbekannter GroBe moglich. In dieser
Arbeit wurden drei verschiedene GroBenstandards
einzeln oder in Kombination verwendet. Zwei dieser
Marker, Pstl- bzw. EcoRI/Hindlll- hydrolysierte A-
Phagen-DNA, sind in der nebenstehenden
Abbildung 4.2 aufgefihrt. Bei dem dritten Marker
handelt es sich um den 1 kb-Marker der Firma
Roche mit den Fragmentgroflen 10.000, 8000,
6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 500 bp.
Bei Hybridisierungsgelen wurden Digoxygenin-11-
dUTP  markierte  EcoRI/Hindlll-Restriktionsfrag-
mente der A-Phagen-DNA verwendet (Roche
Diagnostics).

4.11 Klonierung von DNA-Fragmenten

4.11.1 Dephosphorylierung von DNA mit der Antarctic Phosphatase
(New England Biolabs)

Reaktionsansatz

1-5 ul
1l
1l
x ul

gespaltene DNA (1 ug)

10x Antarctic Phosphatase Reaction buffer

Antarctic Phosphatase (5 u)

H,0wmp (auf 10 pl Reaktionsvolumen auffillen)

- bei 5-Uberhang oder blunt ends fiir 15 min bei 37°C inkubieren
- bei 3"-Uberhang fiir 60 min bei 37°C inkubieren

»  Spaltung inaktivieren (5 min, 70°C)

4.11.2 Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten

Zur Klonierung eines Restriktionsfragments in einen Vektor wird der Vektor zuvor mit
geeigneten Restriktionsendonukleasen gespalten. Nach Deaktivierung des Spaltansatzes
werden Vektor und Insert in einem geeigneten Verhaltnis (1:3 bis 1:5) gemischt und einer
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Ligasereaktion unterzogen. Im Allgemeinen empfiehlt es sich, den Vektor nach der
Restriktion mit einem Enzym zusatzlich zu dephosphorylieren, um den Ringschluss des
Vektors bei der Ligation zu verhindern.

Ligationsansatz
15-25 4l vektor-Insert-Gemisch
4 ul  10x T4-DNA-Ligase Puffer (1/10 Vol.)
1ul  T4-DNA-Ligase

xul HOmp

40 ul  Gesamtvolumen

. UN bei 16°C oder 2-3 h bei RT inkubieren
. 20 min bei 70°C inaktivieren

4.11.3 Shotgun-Klonierung

Die Shotgun-Klonierung ist die Ligation von Vektor-DNA mit einem Gemisch von
hydrolysierten DNA-Fragmenten, die direkt nach Inaktivierung der Restriktionsendonukle-
asen fir die Klonierung verwendet werden. Das Ziel dieser Klonierung ist, dass alle oder
einzelne Fragmente jeweils separat mit dem Vektor ligiert werden.

4.11.4 a-w-Komplementation (Blau-WeiB-Selektion)

Die a-w-Komplementation ist eine Methode, die es ermdglicht, den Erfolg einer Klonierung
in E. coli mit geringem Aufwand zu Uberprifen. Innerhalb der multiple cloning site (mcs) der
hierfiir verwendeten Klonierungsvektoren liegt das fir die B-Galactosidase kodierende /lacZ-
Gen. Die B-Galactosidase setzt bei der Spaltung des, dem Medium zugesetzten, farblosen
Substrats X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid) das blaue 5-Brom-4-chlor-indigo
frei. Wird in die mcs ein Insert eingebaut, kann keine intakte B-Galactosidase und folglich
auch kein blauer Farbstoff mehr gebildet werden. Zellen, die einen Vektor mit Insert
enthalten, kénnen daher von Zellen mit einem Vektor ohne Insert anhand der Farbung
unterschieden werden.

4.12 DNA-Transfer

4.12.1 Transformation von Escherichia coli

Herstellung kompetenter E. coli Zellen - CaCl,-Methode

»  E. coli GN-Flissigkultur 1:50 in TBY tGberimpfen (50 ml)

. Inkubation bei 37°C auf dem Luftschittler bis zu einer ODsgg = 0,5-0,8
« alle weiteren Schritte werden auf Eis durchgefiihrt
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5 min bei 6000 x g und 4°C zentrifugieren (Sorvall RC5B Plus; Rotor SS-34), Uberstand
verwerfen

Pellet in 5 ml 100 mM CaCl, (eiskalt) resuspendieren

30 min auf Eis inkubieren

5 min bei 6000 x g zentrifugieren

Pellet in 1 ml 100 mM CaCl, mit 20 % Glycerin (eiskalt) resuspendieren

Zellen zu 100 pl Aliquots in vorgekihlte Eppendorfgefalie portionieren

Lagerung bei -80°C

Transformation kompetenter E. coli Zellen

200 pl kompetente Zellen auf Eis auftauen

add. 10 ul des Ligationsansatzes bzw. 2 ul der Plasmid-DNA

30 min auf Eis inkubieren

2 min Hitzeschock bei 42°C

1 min auf Eis inkubieren

add. 0,7 ml TBY-Medium, invertieren

30 min (bei Ampicillin-Resistenz vermittelnden Plasmiden) bzw. 45-90 min (bei allen
anderen Antibiotika-Resistenz vermittelnden Plasmiden, wie Chloramphenicol und
Kanamycin) bei 37°C inkubieren

Zellen 1 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)

Zellen im Ricklauf resuspendieren und auf Selektionsmedium ausplattieren

Inkubation UGN bei 37°C

4.12.2 Elektroporation von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

(Kirchner et al., 2001)

Herstellung kompetenter Cmm-Elektroporationszellen

250 ml TBY-Kultur mit Cmm animpfen

Inkubation im Schittler bei 28°C (iN bis zu einer ODsgg = 1,0-1,2

mit TBY auf eine ODsgp = 0,3 verdiinnen

von dieser Verdiinnung 218,5 ml in neuem Kolben im Schiittler bei 28°C bis zu einer
ODsgg = 0,6 anziehen (2-2,5 h)

add. 31,5 ml 20 % Glycin (entspricht Endkonzentration von 2,5 % Glycin)

Inkubation fiir 2 h im Schittler bei 25°C

alle weiteren Schritte auf Eis durchfiihren, alle Lésungen auf 0°C vorkihlen
Zellsuspension in 500 ml Zentrifugenbecher Uberfiihren

10 min bei 7000 x g (Sorvall RC5B Plus, Rotor SLA3000) zentrifugieren, Uberstand
verwerfen, Riicklauf abziehen

Pellet in 5 ml eiskaltem H,0 (Millipore) resuspendieren

Suspension in 40 ml Zentrifugenrdhrchen Gberfiihren

add. 25 ml eiskaltes H,0 (Millipore), gut vortexen
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« 10 min bei 8000 x g und 4°C (Sorvall RC5B Plus, Rotor SS-34) zentrifugieren, Uberstand
verwerfen, Riicklauf abziehen

«  Pelletin 1 ml eiskaltem H,0 (Millipore) resuspendieren (Vortex)

» add. 25 ml eiskaltes H,0 (Millipore), vortexen

« 10 min bei 8000 x g und 4°C zentrifugieren, Uberstand verwerfen, Riicklauf abziehen

»  Waschvorgang zweimal mit eiskaltem 10 % Glycerin wiederholen

« add. 1 ml 15 % eiskaltes Glycerin, gut vortexen

«  Zellen @ 100 pl in vorgekiihlte Eppendorfgefalie aliquotieren

«  Zellen sofort verarbeiten oder Lagerung bei =70°C

»  (Bei eingefrorenen Zellen wird die Effektivitat auf bis zu 50 % reduziert)

Elektroporation kompetenter Cmm-Zellen
«  Einstellungen des Gene Pulser (Firma Bio-RAD):

. Kapazitat: 25 uF
«  Parallelwiderstand: 600 Q
»  Spannung: 12,5 kV/cm (2,5 kV bei 2 mm Kiivetten)

«  Zellen auf Eis auftauen. DNA und Kiivetten (d = 2 mm) auf Eis stellen

= 400 pl SB-Medium in ein Eppendorfgefal pipettieren

« 1-5 pl salzfreie DNA zu 100 pl kompetenten Cmm-Zellen geben und mischen

»  Ansatz in vorgekihlte Elektroporationskiivette pipettieren

»  Kivette von aulRen abtrocknen, in die Apparatur stellen und Puls auslésen

»  direkt nach dem Puls 150 ul SB-Medium in die Kiivette geben und mischen danach den
kompletten Kivetteninhalt in das Eppendorfgefall mit den verbliebenen 250 pl SB-
Medium geben

» 3 hbei25°Cinkubieren (Regeneration)

« 1 min bei 13.200 rpm zentrifugieren, Uberstand z.T. abgieRen

«  Pellet im restlichen Uberstand resuspendieren

«  Zellen auf SB-Selektionsmedium ausplattieren

»  Inkubation 3-6 Tage bei 25°C

4.13 DNA-DNA-Hybridisierung

4.13.1 Markierung der Hybridisierungssonde
(Firma Roche Diagnostics, Mannheim)

« 1 pg DNA (10 pl) mit HOpp auf 16 pl auffillen
. 10 min bei 100°C inkubieren
. sofort im Eis/Ethanol-Bad abkuhlen lassen
auf Eis dazugeben: 2 ul  Hexanucleotid Mix (10 x)

2 pl dNTP Labeling Mixture
1 pl Klenow-Polymerase

= mischen und kurz zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)
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1-20 h bei 37°C inkubieren

Reaktion durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA (pH 8,0) und / oder 10 min Inkubation bei
70°C stoppen

add. 2 ul 3 M Na-Acetat (pH 7,5) und 75 pl EtOH

2 h bei -20°C inkubieren

15 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

Pellet mit 50 ul 70 % EtOH waschen

Pellet trocknen

resuspendieren in 30 ul TE-Puffer oder H,0pp

Sonde vor Gebrauch in 7 ml DIG-Prahybridisierungslosung l6sen
Lagerung bei -20°C

4.13.2 Uberpriifung der Markierungsreaktion (Dot Blot)

1 ul Sonde und je 2 pl markierte und nicht-markierte Kontroll-DNA (Dig-DNA Labeling
Kit) auf Nylonmembran auftragen

bei RT trocknen lassen, anschlieBend 5 min unter UV-Licht quervernetzen (A = 302 nm)

1 min in DIG Puffer 1 waschen

30 min in DIG Puffer 2 inkubieren (Schuttler)

1 min in DIG Puffer 1 waschen

30 min in DIG Puffer 2 mit Antikdrperkonjugat (1:10.000) inkubieren (Schiittler)

zweimal 15 min mit DIG-Waschpuffer waschen (Schuttler)

2 min mit DIG Puffer 3 dquilibrieren

Nylonmembran in DIG Farbelsung im Dunkeln farben

zum Stoppen der Farbereaktion Nylonmembran 5 min in 1x TE-Puffer (pH = 7,5) oder
H,0 legen

4.13.3 Southern-Hybridisierung

DNA-Transfer auf eine Nylonmembran durch Passiv Blot

restringierte DNA-Proben im Agarosegel elektrophoretisch auftrennen

DNA mit Ethidiumbromid anfarben, unter UV-Licht (A = 302 nm) fotografieren, Gel
entfarben

das Gel 5 min in Depurinierungslésung (Blot 1) inkubieren, Losung abgielRen

2 x 15 min in Denaturierungsldsung (Blot Il) inkubieren, Losung abgieRen

2 x 15 min in Neutralisierungslosung (Blot Ill) inkubieren, Losung abgieRen

Blot-Aufbau
»  Frapan faltenfrei auf der Unterlage befestigen
»  Gel mit der Oberseite nach unten blasenfrei auf das Frapan legen
»  Nylonmembran luftblasenfrei auf das Gel legen
« 5 Lagen mit Blotpuffer Ill getranktes Whatmanpapier auf die Membran legen
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» ca. 10 cm dicken Stapel Einmal-Papierhandtiicher auf das Whatmanpapier legen
»  Glasplatte auf den Stapel legen und mit einem Gewicht beschweren

«  Transfer der DNA lber Nacht bei RT
»  DNA auf der Nylonmembran 5 min unter UV-Licht (A = 302 nm) quervernetzen
»  Membran zur Hybridisierung einsetzen

Prahybridisierung und Hybridisierung unter stringenten Bedingungen

. Nylonmembran mit der DNA-Seite nach innen in einen Hybridisierungszylinder
Uberfihren

» add. 20 ml DIG-Préhybridisierungslosung

«  mindestens 2 h bei 68°C im Hybridisierungsofen inkubieren (Rollvorrichtung)

«  Digoxigenin-markierte DNA-Probe (Sonde) zu 7 ml DIG-Prahybridisierungslosung geben
und 10-20 min bei 100°C denaturieren

»  Prahybridisierungslosung abgiefen und Sonde zugeben

» (N bei 68°C im Hybridisierungsofen inkubieren (Rollvorrichtung)

Immunologische Nachweisreaktion unter stringenten Bedingungen

«  Sonde abgielRen und fir eine Wiederverwendung bei -20°C lagern

»  Membran 2 x 5 min mit jeweils 100 ml Waschpuffer | bei RT waschen (Rollvorrichtung),
Losung abgieRen

»  Membran 2 x 15 min mit jeweils 100 ml Waschpuffer Il bei 68°C waschen (Roll-
vorrichtung), Lésung abgiefen

«  Membran in eine Hybridisierungsschale tiberfiihren (wahrend der Inkubation mit den
folgenden Losungen wird die Hybridisierungsschale auf einen Schiittler gestellt)

» 1 minin 50 ml DIG-Puffer 1 bei RT inkubieren, Losung abgieRen

» 30 minin 100 ml DIG-Puffer 2 bei RT inkubieren, Losung abgieRen

. 1 min in 50 ml DIG-Puffer 1 bei RT inkubieren, Losung abgieBen

. 30 min in 25 ml DIG-Puffer 2 und 2,5 pl Antikérperkonjugat (1:10.000) bei RT
inkubieren, Lésung abgieRen

»  2x15 minin jeweils 100 ml DIG-Waschpuffer bei RT inkubieren, Losung abgiellen

»  Membran 2 min in 50 ml DIG-Puffer 3 inkubieren. Losung abgielRen

« add. DIG-Farbeldsung

. im Dunkeln inkubieren, bis deutliche Banden zu sehen sind

»  Reaktion durch Zugabe von H,0 stoppen

»  Membran trocknen und im Dunkeln aufbewahren
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4.14 Polymerasekettenreaktion (PCR)

4.14.1 PCR mit Gesamt-DNA als Template

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir einen PCR stripe 4 8 Tubes:

225 ul Ansatz

22,5yl 10x Reaktionspuffer S (Peglab)
4,5 ul  dNTPs (je 10 mM) (Bioline)

4,5ul  Primer 1 (50 uM)
4,5ul  Primer 2 (50 uM)
6,75 ul  Tag-Polymerase

9ul Gesamt-DNA (1/50 verdinnt)

14,4 pl  DMSO
158,85 Hl HzOMp

225,0 ul  Gesamtvolumen

. den Reaktionsansatz auf 8 PCR-Tubes verteilen

«  jeden Ansatz mit 25 pl PCR-OI beschichten, um ein Verdampfen zu verhindern
«  Reaktionsansatze in den RoboCycler Gradient 96 (Firma Stratagene) stellen

«  Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm:

Zyklen Dauer [min] Temperatur [°C]
1 4 94
1 94
35 1 Annealingtemperatur
1 72
1 10 72

. Lagerung der PCR-Produkte bei 4°C oder -20°C bis zur Weiterverarbeitung
»  Charakterisierung der PCR-Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese

52

Die fir die einzelnen PCRs eingestellten Annealingtemperaturen sind in Tabelle 3.7 bzw. fiir
die real-time-RT-PCR Primer in Tabelle 3.8 aufgefihrt.

4.14.2 PCR mit ganzen Zellen als Template

Praparation der Template-DNA
«  Zellen von Platte mit gelber Spitze in Eppendorfgefall Gberfihren

Ll in 500 ul HzOMp [6sen

» 5 min bei 13.200 rpm zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf)

. Uberstand verwerfen
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»  Zellen im Ricklauf resuspendieren

1 pl fir PCR (je 25 ul Ansatz) verwenden

Die Amplifikation erfolgt mit Ausnahme des ersten Denaturierungsschritts entsprechend der
PCR mit Gesamt-DNA (8.1.). Der erste Denaturierungsschritt des PCR-Programms wurde von
4 min auf 10 min verlangert, damit die Zellen lysieren und die DNA zugénglich wird.

4.15 Isolierung von Xylemsaft

Fiir die Isolierung von Xylemsaft wurden je nach Verwendungszweck 6 bis 8 Wochen alte

Tomatenpflanzen verwendet.

»  Aussaat und Anzucht der Tomatenpflanzen in steriler Erde (Pikiererde)

»  Pflanzen im Zwei-Blatt-Stadium (2 Wochen nach der Aussaat) entnehmen und in
vorbereitete Pflanztopfe (Durchmesser: 12 cm) mit steriler Topferde einpflanzen

»  Anzucht der Pflanzen fir zwei bis vier Wochen im Pflanzenraum bei 40-50 % relativer
Luftfeuchtigkeit im Tag-Nacht-Rhythmus bei 25°C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im
Dunkeln)

»  Pflanzen ggf. nach zwei Wochen entnehmen und Uber Wurzelinfektion infizieren
(4.20.1.1), dann weiter im Pflanzenraum anziehen

«  Pflanzen unterhalb des ersten Fiederblattes mit einem sterilen Skalpell abtrennen

. Schnittflaiche mit autoklaviertem H,Opp abspilen und mit einem Kimwipe trocken
tupfen

«  Xylemsaft innerhalb der folgenden 1-2 h, je nach Verwendungszweck, von der Schnitt-
flache pipettieren

» entnommenen Xylemsaft zundchst auf Eis lagern, anschliefend bei -20°C oder fir die
GC-MS-Analysen nach Einfrieren in fllissigem Stickstoff bei -80°C lagern

4.16 Herstellung von Tomatenblatthomogenat

Zur Herstellung von Tomatenblatthomogenat wurden 6 Wochen alte Tomatenpflanzen

verwendet, die 2 Wochen nach Aussaat vereinzelt wurden und im Pflanzenraum bei 40-50 %

relativer Luftfeuchtigkeit im Tag-Nacht-Rhythmus bei 25°C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht

8 h im Dunkeln) angezogen wurden.

»  Fiederblatter vom Spross trennen und Gewicht bestimmen

«  Fiederblatter mit Morser und Pistill bearbeiten, so dass moglichst viel Flissigkeit
gewonnen wird

«  flussigen Anteil des Homogenats 1 min bei 13.000 rpm (Kihlzentrifuge Sigma 3-18K,
Rotor 12156) zentrifugieren

« Uberstand 1 x {ber einen Faltenfilter filtrieren, gegebenenfalls etwas PS-Puffer
hinzugeben; das Filtrat sollte maximal 5 % PS-Puffer enthalten

»  Filtrat mit PS-Puffer auffillen (5 % PS-Puffer, 95 % Tomatenblatthomogenat)

= Filtrat 2 x sterilfiltrieren (0,45 um PorengrofRe)

»  Lagerung des Tomatenblatthomogenats bei -20°C
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4.17 Analyse des Xylemsafts mittels GC-MS

Die GC-MS-Analysen wurden von Aiko Barsch (AG fiir Proteom- und Metabolomforschung,
Universitat Bielefeld) durchgefiihrt.

Metabolitderivatisierung (modifiziert nach Roessner et al., 2000)
« 10 pl Ribitol (1 mM) als internen Standard zu 10 pl Xylemsaft pipettieren

. bei -80°C einfrieren, anschlieend lyophilisieren

»  Derivatisierung der Carbonyl-Reste:
» add. 50 pl 20 mg/ml Methoxyamin-Hydrochlorid in Pyridin
» unter standigem Riihren 90 min bei 37°C inkubieren

«  Derivatisierung mit Trimethylsilan
= add. 50 ul N,N-Bis-trimethylsilyl-trifluoracetamid (BSTFA)
= 30 min bei 37°C inkubieren

GC-MS

Die GC-MS-Analysen wurden mit einem TraceGC Gaschromatographen und einem PolarisQ
lon-Trap-Massenspektrometer mit AS2000 Autosampler (Thermo Finnigan, Dreieich)
durchgefiihrt.

« 1 plderivatisierte Xylemsaftprobe bei 250°C Injektortemperatur injizieren
»  Gas-Chromatograph mit:
30-m x 25-mm Equity-5-Saule mit 0,25-um 5% Diphenyl/95 % Dimethylsiloxan-
Beschichtung (Supelco, Bellfonte, Californien)
. Interface-Temperatur: 250°C
»  Temperatur der lonenquelle: 200°C
«  Helium-Tragergas: 1 ml/min
« nach 3 min konstanter Erhitzung bei 80°C Ofentemperatur in 5°C/min Schritten auf
325°C erhdhen
«  zur Aquilibrierung des Systems fiir die nichste Injektion Temperatur fiir 5 min auf 80°C
einstellen
»  Massenspektren mit 2 Scans/s (Scanbereich: 50-550 m/z) aufzeichnen
. Evaluierung der Chromatogramme und automatische Peakquantifizierung ausgewahlter
Metabolite mit Xcalibur 2.0 Software (Thermo Finnigan). Um die Messungen der
verschiedenen Proben miteinander vergleichen zu kdnnen, erfolgte eine Normalisierung
der Peakflache jeder Substanz gegen die Peakfliche von Ribitol, das als interner
Standard eingesetzt wurde.
« Identifizierung der Metabolite durch Vergleich mit der NIST 98-Datenbank (NIST,
Gaithersburg, MD, USA) und durch Vergleich mit gereinigten Standards
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4.18 Kultivierung von Cmm zur Uberpriifung einer Populationsdichte-abhingigen
Genexpression (Quorum-Sensing)

«  Cmm-Kultur aus der stationdren Wuchsphase (42 h nach Beimpfen des M9-Minimal-
mediums) 10 min bei 8000 rpm (Sigma 3-18K) zentrifugieren

»  Uberstand sterilfiltrieren (Filter: 0,22 um PorengroRe)

« 100 pl des sterilfiltrierten Uberstands auf C-Medium ausplattieren, um nachzuweisen,
dass keine Bakterien aus der stationdren Kultur enthalten sind (Nachweisgrenze: 10
Bakterien/ml)

= um einen Tag versetzt angeimpfte Kulturen 18 h nach Beimpfen des Mediums
(logarithmische Wuchsphase) 10 min bei 8000 rpm zentrifugieren

«  Uberstand der ersten (logarithmischen) Kultur verwerfen und quantitativ durch
sterilfiltrierten Uberstand der stationdren Kultur ersetzen, Zellen suspendieren

» sedimentierte Zellen der zweiten (logarithmischen) Kultur in ihrem urspriinglichen
Uberstand resuspendieren

. Kulturen auf dem Luftschittler bei 90 rpom und 26°C inkubieren

4.19 Filterkreuzungsmethode (Konjugation)
(Abt, 2008)

»  separate Anzucht einer GN-FlUssigkultur von Donor und Rezipient in TBY
. mit TBY auf eine ODsgp von 0,2 bis 0,5 verdiinnen
. alternativ: mit M9-Minimalmedium waschen, auf eine ODsgy von 0,05-0,08
verdiinnen

. Inkubation auf dem Luftschittler (90 rpm) bei 26°C bis zu einer ODsgg von 1-2

. Zellsuspension so mit TBY bzw. M9-Minimalmedium verdiinnen oder ankonzentrieren,
dass sie eine theoretische ODsgy von 1,5 hat

= Donor und Rezipient im gewiinschten Verhaltnis (1:1) mischen

»  Nitrocellulosefilter (PorengréBe: 0,45 um, Durchmesser: 25 mm, Firma Sartorius) auf C-
Medium- bzw. M9-Medium-Agar-Platten legen

» 200 pl des Donor-Rezipient-Gemischs auf den Filter auftragen, trocknen lassen

»  Inkubation bei 26°C fur 20 h (C-Medium) bzw. 22 h (M9-Medium)

«  Zellen abschwemmen, dazu den Filter mit den Zellen nach Innen in ein Eppendorfgefal}
geben, 1,2 ml TBY hinzugeben und fiir 1 min vortexen

»  Verdlinnungsreihe anlegen, entsprechend der Selektion auf Donor, Rezipient und
Transkonjugant auf Antibiotika-haltigen Platten ausplattieren (C-Med bzw. M9-Med)

»  3-5Tage bei 26°C inkubieren

« Anzahl der colony forming units (cfu) von Donor, Rezipient und Transkonjugant
bestimmen, Titer (cfu/Filter) berechnen

»  Transferhaufigkeit (Transkonjuganten pro reisoliertem Rezipienten) berechen
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4.20 Methoden zur Analyse des Pathogenitdtsverhaltens von Cmm
4.20.1 Pflanzentests mit der Wirtspflanze Solanum lycopersicum

4.20.1.1 Wurzelinfektion

Die Wurzelinfektion wurde in dieser Arbeit hauptsachlich dazu verwendet, die Virulenz von

Cmm-Mutanten im Vergleich zu entsprechenden Kontrollstimmen zu ermitteln. Indizien fir

den Virulenzgrad sind der Welkeindex, der Anteil an Pflanzen mit Welkesymptomen (ber

den gesamten Testzeitraum sowie der Bakterientiter und das Gewicht der infizierten

Pflanzen am Ende des Testzeitraums.

»  Aussaat und Anzucht der Tomatenpflanzen in steriler Erde (Pikiererde)

»  Pflanzen im Zwei-Blatt-Stadium (ca. 2 Wochen nach der Aussaat) entnehmen und
anhaftende Erde entfernen

. Cmm in sterilem Leitungswasser in einem Reagenzglas resuspendieren und eine ODsgg
von 8 bis 10 einstellen

»  0,5-1 ml dieser Suspension in ein EppendorfgefaR fiillen

« Pflanzen 20 min in Cmm-Bakteriensuspension inkubieren (3-4 Pflanzen pro
EppendorfgefaR)

«  Pflanzen in vorbereitete Pflanztopfe mit steriler Erde einsetzen

»  Anzucht der Pflanzen im Pflanzenraum bei 40-50 % relativer Luftfeuchtigkeit im Tag-
Nacht-Rhythmus bei 25°C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im Dunkeln)

»  Welkesymptome liber einen Zeitraum von 28 Tagen protokollieren

4.20.1.2 Ermittlung des Welkeindex und des Welkeverlaufs

Als Welkeindex eines Cmm-Stamms wird der Zeitraum bezeichnet, zu dem 50 % der
infizierten Pflanzen deutliche Welkesymptome aufweisen (Bermpohl, 1990).

Der Welkeverlauf gibt Aufschluss Uber den genauen Welkestatus aller Pflanzen. Hierzu
werden taglich die Welkesymptome der einzelnen Pflanzen nach einem vierstufigen Schema
protokolliert. Pflanzen mit einer sich leicht einkrimmenden Blattspitze werden mit ,,(+)
eindeutige Welkesymptome (mindestens ein deutlich welkendes Blatt) mit ,+“
gekennzeichnet. Sehr starke Welke, bei der mehr als 2/3 der Blatter einer Pflanze welken,
werden mit ,++“ bewertet. Sind alle Blatter einer Pflanze durch die Welke so stark
beeintrachtige, dass sie nicht mehr zur Photosynthese befahigt sind, werden die Pflanzen als

,tot“ bezeichnet.

4.20.1.3 Gewichts- und GroRRenbestimmung der Pflanzen

Zur Bestimmung des Frischgewichts und der GroRe der Tomatenpflanzen den Spross direkt
oberhalb der Erde mit einem sterilen Skalpell oder einer sterilen Schere abtrennen.
AnschlieBend die Pflanze wiegen und mit einem Lineal die GroBe der Pflanze, von der
Schnittflache bis zum obersten Punkt der Pflanze, bestimmen.
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4.20.1.4 Kolonisationstest

Reisolierung von Cmm aus Pflanzenhomogenat

»  Morser und Pistill mit 70 % (v/v) Ethanol sterilisieren

. Pflanze mit einer sterilen Schere direkt oberhalb der Erde abschneiden, GrofRe und
Gewicht (siehe 4.20.1.3) bestimmen, in kleine Stiicke zerschneiden und in den Morser
geben

= den Morser soweit mit fliissigen Stickstoff beflillen, dass alle Pflanzenteile bedeckt sind
und mit dem Pistill sorgfaltig zerkleinert werden kénnen (Schutzbrille tragen)

«  PS-Puffer hinzugeben (1 ml PS-Puffer/1 g Frischgewicht)

. solange morsern, bis eine homogene Suspension entstanden ist

« von der Suspension eine Verdiinnungsreihe anlegen und je 100 pl der ausgewahlten
Verdlinnungsstufen ausplattieren

»  3-5Tage bei 25°C inkubieren

= Anzahl der colony forming units (cfu) und gewichtetes Mittel bestimmen.

Berechnung des gewichteten Mittelwerts

Zur Berechnung des Bakterientiters einer Bakteriensuspension, wird eine Verdiinnungsreihe
der Suspension angelegt. Von geeigneten Verdiinnungsstufen werden 100 pl auf den
jeweiligen Bakterien entsprechenden Agar-Platten ausplattiert. Die Platten werden bei 25-
28°C (Clavibacter michiganensis sp.) bebritet und die Kolonienzahl (colony forming units,
cfu) wird bestimmt.

Verdiinnungsreihen sind immer mit Fehlern, die zum groRten Teil aus Pipettier-
ungenauigkeiten resultieren und sich von Verdlinnungsstufe zu Verdlnnungsstufe
vervielfachen, behaftet. Folglich ist der cfu-Wert der niedrigsten Verdiinnungsstufe, die noch
ausgezahlt werden kann, immer der Genaueste. Aus diesem Grund berechnet man nicht den
arithmetischen Mittelwert der einzelnen Verdiinnungsstufen sondern das gewichtete Mittel.
Das bedeutet, dass die niedrigste ausgezahlte Verdiinnungsstufe mit 100 %, die nachste mit
10 %, die folgende mit 1 % usw. gewertet wird.

Rechnerisch wird dies so umgesetzt, dass die Summe der ausgezdhlten Kolonien aller
Verdinnungsstufen je nach Anzahl der einbezogenen Verdiinnungsstufen durch 1,1 (2
Verdiinnungsstufen), 1,11 (3 Verdinnungsstufen) oder 1.111 (4 Verdiinnungsstufen)
dividiert wird.

4.20.1.5 Infektion mittels Punktieren des Fiederblattstiels

Diese Infektionsart wurde in dieser Arbeit hauptsachlich verwendet, um Cmm-RNA aus
infizierten Pflanzen zu gewinnen. Im Gegensatz zur Wurzelinfektion ist die inokulierte
Zellmenge definiert und die Isolierung von Cmm kann direkt aus dem Infektionsbereich
erfolgen. Bei der Wurzelinfektion werden die Pflanzen mit einer Cmm-Suspension mit einem
definiertem ODsgo-Wert infiziert, die Anzahl der Zellen, die tatsidchlich in die Pflanze
eindringen, ist allerdings schwer zu bestimmen und kann stark variieren.
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Aussaat und Anzucht der Tomatenpflanzen in steriler Erde (Pikiererde)

Pflanzen im Zwei-Blatt-Stadium (2 Wochen nach der Aussaat) entnehmen und in
vorbereitete Pflanztopfe (Durchmesser: 12 cm) mit steriler Topferde einpflanzen
Anzucht der Pflanzen fir zwei Wochen im Pflanzenraum bei 40-50 % relativer Luft-
feuchtigkeit im Tag-Nacht-Rhythmus bei 25°C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im
Dunkeln)

Bakterien von einer C-Medium-Platte in ein 12 ml Greinerrohrchen Uberfiihren und in
PS-Puffer resuspendieren, ODsgo von 2 einstellen (109 Zellen/ml)

Verdiinnungsreihe von 10™ bis 107 anlegen

je 100 ul der Verdiinnungsstufen 10°, 10° und 107 auf Nihrmedien ausplattieren,
Inkubation fiir 3-5 Tage bei 25°C, Anzahl der colony forming units (cfu) bestimmen und
Titer berechnen

mit steriler Kantile 5- bis 10-mal an der Basis eines Fiederblattstiels 4 Wochen alter
Pflanzen (Abbildung 4.3) vorsichtig einstechen (punktieren), so dass das Fiederblatt
nicht abknickt aber die Verletzung durch Verfarbung (dunkelgriin) des punktierten
Bereichs sichtbar ist

5 bis 10 pl der 107 Verdiinnung (ca. 5000 bis 10.000 Bakterien) auf die punktierte Fliche
pipettieren und einziehen lassen

weitere Anzucht der Pflanzen im Pflanzenraum bei 40-50 % relativer Luftfeuchtigkeit im
Tag-Nacht-Rhythmus bei 25°C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im Dunkeln)

an einer Pflanze kann diese Infektion an mehreren Fiederblattern gleichzeitig

durchgefihrt werden

Abbildung 4.3: Infektion von Tomatenpflanzen mittels Punktieren. A: Totalansicht Tomate 4 Wochen alt. B:
Detailansicht der Infektionsstelle an der Basis des Blattstiels des 2. Fiederblatts.

Fir die Isolierung von Cmm-RNA aus infizierten Tomaten wurde 10 Tage nach Infektion das

punktierte Gewebe mit einem sterilen Skalpell abgetrennt und unter Zugabe von flissigem

Stickstoff sehr fein gemorsert. Das so entstandene Pulver wurde, ohne es auftauen zu lassen,

aliquotiert (= 60 mg/EppendorfgefaR) und diese bei -80°C gelagert.
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4.20.2 Test zur Auslosung der Hypersensitiven Reaktion (HR) bei Mirabilis jalapa,
Nicotiana benthamiana bzw. Nicotiana tabaccum cv. Samsun

«  Mirabilis jalapa (Nyctaginaceae) bzw. die Solanaceen Nicotiana benthamiana oder
Nicotiana tabacum cv. Samsun bis zu einer GrofRe von 30-60 cm anziehen (ca. 6
Wochen)

«  Bakterien in sterilem PS-Puffer, pH 7,0, in einem Reagenzglas resuspendieren

. ODsgo von 8,0 einstellen

»  Bakteriensuspension mit einer Spritze aufziehen

«  Spritze (Durchmesser der Spritzen6ffnung: 3 mm) im Interzellularraum an die Hinter-
seite eines Blattes fest ansetzen und mit dem Finger von der Vorderseite des Blattes
leicht dagegen driicken (Spritze nicht in unmittelbarer Ndhe eines Leitbindels
ansetzen!)

. mit mittelstarkem Druck die Bakteriensuspension aus der Spritze driicken, so dass die
Suspension in das Blattgewebe aufgenommen wird

Pflanzen 2-3 Tage in den Pflanzenraum, 40-50 % relative Luftfeuchtigkeit im Tag-Nacht-

Rhythmus bei 25°C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im Dunkeln), stellen und in diesem

Zeitraum Anderungen des Blattgewebes im Bereich des Spritzenansatzes (Firbung)

verfolgen.
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5 Ergebnisse

Ein neuer experimenteller Ansatz zur Untersuchung der Interaktion zwischen Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) und seiner Wirtspflanze Solanum lycopersicum
(Tomate) besteht in der Aufnahme des genomweiten Expressionsmusters von Cmm in planta
mittels Microarraytechnologie und dem Vergleich mit dem Expressionsmuster in
Flassigkultur. Damit sollte es moglich sein, weitere Gene zu identifizieren, die z.B. an der
Kolonisierung oder der Symptomauspragung beteiligt sind. Da zu Beginn dieser Arbeit noch
keine Microarrayexperimente mit Cmm durchgefiihrt worden waren, war es zunachst
notwendig diese Technik fir das Bakterium zu etablieren. Die Auswahl der auf dem
Microarray reprasentierten ORFs, das Design der spezifischen Oligonukleotide sowie die
Erstellung des fir Cmm NCPPB382 spezifischen Microarrays Cmm3kOLI wurden im Rahmen
des BMBF-Projekts Genomik-Plus (FKZ 0313105) von Prof. Dr. Anke Becker am Lehrstuhl fir
Genetik (Universitdt Bielefeld) durchgefiihrt. Die Funktionalitdt des Microarrays wurde
mittels eines sogenannten ,Gelb-Experiments” getestet, bei dem u.a. ein Schwellenwert flr
den M-Wert (log, der Differenz der Signalintensitdaten) bestimmt wurde. Der M-Wert, der
den gquantitativen Unterschied der Genexpression zwischen zwei Versuchsbedingungen
widergibt, muss oberhalb der durch technische Varianzen bedingten Streuung liegen, um
sicher zu sein, dass eine differentielle Genexpression vorliegt. In einem zweiten
Kontrollexperiment wurde Uberpriift, ob die gewahlten Methoden zur Probenentnahme und
RNA-Isolierung geeignet sind, um Unterschiede im Transkriptionslevel bestimmter Gene
nachzuweisen. Vorab war es ebenfalls wichtig, die untersuchten Gene bzw. die Proteine, die
durch sie codiert werden, in funktionelle Gruppen einzuordnen. Bei der Auswertung eines
Microarrayexperiments kann dann Uberpriift werden, ob differentiell exprimierte Gene
gehaduft zu bestimmten funktionellen Gruppen gehoren.

5.1 Eigenschaften des Microarrays Cmm3kOLI

Der in dieser Arbeit verwendete Microarray Cmm3kOLI ermdglicht die Analyse des
Expressionsverhaltens von 3239 ORFs von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
NCPPB382. Neben genspezifischen 50mer- bis 70mer-Oligonukleotiden aller 3080
chromosomalen und plasmidcodierten Gene sind auch Oligonukleotide zu den zwei rrn-
Operons (CMM_RNA 0001 und -.0002) und dem die tmRNA codierenden Gen
(Cmm_fin_1176a) auf dem Microarray vertreten. Fir jedes Pseudogen, dessen Sequenz
durch ein oder mehrere Stoppcodons unterbrochen ist, wurde pro “Teilsequenz” ein
spezifisches Oligonukleotid generiert. Des Weiteren sind auf dem Array 108 Oligonukleotide
flir zum Teil lediglich automatisch annotierte hypothetische ORFs enthalten, die in der
manuellen Annotation verworfen wurden. Diese Gene wurden in die Auswertungen der
Microarrayexperimente allerdings nicht mit einbezogen.

Jedes der 3239 genspezifischen Oligonukleotide ist in 4 Replikaten auf dem Microarray
vertreten. Stringenzkontrollen mit je 70 %, 80 % und 90 % Sequenzidentitdt zu den flnf
Genen rpsA, rpsO, rpsP, roml und gapA ermoglichen es, das Ausmal} der Kreuzhybridisierung
zu analysieren. Zudem enthélt der Microarry flinf spiking-Kontroll-Oligonukleotide, zu denen
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Sonden mit bekannten Konzentrationen vorliegen, und zwélf alien-DNA-Oligonukleotide (mit
Sequenzen, die nicht im Cmm-Genom enthalten sind). 356 Spots beinhalten lediglich den
spotting buffer, auf den verbleibenden 384 spots wurde nichts aufgetragen (,empty”).

5.2 Einteilung der Cmm-Gene in funktionelle Gruppen

Fiir die Auswertung der Microarraydaten war es sinnvoll, eine Einordnung aller untersuchten
Gene aufgrund ihrer vorhergesagten Funktion vorzunehmen. Eine wichtige Grundlage fir
eine solche Eingruppierung sind z.B. die COG- (Cluster of orthologues genes, Tatusov et al.,
1997; Tatusov et al., 2003) und die KEGG-Gruppen (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, (Kanehisa, 1996; Kanehisa et al., 2008). Diese waren auch die Basis fiir die in
Zusammenarbeit mit Dr. Karl-Heinz Gartemann (Lehrstuhl fiir Gentechnologie und
Mikrobiologie, Universitdt Bielefeld) erstellten funktionellen Gruppen fir Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis. Dazu war es allerdings notwendig die Gruppen an Cmm
anzupassen und dabei insbesondere Gene, denen, zum Teil durch Experimente belegt, eine
Rolle in der pathogenen Interaktion von Cmm mit der Tomate zugeschrieben wird, in einer
separaten Gruppe zusammenzufassen. Im Gegensatz zu den COG- und KEGG-Gruppierungen
wurde jedes Gen nur einer funktionellen Gruppe zugeteilt, wodurch erste Auswertungen
erleichtert werden sollten, obwohl einige Gene sicherlich auch in mehrere Gruppen
eingeordnet werden kdnnten.

Insbesondere fir die Gene (41,6 % aller 3239 auf den Microarray reprasentierten Gene), die
keiner COG-Gruppe (908 Gene) oder lediglich den COG-Gruppen “S“ (unbekannte Funktion;
177 Gene) bzw. “R” (nur generelle Funktionszuordnung; 263 Gene) zugeordnet waren,
wurde versucht durch erneute Datenbankabgleiche (mittels Blastp und cds) und/oder
Untersuchung der Funktion benachbarter Gene, die eventuell in einem Operon organisiert
vorliegen, eine genauere Funktionszuordnung vorzunehmen als in der mittlerweile etwa 5
Jahre alten Annotation. Insgesamt 62 Gene konnten so in Gruppen mit praziserer
Funktionsbeschreibung eingruppiert werden. Nach aktuellen Abfragen (www.
genome.jp/kegg/) sind 1211 Cmm Gene einer KEGG-Gruppe zugeordnet. Dies entspricht
37,4 % aller auf Cmm3kOLI reprasentierten Gene.

Zusatzlich zu den vier COG-Hauptgruppen ,Metabolismus®, ,Zellulire Prozesse”,
yInformationsspeicherung und -prozessierung” und ,Schlecht charakterisiert, die Gene
umfasst, denen nur eine generelle Funktion zugeordnet werden konnte oder deren Funktion
unbekannt ist, wurden die Gene einer zusatzlichen Hauptgruppe, , Potentiell relevant fir die
phytopathogene Interaktion”, zugeordnet (Tabelle 5.1). Diese Gruppe wurde in die
Untergruppen Transporter, Proteintransport, Regulatoren, Stress, Resistenz, extrazelluldre
Enzyme und intrazelluldre Proteasen aufgeteilt. Sie umfasst also 1. extrazelluldre Proteine,
die direkt mit dem Wirt interagieren kénnen, 2. Transporter, die durch Export und Import
von Metaboliten an der Interaktion beteiligt sein kdnnen, 3. regulatorische Proteine, die die
Anpassung an das Habitat und die jeweilige Infektionsphase vermitteln kénnen und 4.
Proteine, die Schutz oder Resistenz vor verschiedenen Stressoren vermitteln kénnen. In der



Ergebnisse 62

nachfolgenden Tabelle 5.1 ist die Gruppeneinteilung und die Anzahl der Gene in den
einzelnen Kategorien dargestellt.

Tabelle 5.1: Vereinfachte funktionelle Klassifizierung aller auf dem Microarray Cmm3kOLI reprdsentierten
Cmm-Gene. Die Gruppe ,hypothetische Proteine” enthalt auch die 108 in der manuellen Annotation
verworfenen ORFs. Die ausfihrliche Liste befindet sich im Anhang auf S. 159 (Tabelle 8.1).

Gruppe Anzahl
| Metabolismus 578
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus 212
Glycolyse 27
Pentose-Phosphatweg 26
Citrat Zyklus 25
oxidative Phosphorylierung 20
Ubrige Zucker und andere C-Verbindungen 21
Energie, Rest 2
Pyruvat, Umwandlungsreaktionen verschiedener Energietrager (ATP; PO4; NAD(P)) 5
n-Glycan (Glucosidasen) 40
Aminozucker 10
Nukleotidzucker 3
Inositol 7
Epimerasen / Isomerasen 19
Zuckeraktivierung (Phosphatasen) 7
Aminosduren 134
Aminotransferasen 6
Biosynthese = 7 Untergruppen 111
Harnstoff 5
Katabolismus und Proteinmodifikation 12
Nukleotide = 3 Untergruppen 60
Lipide = 3 Untergruppen 47
Coenzyme - 11 Untergruppen 83
Sekundidrmetabolismus 2 4 Untergruppen 42
Il Zelluldre Prozesse 177
Zellzyklus = 2 Untergruppen 34
Zellwand 143
Biosynthese = 4 Untergruppen 57
Zelloberflache 19
Sortasen 2
EPS = 4 Untergruppen 65
11l Informationsspeicherung und -prozessierung 277
Replikation = 9 Untergruppen 116
Transkription = 2 Untergruppen 24
Translation 137
ribosomale Proteine 54
tRNA-Prozessierung und Modifikation 23
Initiation, Elongation, Termination 12
Translation, Rest 41

GTP Bindeproteine 7
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IV Potentiell relevant fiir die phytopathogene Interaktion 921
Transporter 393
ABC - 8 Untergruppen 232
Permeasen - 9 Untergruppen 129
Transporter, Energie 12
Kanale 4
Phosphotransferasesysteme 16
Proteintransport 61
Typll-Sekretionssystem - 4 Untergruppen 19
Konjugation 30
Piline 12
Regulatoren 288
Transkriptionsregulatoren 179
Zwei-Komponenten-Regulatoren 59
winged helix DNA Bindeproteine 3
Sigmafaktoren 20
Histon ahnliche Proteine 4
Mox-Regulatoren (ATPasen, Proteinebene) 4
Serin/Threonin Protein-Phosphatasen 15
weitere Regulatoren (Proteinebene) 4
Stress = 6 Untergruppen 36
Resistenz - 8 Untergruppen 60
extrazellulare Enzyme a4
extrazellulare Serinproteasen 21
Pseudogene, extrazelluldre Serinproteasen 8(3)
weitere extrazelluldre Proteine (z.B. Cellulasen, Tomatinase, Xylanasen) 15
intrazelluldre Proteasen 39
Metalloproteasen 16
Cysteinproteasen 3
Serinproteasen 17
andere Proteasen 3
V Schlecht/kaum charakterisiert 1286
generelle Funktionszuordnung = 7 Untergruppen 244
Funktion unbekannt 1042
konserviert hypothetische Proteine 501
hypothetische Proteine 502
Pseudogene 39 (23)
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5.3 Etablierung der Transkriptommethodik fiir Clavibacter

5.3.1 Analyse des Microarrays Cmm3kOLI beziiglich seiner technischen Varianz

Aufgrund technischer Varianzen, die bei Microarrayexperimenten bislang nicht weiter
minimiert werden koénnen, unterliegen die M-Werte (log, der Differenz der
Signalintensitdten) immer einer gewissen Streuung. Um diese Streuung und somit auch
einen Schwellenwert fiir M zu definieren und die Reproduzierbarkeit der Sondenherstellung
zu Uberprifen, wurde ein sogenanntes Gelb-Experiment durchgefiihrt. Bei diesem
Experiment werden zwei Aliquots einer RNA-Probe revers in cDNA transkribiert,
anschliefend mit Cy5 bzw. mit Cy3 markiert und dann gemeinsam gegen den zu testenden
Microarray hybridisiert. Da die gleiche Menge identischer RNA verwendet wurde, sollten sich
die Signalintensitdten beider Farbstoffe nicht wesentlich unterscheiden und somit
theoretisch fiir jedes Gen ein M-Wert von 0 zu erwarten sein (Dudoit et al., 2002).

Zur Bestimmung der technischen Varianz des Microarrays CMM3kOLlI und der
Reproduzierbarkeit der Sondenherstellung fiir Cmm wurde RNA aus drei unabhédngigen
Kultivierungen von Cmm NCPPB382 fiir die Herstellung markierter cDNA verwendet. Die
Zellen wurden ca. 18,6 h nach Inokulation des M9-Minimalmediums (4 % Glucose als
Kohlenstoffquelle) in der logarithmischen Wuchsphase entnommen (vergleichbar mit dem
Zeitpunkt der Probenentnahme fiir logarithmische Zellen, 5.3.2, Abbildung 5.2). Nach
Hybridisierung der Cy3- und Cy5-markierten Sonden, die jeweils aus RNA des gleichen
biologischen Replikats generiert wurden, konnte die technisch bedingte Varianz der M-
Werte ermittelt werden. In Abbildung 5.1 sind in einem sogenannten Scatterplot die M-
Werte (log, der Differenz der Signalintensititen) gegen die A-Werte (log, der
Signalintensitaten) aufgetragen.

M-Wert
o
||
|

_2 T T T T

6 8 10 12 14 16
A-Wert

Abbildung 5.1: Scatterplot des Gelbexperiments zur Uberpriifung der technischen Varianz der M-Werte. M:
log, der Differenz der Signalintensitaten, A: log, der Signalintensitdten. Dargestellt sind die normalisierten
Werte von drei biologischen Replikaten. Gene, von denen weniger als 7 der insgesamt 12 Replikate (4 pro
Array) ausgewertet werden konnten, wurden nicht berticksichtigt.
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99 % aller Gene wiesen einen M-Wert zwischen -0,3 und 0,3 auf, welches einen 1,2-fachen
Unterschied in der Transkriptmenge zwischen der Cy3- und der Cy5-markierten Probe
widergibt. Deutlich zu erkennen ist, dass die Streuung der M-Werte mit abnehmender
Signalintensitat (A-Wert) zunimmt. So weisen die Gene mit der héchsten Streuung der M-
Werte auch relativ niedrige A-Werte auf (CMM_0318: M=-0,567, A=6,471; CMM _1870:
M=0,560, A=6,438). Die hier festgestellte technische Varianz der M-Werte ist vergleichbar
mit der, die fir Microarrays anderer Organismen beschrieben wurde und liegt somit im
normalen Bereich (Huser et al., 2003; Riberg et al., 2003; Serrania et al., 2008).

Im Scatterplot nicht gezeigt sind die Werte von 10 Genen, bei denen die Signalintensitdten
nur von weniger als 7 der insgesamt 12 Replikate (je 4 Replikate pro Microarray) bestimmt
werden konnten (siehe Tabelle 5.2). Auffallig ist, dass funf dieser zehn Gene zudem einen
sehr niedrigen A-Wert (< 6,0) aufweisen.

Tabelle 5.2: Gene mit zu geringer Replikatanzahl (n) im Gelb-Experiment (maximal mogliche Replikatzahl fir
jedes Gen: n = 12). M: log, der Differenz der Signalintensitdten, A: log, der Signalintensitdten, p: Fehler-
wahrscheinlichkeit. nd: nicht detektiert.

GenDB_ID Genname Funktion M A p n
CMM_0705 - konserviert hypothetisches Protein nd nd nd 0
CMM_0920 - konserviert hypothetisches Protein nd nd nd 0
CMM 2503 ppkA Polyphosphat-Kinase (EC 2.7.4.1) nd nd nd 0
CMM_1636 glnA1l Glutaminsynthetase | (EC 6.3.1.2) -2,66 5,44 nd 1
CMM_0951 - Membranprotein -0,49 4,80 nd 1
CMM_2826 - Cytosin Permease, NCS1-Familie 1,63 5,24 nd 1
CMM_0707 - Zwei-Komponenten-System, Sensor- 2,17 5,34 0,84 2
Kinase
CMM_2737 glpX Fructose-1,6-Bisphosphatase 2,56 5,42 0,80 2
(EC3.1.3.11)
CMM_2710 - hypothetisches, sekretiertes Protein -0,01 10,53 0,99 3
CMM_2677 - Transkriptionsregulator, TetR-Familie 0,53 9,73 0,85 5

Zur Vermeidung falsch-positiver Resultate ist es wesentlich, neben dem M-Wert auch
Grenzwerte fir die auswertbare Replikatanzahl, die Signalintensitat (A) und insbesondere fir
den p-Wert (t-Test Statistik) festzulegen. Die Replikatzahl (n) sollte bei 3 biologischen
Replikaten mit je 4 Spots pro slide bei mindestens 7 liegen, also einen Wert von mindestens

> Max + 1 aufweisen. Die Signalintensitdt (A) sollte (iber dem entsprechenden Wert der

Kontrollen “empty” und “spotting buffer” liegen. Daher wurde fir A ein Grenzwert von
Agontrotle + 1 gewahlt. Fir p wurde ein Maximalwert von 0,05 verwendet. Das bedeutet,
dass die Wahrscheinlichkeit einer falsch-positiven Detektion bei maximal 5 % liegt (Dudoit et
al., 2002).

Bei den folgenden Experimenten wurden somit alle Gene als differentiell exprimiert
eingestuft, die die oben genannten Bedingungen fir n, A, und p erfiillen und einen M-Wert
von M > 0,93 bzw. £ -0,93 aufweisen. Zeigten nur weniger als 60 Gene eine differentielle
Genexpression in diesem Ausmall wurden auch Gene mit M > 0,7 bzw. < -0,7 in die
Auswertung mit einbezogen.
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5.3.2 Vergleich der Genexpression in zwei verschiedenen Wuchsphasen

Mit Hilfe eines weiteren Kontrollexperiments wurde im ndchsten Schritt Gberprift, ob die
gewdhlten Methoden zur Probenentnahme der Zellen und der RNA-Isolierung geeignet sind,
um eine differentielle Genexpression nachzuweisen.

Bei beiden Schritten besteht die Moglichkeit, dass z.B. durch zu lange Inkubationszeiten das
Transkriptionsprofil verandert oder mRNA degradiert wird (Conway & Schoolnik, 2003). Um
dies zu Uberpriifen, musste ein Experiment gewahlt werden, bei dem vorab gut abgeschatzt
werden kann, welche Unterschiede zwischen der Versuchs- und der Kontrollbedingung zu
erwarten sind. Diese Voraussetzung ist zum Beispiel bei dem Vergleich der Genexpression
von Zellen in unterschiedlichen Wuchsphasen gegeben. Vergleicht man etwa Zellen aus der
spat-logarithmischen bis stationdren Phase mit Zellen aus der logarithmischen Phase, so ist
zu erwarten, dass insbesondere die Expression von Genen, die fiir Proteine der Translation
oder des Energiemetabolismus codieren, verringert ist. Fiir E. coli und Salmonella sind diese
und weitere Effekte des Ubergangs in die stationdre Phase und/oder einer Verringerung der
Wuchsgeschwindigkeit genauer untersucht worden (Bremer & Denis, 1996; Hengge-Aronis,
1996; Grunberg-Manago, 1996; Keener & Nomura, 1996).

Fir das Cmm-Experiment wurde RNA aus spat-logarithmischen und logarithmischen Zellen
aus je 3 unabhangigen NCPPB382 Kulturen in M9-Minimalmedium mit 4 % Glucose als
Kohlenstoffquelle (Abbildung 5.2) gewonnen und diese revers in cDNA transkribiert.
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Abbildung 5.2: Wuchskurve von NCPPB382 in M9-Minimalmedium. Zur Inokulation des M9-Mediums (Start-
ODsgy=0,05) wurden Zellen aus einer Vorkultur in TBY-Vollmedium verwendet, die vorab einmal in M9-Medium
gewaschen wurden. Die Entnahme der Zellen erfolgte 18,4 h (Pfeil 1; logarithmische Zellen) und 27,1 h (Pfeil 2;
spat-logarithmische Zellen) nach Inokulation des Mediums. Auf der primaren y-Achse sind die logarithmierten
ODsg-Werte der drei Cmm-Kulturen aufgetragen. Zum Vergleich sind auf der sekundaren y-Achse die OD-
Werte der dritten Kultur, 382-3 nicht logarithmiert aufgetragen (3-OD). Die Generationszeit von Cmm in M9-
Medium betragt in der logarithmischen Phase etwa 6 h.

Die cDNAs der spat-logarithmischen Zellen aus Kultur 1 und 2 wurden mit Cy5 markiert, die
der logarithmischen Zellen mit Cy3. Bei dem dritten biologischen Replikat wurden die cDNAs
der Versuchsbedingung und der Kontrollbedingung jeweils mit dem anderen Fluoreszenz-
farbstoff markiert. Die cDNA der spat-logarithmischen Zellen wurde folglich mit Cy3, die der
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logarithmischen Zellen mit Cy5 markiert. Dieses sogenannte dye swapping dient dazu, dass
technische Varianzen, bedingt durch die geringere Stabilitdit von Cy5 gegenilber Cy3,
ausgeglichen werden (Dudoit et al., 2002).

Insgesamt zeigten 99 Gene unter den Versuchsbedingungen eine verringerte (M <-0,93) und
14 Gene eine verstarkte Expression (M 2> 0,93). Nur 6 der verstarkt exprimierten Gene
konnten den Gruppen | bis IV (I: Aminosaduren: 1 Gen; IV: Transporter, Proteintransport und
Resistenz (Peroxiredoxin): 3, 1 und 1 Gen(e)) zugeordnet werden. Fir 6 Gene ist bislang
keine Funktion bekannt, die verbleibenden 2 Gene codieren fiir Dehydrogenasen (Gruppe V),
darunter auch das Gen mit dem hochsten positiven M-Wert (2,75; CMM_1973: Acyl-CoA-
Dehydrogenase). Bei den reprimierten Genen dagegen war nur bei 10 Genen keine
Funktionszuweisung moglich (Tabelle 5.3).

Tabelle 5.3: Differentielle Genexpression spat-logarithmischer Zellen im Vergleich zu logarithmischen Zellen.
Schwellenwerte: M > |0,93], A = 8,39, p < 0,05, n >7.

Gruppe Anzahl der Gene Anzahl der Gene
mit M20,93 (14) mit M<-0,93 (99)
- induziert - reprimiert
pCM1 1 1
| Metabolismus 1 15
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus
Glycolyse - 2
Pentose-Phosphatweg - 5
Citrat Zyklus - 3
Aminosauren
Aminotransferasen 1 -
Lysin, Valin, Threonin - 1
Histidin - 1
Lipide
Carotinoid-/Chinonvorstufensynthese (Steroidbiosynthese) - 1
Lipide, Rest - 1
Sekunddrmetabolismus
Eisen - 1
Il Zelluldre Prozesse 0 1
Zellwand
Zelloberflache - 1
Il Informationsspeicherung und -prozessierung 0 48
Replikation
Replikation - 1
Transkription
Transkription - 2
weitere an der Transkription beteiligte Proteine - 1
Translation
ribosomale Proteine - 39
tRNAs - 1
Initiation, Elongation, Termination - 3
Translation, Rest - 1
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IV Potentiell relevant fiir die phytopathogene Interaktion 5 22
Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung - 2
ABC, Aminosauren 1 -
ABC, Zucker - 5
ABC, anorganische lonen 1 -
Permeasen, ohne weitere Zuordnung 1 -
Transporter, Energie - 4
Proteintransport

Sec-System - 2
Tat-System - 1
Signalpeptidase 1 -
Regulatoren

Transkriptionsregulatoren - 1
Histon ahnliche Proteine - 1
weitere Regulatoren (Proteinebene) - 1
Stress

Hitzeschock, Chaperone - 2
Clp-Proteasen - 1
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase - 1
Resistenz

Hydroperoxid 1 -
Eisen/Schwefel-Cluster - 3
V Schlecht/kaum charakterisiert 8 10
generelle Funktionszuordnung

Dehydrogenase 2 2
Hydrolasen - 1
Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine 3 6
hypothetische Proteine 3 1

Wie im Scatterplot (Abbildung 5.3) bereits zu erkennen, zeigten ein groRer Teil der fir

ribosomale Proteine codierenden Gene (39 von insgesamt 54) sowie weitere Gene aus den

Bereichen Transkription und Translation (als orange Kreise dargestellt) unter den gewdhlten

Bedingungen erwartungsgemald eine verringerte Genaktivitdt (48,5 % aller Gene mit M <

-0,93). Auch Gene aus dem Energiemetabolismus (Glycolyse, Pentose-Phosphatweg, Citrat

Zyklus und Proteine fiir die Cytochrombiosynthese), ATPasen und Zuckertransporter (die

beiden letztgenannten sind mit blauen Kreisen als Transporter gekennzeichnet) zeigten den

gleichen Trend (11 % aller Gene mit M <-0,93).
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Abbildung 5.3: Vergleichendes Transkriptionsprofil spat-logarithmischer zu logarithmischen NCPPB382-Zellen
in M9-Medium (Scatterplot). Griine Rauten: M < -0,93, rote Dreiecke: M > 0,93, orange Kreise: Gruppe
Informationsspeicherung und -prozessierung, blaue Kreise: Gruppe Transporter, graue Quadrate: nicht
differentiell exprimierte Gene. Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte: M <-0,93 bzw. >0,93; A >
8,39; p<0,05,n>7.

Werden die M-Werte der differentiell exprimierten Gene gegen die Position der Gene auf
dem Chromosom dargestellt, konnen Genregionen identifiziert werden, die ein koordiniertes
Verhalten in der Genexpression aufweisen. Jedem Gen wurde dazu, begonnen mit dnagA
(CMM _0001, Positionsnummer 1), nach der Reihenfolge, in der sie auf dem Chromosom
lokalisiert sind, eine Positionsnummer zugeordnet. Gene, die gemeinsam induziert oder
reprimiert werden, sind in dieser Darstellung als Punktecluster zu erkennen. Durch diese
Darstellung der differenziell exprimierten Gene konnten drei Genregionen (Tabelle 8.2, S.
163 im Anhang) identifiziert werden, die in der spat-logarithmischen Wuchsphase reprimiert
waren (Abbildung 5.4).
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Abbildung 5.4: Positionsplot der wuchsphasenabhangig differentiell exprimierten, chromosomalen Gene. Die
M-Werte (log, der Signalunterschiede) sind gegen die Positionsnummern der Gene, die deren Reihenfolge auf
dem Chromosom widergeben, aufgetragen. Drei koordiniert reprimierte Genregionen (I-1ll) sind durch Elipsen
hervorgehoben.
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Die erste Genregion (l) erstreckt sich von Positionsnummer 917 bis 942 und enthilt
insbesondere Gene, die fur Zucker-ABC-Transporter und Proteine des Pentosephosphatwegs
codieren. Weitere Gene des Pentosephosphatwegs sowie Glycolysegene und fir
Eisen/Schwefel-Cluster Proteine codierende Gene sind in der zweiten Region (ll) lokalisiert
(Positions-Nr.: 1800 - 1825). Genregion lll (Positions-Nr.: 2671-2714) enthalt Gberwiegend
ORFs, die ribosomale Proteine codieren. Im Anhang befinden sich weitere Informationen zu
den einzelnen Gene der drei Genregionen (Tabelle 8.2, S. 163).

Durch das Experiment konnte gezeigt werden, dass die gewadhlten Methoden zur
Zellentnahme, -lagerung und der RNA-Isolierung geeignet sind, um differentielle
Genexpression zu detektieren. Die Ergebnisse des Vergleichs spat-logarithmischer Zellen mit
logarithmischen Zellen zeigen, dass mittels der verwendeten Techniken sinnvolle
Expressionsprofile aufgezeichnet werden kénnen und diese nicht durch Artefakte Gberlagert
werden. Die weiteren Experimente wurden daher, soweit nicht anders gekennzeichnet,
analog zu diesem Kontrollexperiment durchgefiihrt.
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5.4 Veranderung des Expressionsmusters von Cmm bei Supplementierung des
Mediums mit Tomatenblatthomogenat bzw. Xylemsaft

Cmm ist ein Phythopathogen, das das Xylem der Tomate besiedelt. Die Infektion von
Solanum lycopersicum erfolgt Uber Verletzungen der Pflanze im Wourzel-, Spross- oder
Blattgewebe aber auch Gber Hydathoden oder kontaminiertes Saatgut. Cmm hat folglich bei
der Infektion von Solanum lycopersicum direkten Kontakt zu verschiedenen Gewebetypen
der Tomate. Dazu gehoren neben den aus toten Zellen bestehenden Xylemgefaflen auch
lebende Pflanzenzellen und deren intrazelluldren Bestandteile, die z.B. durch Verletzungen
freigesetzt wurden. Auch nach Eindringen des Pathogens in die Xylemgefdfle und
insbesondere in spaten Infektionsstadien, in denen das Tomatengewebe sichtbar mazeriert
wird und Sprossldsionen auftreten (durch die Cmm z.T. auch wieder an die Oberflache der
Pflanze gelangt), hat Cmm Kontakt zu intrazelluldren und apoplastischen Bestandteilen der
Pflanze. Die Anpassung an diese Habitate (Xylem und lebende Pflanzengewebe),
insbesondere die ErschlieBung geeigneter Nahrstoffquellen, und die addquate Reaktion auf
die verschiedenen Abwehrreaktionen der Pflanze, sollten sich in einem entsprechenden
Expressionsprofil widerspiegeln.

Um den Einfluss von Metaboliten der Tomatenpflanzen auf die Genexpression von Cmm zu
untersuchen, wurde in parallel durchgefiihrten Ansatzen getestet, welche Effekte Xylemsaft
bzw. Tomatenblatthomogenat auf Cmm haben. Vorab wurde in Zusammenarbeit mit Aiko
Barsch (AG fir Proteom- und Metabolomforschung, Universitat Bielefeld) zunachst die
Zusammensetzung des Xylemsafts nicht infizierter und infizierter Tomaten mittels GC-MS
(Gas-Chromatographie-Massenspektrometrie) untersucht und Uberpriift, welche Bestand-
teile des Xylemsafts von Cmm als Nahrstoffquelle verwendet werden kdnnen.

5.4.1 Analyse des Xylemsafts der Tomate mittels GC-MS

5.4.1.1 Modifizierung der Metabolitkonzentrationen des Xylemsafts durch Cmm unter in
vitro Bedingungen
Im Xylem der Tomatenpflanze befindet sich Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
in einem offenen System. Dem Xylemsaft werden standig Uber die angrenzenden
Parenchymzellen Metabolite entzogen. Zugleich gelangen Ulber die Wurzel und die
Parenchymzellen permanent neue Metabolite in das Xylem. Um zu Uberprifen, wie sich die
Zusammensetzung des Xylemsafts durch Cmm verandert, wurde einer Cmm-Kultur in reinem
Xylemsaft (drei biologische Replikate in Aliquots einer gepoolten Xylemprobe) zu drei
Zeitpunkten eine Probe entnommen (Abbildung 5.5), sterilfiltriert und die Konzentrationen
eindeutig identifizierter Metabolite mit denen des unbehandelten Xylemsafts verglichen.
Wie in Abbildung 5.5 B zu sehen ist, wuchs Cmm in Xylemsaft deutlich schneller als in M9-
Minimalmedium, erreichte mit einer maximalen ODsgy von 0,76 aber weniger als die Halfte
der maximalen Zelldichte, die in M9-Medium maoglich ist. Die Generationszeit in Xylemsaft
war mit 2,3 h in der logarithmischen Phase vergleichbar mit Generationszeiten, die in
Vollmedium mit und ohne Glucose (TBY, C-Medium) erreicht werden, und lag deutlich unter
der Generationszeit in M9-Minimalmedium (5,6 h). Der Xylemsaft hat also einen positiven
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Effekt auf die Wachstumsgeschwindigkeit von Cmm. Im geschlossenen in vitro-System
scheinen allerdings essentielle Nahrstoffe schnell verbraucht zu sein, so dass letztlich nur
drei Teilungen moglich sind, bevor die Zellen in die stationadre Phase libergehen.
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Abbildung 5.5: Wuchskurve von NCPPB382 in Xylemsaft. Der Xylemsaft stammt von drei uninfizierten
Tomatenpflanzen (6 Wochen alt, Tropfzeit 2 h). Der Xylemsaft wurde gepoolt, sterilfiltriert und bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. A: Je 2 ml Xylemsaft wurden mit Zellen aus einer Vorkultur in TBY nach
einmaligem Waschen in M9-Minimalmedium (ohne Methionin) mit einer Start-ODsgy von 0,1 beimpft. Die Pfeile
kennzeichnen die Zeitpunkte der Probenentnahme fiir die GC-MS-Messung. 1: 5 h; 2: 6 h; 3: 22,8 h. B:
Vergleich des Wachstums von Cmm in Xylemsaft und in M9-Minimalmedium (4 % Glucose).

Mittels gekoppelter Gas-Chromatographie und Massenspektrometrie konnten nach
Derivatisierung der Proben mit Methoxyamin-Hydrochlorid und Trimethylsilan insgesamt 30
Substanzen identifiziert und ihre Konzentrationen in relativen Einheiten (normalisierte
Peakflache jeder Substanz) bestimmt werden. In den entnommenen Proben vor und nach
Anzucht von NCPPB382 konnten eindeutig die in Tabelle 5.4 aufgelisteten Aminosauren,
Carbonsauren, Zucker sowie Uracil und Harnstoff nachgewiesen werden.

Tabelle 5.4: Ubersicht der Metabolite, die im Xylemsaft vor oder nach Kultivierung von Cmm eindeutig
nachgewiesen werden konnten. Alle Metabolite, deren Konzentrationen quantitativ bestimmt wurden, sind
fett gedruckt.

Aminosauren B-Alanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Serin, Threonin, Valin,
vy-Aminobutyrat (GABA)

Carbonsauren Citrat, Fumarat, Glycerat, Malat, Maleinsaure, Succinat

Zucker Fructose, Glucose, myo-Inositol, Ribose

weitere organische Verbindungen | Uracil, Harnstoff

Durch Messung von Standardlésungen bekannter Konzentration (1 uM, 10 uM, 100 uM,
1 mM, 10 mM) konnten auBerdem die Konzentrationen [uM] von Lysin, Citrat, Fumarat,
Malat, Succinat, Fructose, Glucose, myo-Inositol und Harnstoff im Xylemsaft bestimmt
werden (siehe Tabelle 8.3 und Tabelle 8.4 im Anhang). Dabei zeigte sich, dass Malat mit
4 mM den groRten Anteil dieser Substanzen im unbehandelten Xylemsaft erreichte. Fur
Glucose, Fructose, Citrat und Succinat konnten Konzentrationen zwischen 375 uM und
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166 uM gemessen werden und fir Harnstoff und Fumarat Konzentrationen von 30 uM bzw.
24 uM. Die geringsten Konzentrationen wurden fiir Lysin (1,6 uM) und myo-Inositol (2,2 uM)
nachgewiesen.

In Abbildung 5.6 ist der Verlauf der Metabolitkonzentrationen (in uM bzw. in relativen
Einheiten) des Xylemsafts wahrend der Inkubation mit Cmm beispielhaft fir Malat, Fructose,
Succinat, Isoleucin und Glycerat gezeigt. Anhand dieser Grafiken lasst sich der Verlauf der
Konzentrationen der anderen Metabolite ableiten (siehe Abbildungslegende). Bereits nach 5
stindigem Wachstum von Cmm in Xylemsaft sank die Konzentration von Glucose (370 uM)
und Fructose (260 pM) um 80 bzw. 70 % auf jeweils 80 uM. Lysin konnte zu diesem
Zeitpunkt bereits nicht mehr nachgewiesen werden. In der stationdren Wuchsphase (nach
22,8 h) waren Glucose und Fructose nur noch in sehr geringen Mengen (0,3 uM bzw. 0,1 uM)
nachweisbar. Auch die Konzentrationen der Aminosauren B-Alanin, GABA, Isoleucin, Leucin,
Serin, Threonin und Valin fielen mit zunehmender Kultivierungsdauer ab. Die Mengen an
Malat und Citrat (Messwert 23 h) sanken erst im spateren Verlauf der exponentiellen Phase
nach 6 h. Fiir Ribose und die Carbonsauren Fumarat, Maleinsdure und Succinat war zunéachst
ein Anstieg zu verzeichnen, zwischen den Messungen bei 6 und 23 Stunden nach Inokulation
des Xylemsafts sank die Konzentration wieder. Die Konzentrationen von Glycerat, Uracil,
Harnstoff und myo-Inositol stiegen mit zunehmender Kultivierungsdauer. Fir Glycerat war
dieser Effekt am starksten. Nach 23-stiindiger Anzucht von Cmm in Xylemsaft konnte fast
dreimal soviel Glycerat nachgewiesen werden, wie in unbehandeltem Xylemsaft.
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Abbildung 5.6: Verwertbarkeit von Metaboliten des Xylemsafts durch Cmm. Als interner Standard wurde
Ribitol verwendet. Flir Malat, Fructose und Succinat sind die Konzentrationen in uM, fir die anderen
Substanzen sind die Konzentrationen in relativen Einheiten angegeben. Die Standardabweichungen zwischen
den Metabolitkonzentrationen der drei Kulturen sind als Fehlerindikatoren dargestellt. Einen vergleichbaren
Trend der hier dargestellten Konzentrationsanderungen wahrend der Kultivierung von Cmm zeigten: Malat:
Citrat; Fructose: Glucose, Lysin; Succinat: Ribose, Fumarat, Maleinsdure; Isoleucin: B-Alanin, GABA, Leucin,
Serin, Threonin, Valin; Glycerat: Uracil, Harnstoff, myo-Inositol.
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Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cmm zunéachst bevorzugt Zucker wie Glucose und
Fructose und die meisten der nachgewiesenen Aminosauren verbraucht. Carbonsauren und
Ribose konnen auch von Cmm verwertet werden, scheinen aber erst am Ende der
exponentiellen Wuchsphase nach Abbau der bevorzugten Kohlenstoffquellen aufgenommen
zu werden.

5.4.1.2 Analyse des Xylemsafts infizierter und uninfizierter Tomatenpflanzen

Sowohl virulente als auch avirulente Cmm-Stamme kénnen in der Tomatenpflanze sehr hohe
Titer von bis zu 10 Bakterien pro g Pflanzenhomogenat erreichen (Bermpohl, 1990;
Meletzus et al., 1993). Es stellt sich daher die Frage, auf welche Art Cmm seinen Nahrstoff-
und Energiebedarf wahrend der Kolonisation des Xylems deckt, um solch hohe Titer zu
erreichen. Fir virulente Stamme hat sicherlich die Produktion zellwandabbauender Enzyme,
wie Cellulasen und Pectatlyasen, eine grof3e Bedeutung. Allerdings ist zu Uberpriifen, ob dies
auch fiir Stamme gelten kann, die die Pflanzen zwar ebenso hochtitrig kolonisieren kénnen,
aber bis auf eine leichte Senkung der Biomasse keine Krankheitssymptome ausldsen.

Im vorherigen Versuch konnte gezeigt werden, dass Cmm in vitro im Xylemsaft sehr schnell
wachst, aber nur eine maximale ODsgy von 0,8 (ca. 4 x 10% Bakterien/ml) erreicht. Reicht es
also aus, dass in vivo verbrauchte Nahrstoffe (iber die Wurzel dem Xylemsaft wieder
zugefiihrt werden koénnen? Oder bewirkt Cmm generell eine Anderung der
Zusammensetzung des Xylemsafts? Um diese Fragen zu kldaren, wurde der Xylemsaft
infizierter und mock-infizierter Pflanzen mittels Gas-Chromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS) untersucht. Fir die Infektion wurde der Wildtyp NCPPB382, sein avirulentes,
plasmidfreies Derivat CMM100 und CMM101chpCB, der aufgrund der Inaktivierung von chpC
eine verringerte Kolonisationseffektivitdt in planta aufweist (maximaler Bakterientiter: 2 x
10’ cfu/g Pflanze) und nur noch schwach virulent ist, eingesetzt. Durch Verwendung dieser
Stamme sollte untersucht werden, ob die Virulenz und/oder die Kolonisationsfahigkeit von
Cmm mit der Stoffzusammensetzung des Xylemsafts korreliert.

In drei parallelen Ansatzen wurden je 10 vier Wochen alte Tomatenpflanzen mit NCPPB382,
CMM100, CMM101chpCB bzw. mit H,O infiziert (Wurzelinfektion). 27 Tage nach Infektion
wurde der Xylemsaft dieser Pflanzen isoliert. Dazu wurde jede Pflanze mit einem sterilen
Skalpell unterhalb des ersten Fiederblattes abgeschnitten, die Schnittfliche mit 100 pl
autoklaviertem Millipore-H,0 abgespilt und mit einem Kimwipe verbleibendes Wasser
entfernt. Der Xylemsaft wurde innerhalb der nachsten Stunde von den Schnittflichen
abpipettiert, auf Eis gelagert und das Volumen des Xylemsafts bestimmt. AnschlieRend
wurden die Proben in fllssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert. Um sicher zu stellen, dass die Infektion mit den Cmm-Stammen,
insbesondere bei nicht welkenden Pflanzen, erfolgreich war, wurde nach der
Probenentnahme von jeder Pflanze ein weiterer Tropfen Xylemsaft auf C-Medium
aufgetropft und nach 3-5 Tagen Inkubation bei 26°C (berpift, ob Wachstum von Cmm
beobachtet werden konnte. Je 5 ul der Xylemsaftproben von nachweislich infizierten
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Pflanzen wurden zur Titerbestimmung verwendet und der Rest dieser Proben wurde
sterilfiltriert.

Letzlich wurde der Xylemsaft (XS) von je 15 mit NCPPB382, CMM100 bzw. CMM101chpCPB
infizierten (je 5 Proben aus parallelen Ansatzen) und Xylemsaft von 5 mock(mit H,0)-
infizierten Pflanzen (XSmock) flir die GC-MS-Messung verwendet. Um die Messungen der
verschiedenen Proben miteinander vergleichen zu kénnen, wurde wie zuvor Ribitol als
interner Standard eingesetzt. Neben der relativen Quantifizierung (normalisierte
Peakflachen: Konzentration in relativen Einheiten) von 15 Substanzen (Anhang, Tabelle 8.5)
konnten durch Messung von Standardlésungen (1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM, 10 mM) die
molaren Konzentrationen von Lysin, Citrat, Fumarat, Malat, Succinat, Harnstoff, Fructose,
Glucose, myo-Inositol und Salicylsdure bestimmt werden (Tabelle 5.5).

Tabelle 5.5: Quantitativer Nachweis von Metaboliten [uM] aus dem Xylemsaft nicht-infizierter und mit
verschiedenen Cmm-Stammen infizierter Tomatenpflanzen. Der Standardfehler von flinfzehn (5 bei mock-
infizierten) biologischen Replikaten ist in Klammern angegeben. Grau unterlegt: signifikanter Unterschied (t-
test; p < 0,05) zu Werten von Xylemsaft mock-infizierter Pflanzen (XS,,.«); Fett und unterstrichen: signifikanter
Unterschied zu Werten von XSsg,; *: signifikanter Unterschied zu Werten von XS;q.

UM XS3s2 XSchpc XS100 XSmock

Lysin 14,21 3,51 3,93 3,39

(£3,53) (+0,83) (£0,51) (£0,33)

Citrat 121,44 57,29 89,77 49,18

(£14,78) (8,28) (£16,55) (£8,44)

Fumarat 60,13 * 20,46 46,23 21,46

(£6,79) (£2,44) (£3,03) (#1,31)

Malat 3145,18 3192,09 3816,07 4261,95

(£378,25) (¥395,16) (¥139,71) (£324,04)

Succinat 220,32 * 115,32 236,16 231,84

(£55,52) (£26,34) (£32,04) (¥43,11)

Harnstoff 27,72 27,43 27,02 31,63

(£3,20) (+2,88) (£2,43) (£3,11)

Fructose 441,35 350,75 534,83 214,03

(392,13) (£89,80) (x74,35) (£29,53)

Glucose 909,84 872,26 1089,03 336,98

(£188,62) (¥353,81) (£195,86) (£55,00)

myo-Inositol 176,58 * 169,39 2,07 2,15

(£23,88) (£24,17) (+0,01) (+0,003)

Salicylsaure 28,80 * 10,97 6,99 0
(£3,23) (+0,84) (£0,51)

Die hochsten Metabolitwerte konnten wie im ersten Versuch fir Malat (3,1-4,2 mM)
gemessen werden. Zwischen den verschiedenen Xylemsaftproben waren fiir Malat dhnlich
wie flr Harnstoff nur geringfligige Unterschiede festzustellen. In Abbildung 5.7 sind fir
Malat und weitere ausgewdhlte Metabolite die Konzentrationen in den vier verschiedenen
Xylemsaftproben dargestellt. Anhand dieser Grafiken lassen sich die Trends fur alle
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Metabolite (Konzentration in uM bzw. relativen Einheiten) ableiten. Fiir Glucose und
Fructose wurden Werte von 0,2 mM bis 1,1 mM gemessen, wobei die Konzentrationen in
XSsg, und XSy signifikant hoher waren, als in mock-infizierten Proben. Einen dhnlichen
Trend zeigten Glycerat, Citrat und Fumarat. Im Gegensatz zu Maleinsdure, deren
Konzentration von XSss, tiber XScypc und XSigo bis zu XSmock jeweils signifikant zunahm, war
Salicylsdure ebenso wie Ribose, Uracil und 9 Aminosduren (GABA, B-Alanin, Isoleucin, Leucin,
Lysin, Prolin, Serin, Threonin, Valin) am starksten in Xylemsaft NCPPB382-infizierter Pflanzen
vertreten. In mock-infizierten Pflanzen konnten diese Substanzen entweder wie bei
Salicylsdure und B-Alanin nicht nachgewiesen werden oder zeigten dort die niedrigsten
Werte. Methionin war in XS100 und XSchpc ungefahr doppelt so konzentriert wie in den beiden
anderen Proben. Die Werte fiir myo-Inositol waren in XS3g, und XS¢s,c etwa 80-mal so hoch
wie im Xylemsaft mock- oder mit CMM100 infizierter Pflanzen. Die Succinat-Konzentration
war nur in XSespc etwa um die Halfte reduziert. Cystein konnte in dhnlichen Mengen in allen
Xylemsaftproben nachgewiesen werden.

Salicylsdure [uM] myo-Inositol [uM] Fumarat [uM] Succinat [pM]
300 100 300
200 200
20 50
100 A 100
0 0 - 0 0
382 chpC 100 mock 382 chpC 100 mock 382 chpC 100 mock 382 chpC 100 mock
Malat [uM] Maleinsaure [rel] Cystein [rel] Methionin [rel]
6000 0,6 0,04 0,6
T
4000 0,4 -~ 0,03 0,4
0,02 -
2000 -+ 0,2 -~ 0,01 - 0,2 -
0 - 0 - 0 - 0 -
382 chpC 100 mock 382 chpC 100 mock 382 chpC 100 mock 382 chpC 100 mock

Abbildung 5.7: Konzentration ausgewadhlter Metabolite in Xylemsaft von Tomatenpflanzen 4 Wochen nach
Infektion mit NCPPB382 (382), CMM101chpCB (chpC), CMM100 (100) bzw. H,0 (mock). Als interner Standard
wurde Ribitol bei der GC-MS-Messung verwendet. Auf der y-Achse sind die Konzentrationen in puM
(Salicylsdure, myo-Inositol, Fumarat, Succinat, Malat) bzw. in relativen Einheiten (rel; Maleinsdure, Cystein,
Methionin) angegeben. Die Standardfehler sind als Fehlerindikatoren dargestellt. Einen vergleichbaren Trend
der hier dargestellten Konzentrationsunterschiede zwischen den verschiedenen Xylemsaftproben zeigten:
Salicylsdaure: Ribose, Uracil, GABA, B-Alanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Prolin, Serin, Threonin, Valin; Fumarat:
Glycerat, Citrat, Glucose und Fructose; Malat: Harnstoff.

Die Ergebnisse der relativen und absoluten Metabolitquantifizierung zeigen, dass die
Infektion mit Cmm zu einer Verdnderung der Metabolitkonzentrationen des Xylemsafts
fuhrt. Die Konzentrationen an Malat und Maleinsdure waren in Pflanzen, die mit NCPPB382
infiziert wurden, niedriger als in mock-infizierten Pflanzen. Mit Ausnahme von Succinat,
Harnstoff, Cystein und Methionin war die Konzentration aller anderen nachgewiesenen
Substanzen, darunter auch Glucose und Fructose, hingegen bei den mit NCPPB382 infizierten
Pflanzen signifikant erhoht. Auch zwischen Pflanzen, die mit verschiedenen Cmm-Stammen
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infiziert wurden, konnten Unterschiede festgestellt werden. Es scheint, dass virulente,
normal kolonisierende Stamme wie NCPPB382 einen Konzentrationsanstieg (Faktor 2-82)
vieler Aminosauren, der Carbonsduren Fumarat und Citrat und der Zucker Fructose, Glucose
(2 bzw. 3 mal so hoch wie in mock-infizierten Pflanzen) und myo-Inositol bewirken. Ist der
Stamm nur schwach virulent und weist eine eingeschrankte Kolonisationsfahigkeit auf
(CMM101chpCB), sind die Carbonsaduren, die meisten Aminosaduren, Fructose und Glucose in
geringeren Mengen im Xylemsaft vertreten als bei XSsg, und erreichen z.T. nur das Niveau
mock-infizierter Pflanzen. Der avirulente, normal kolonisierende Stamm CMM100 hingegen
bewirkt dhnlich hohe Konzentrationen an Glucose, Fructose, Citrat, Fumarat und Succinat
wie der Wildtypstamm. Interessant sind auch die Konzentrationsverhaltnisse zwischen den
einzelnen Proben von myo-Inositol und dem Phytohormon Salicylsdure. In Pflanzen, die mit
stark (NCPPB382) oder schwach virulenten Stammen (CMM101chpCB) infiziert waren, war
die Menge an myo-Inositol mit 170 uM fast 80-mal so hoch wie in Pflanzen, die mit dem
avirulenten CMM100 oder mock-infiziert wurden. Salicylsdaure war nur in infizierten Pflanzen
nachzuweisen. Die Salicylsdurekonzentration nahm mit abnehmender Virulenz der zur
Infektion verwendeten Cmm-Stamme ab. In XScppc waren 38 %, in XSig0 nur 24 % der Menge
an Salicylsdure vorhanden, die bei mit dem Wildtypstamm infizierten Pflanzen nachgewiesen
werden konnten.

5.4.2 Differentielle Genexpression nach Supplementierung des Mediums mit Tomaten-
blatthomogenat oder Xylemsaft

In den folgenden Versuchen sollte getestet werden, welche Gene von Cmm durch ,Signale”
der Tomatenpflanze, simuliert durch Zugabe von Tomatenblatthomogenat bzw. von
Xylemsaft (als Habitat von Cmm in der Tomatenpflanze) uninfizierter Pflanzen zum Medium,
induziert bzw. reprimiert werden. Dabei wurden die Versuche so angelegt, dass sowohl die
unmittelbare Reaktion (Ansatz 1) von Cmm auf die beiden Testsubstanzen (12 min nach
Zugabe) als auch die Reaktion nach ldangerer Anzucht in supplementiertem M9-
Minimalmedium (=13-18 h, Ansatz IlI) untersucht werden konnten. Als Kontrolle wurde
jeweils eine parallel wachsende Kultur verwendet, der statt der Testsubstanzen das
entsprechende Volumen an M9-Medium zugesetzt wurde. Der Xylemsaft und das
Tomatenblatthomogenat wurden wie im Methodenteil unter 4.15 und 4.16 beschrieben von
6 Wochen alten, uninfizierten Pflanzen gewonnen und mit einer Endkonzentration von 10 %
(Xylemsaft) bzw. 5 % (Tomatenblatthomogenat) zur Kultur bzw. zum Medium hinzugegeben.
In Abbildung 5.8 sind die Wuchskurven jeweils einer reprasentativen Cmm-Kultur beider
Ansatze gezeigt. Im ersten Ansatz (Abbildung 5.8, A) wurden 12 min nach Zugabe von
Tomatenblatthomogenat, Xylemsaft bzw. Minimalmedium, gekennzeichnet durch den Pfeil,
Zellen fur die RNA-Isolierung entnommen.
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Abbildung 5.8: Wuchskurven von NCPPB382 bei 26°C in verschiedenen Minimalmedien. Dargestellt ist jeweils
eine von 3 unabhangigen Wuchskurven. 5 % T-Hom: Cmm in M9-Medium mit 5 % Tomatenblatthomogenat,
10% Xy: Cmm in M9-Medium mit 10 % Xylemsaft, M9: Cmm in M9-Medium. Der Zeitpunkt der
Supplementierung der Minimalmedien ist durch ein schwarzes Dreieck gekennzeichnet. A: Ansatz I:
Kultivierung in M9-Medium. Nach ca. 18,5 h erfolgte die Zugabe von Tomatenblatthomogenat und M9-Medium
(Endkonzentration Tomatenblatthomogenat: 5 %), Xylemsaft (Endkonzentration: 10 %) bzw. M9-Medium.
12 min nach dieser Behandlung (gekennzeichnet durch den Pfeil) wurden Zellen fir die RNA-Isolierung
entnommen. B: Ansatz Il: Kultivierung in M9-Medium bzw. in M9-Medium mit Tomatenblatthomogenat
(Endkonzentration: 5 %) oder Xylemsaft (Endkonzentration: 10 %). Die Zeitpunkte der Probenentnahmen fir
die RNA-Isolierung sind durch die Elipse markiert.

Wie im weiteren Verlauf nach Supplementierung der Medien zu erkennen ist (Abbildung 5.8,
A), bewirkt die Zugabe von Tomatenblatthomogenat eine deutliche Erhoéhung des
maximalen Bakterientiters (maximaler ODsgg-Wert: 5 % T-Hom = 2,8; M9 = 1,8) und eine
Beschleunigung des Wachstums (Verringerung der Generationszeit) in der logarithmischen
Phase. Durch Zugabe von Xylemsaft wird ein dhnlicher Effekt erzielt, allerdings ist der
Unterschied deutlich geringer als bei Zugabe von Tomatenblatthomogenat (maximaler
ODsgo-Wert: 10 % Xy: 2,1). Werden Zellen direkt in supplementiertem Medium (Abbildung
5.8, B) angezogen, so wird dieser Effekt verstarkt (maximaler ODsgo-Wert: 5 % T-Hom = 3,6;
10 % Xy = 2,1; Minimalmedium = 1,9).

Im zweiten Versuchsansatz sollte analog zu Ansatz | ebenfalls das Expressionsprofil
logarithmischer Zellen untersucht werden. Allerdings wurde Cmm bei diesem Ansatz (Ansatz
II) von Beginn an in supplementiertem Medium kultiviert. Unter Berlcksichtigung des
unterschiedlichen Wuchsverhaltens von Cmm in den verwendeten Medien wurden Zellen fiir
die RNA-Isolierung 12,3 h (5 % T-Hom), 13,5 h (10 % Xy) bzw. 17,6 h (M9) nach Inokulation
der Medien entnommen (Abbildung 5.8, B), um moglichst aus jedem Ansatz Zellen aus der
gleichen Wachstumsphase zu isolieren.
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Differentielle Genexpression durch Zugabe von Tomatenblatthomogenat

Die Supplementierung des Mediums mit Tomatenblatthomogenat fiihrte zu einer
differentiellen Genexpression von 69 (Ansatz I: 12 min nach Zugabe von Tomatenblatt-
homogenat) bzw. 85 Genen (Ansatz Il: Anzucht bis zur logarithmischen Wuchsphase, fiir
12,3 h in Minimalmediumsy. 1.Hom). Der groRte Anteil der differentiell exprimierten Gene war
in beiden Fallen mit 49 % (Ansatz |) und 56 % (Ansatz Il) der Gruppe IV (Potentiell relevant
fir phytopathogene Interaktion) zuzuordnen (Tabelle 5.6). Mehr als der Halfte der
verbleibenden Gene konnte keine oder nur eine generelle Funktion (Gruppe V) zugeordnet
werden (siehe Tabelle 8.6 im Anhang).

Tabelle 5.6: Durch Zugabe von Tomatenblatthomogenat differentiell exprimierte Gene der Kategorie IV.
Ansatz I: Transkriptionsprofil von Zellen 12 min nach Zugabe von 5 % Tomatenblatthomogenat. Ansatz II:
Transkriptionsprofil logarithmischer Zellen in Minimalmediumsy 1.4om Nach 12,3 h. Daten von 3 biologischen
Replikaten. Schwellenwerte: M 2 0,93 |; Aansatz 1 2 7,82, Apnsatz 1 2 8,21; p £ 0,05; n > 7. Fett und unterstrichen:
Schnittmenge der differentiell exprimierten Gene stimmt unter beiden Bedingungen exakt Gberein. Die Anzahl
aller differentiell exprimierten Gene ist in Klammern angegeben.

Gruppe Anzahl induzierter Anzahl reprimierter
Gene (M 2 0,93) Gene (M <£-0,93)

1(31) 11(23) 1(38) 11(62)

IV Potentiell relevant fiir phytopathogene 16 13 18 35
Interaktion

Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung

ABC, Aminosauren

ABC, Zucker

ABC, anorganische lonen

ABC, Abwehr

Permeasen, ohne weitere Zuordnung
Permeasen, Energiemetabolismus
Permeasen, Zucker

Permeasen, anorganische lonen
Phosphotransferasesysteme -
Proteintransport

Konjugation - - - 7
Regulatoren

Transkriptionsregulatoren - - 1 1
Sigmafaktoren 1 - - -
Serin/Threonin Protein-Phosphatasen - 1 - -
Stress

Hitzeschock, Chaperone 2 4 - -
Kalteschock
Resistenz
Radikale (Fenton)
Antibiotika
Sonstige: Restriktionsenzym, Cytochrom, -
Hamoglobin

extrazellulare Enzyme

extrazelluldre Serinproteasen - -
Pseudogene, extrazelluldre Serinproteasen - - -
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weitere extrazelluldre Proteine (z.B. Cellulasen, - - 2 3
Tomatinase, Xylanasen)
intrazelluldre Proteasen
Metalloproteasen - - - 1
Serinproteasen - - - 1

Die Anzucht in Minimalmediumse,_ t.qom fUhrte zu einer Repression von 21 Genen, die fir
extrazelluldre Enzyme codieren (Tabelle 5.7). Darunter waren 9 in der chp-Region lokalisierte
Gene fiir Serinproteasen der Chp- und Ppa-Familien, die 2 plasmidcodierten (pCM2) pat-1-
Homologen PhpA, PhpB und die auf pCM1 lokalisierten Gene celA und ppal. Dieser Effekt
war bereits nach 12 Minuten (Ansatz 1) festzustellen. Allerdings waren hier nur 10 Gene
dieser Gruppe reprimiert und die jeweiligen M-Werte waren niedriger als bei Ansatz Il. Fir
einige Vertreter dieser Gruppe, wie celA und chpC, ist bereits nachgewiesen, dass sie einen
Einfluss auf die Virulenz von Cmm haben. Mutanten, bei denen eins dieser Gene inaktiviert
wurde, zeigten im Vergleich zu Kontrollstimmen, die mit Ausnahme des inaktivierten ORFs
genotypisch vollkommen identisch sind, eine deutliche Reduktion der Virulenz. Daher war es
erstaunlich, dass Tomatenblatthomogenat unter in vitro Bedingungen eine Repression dieser
Gene verursacht.

Tabelle 5.7: In Gegenwart von Tomatenblatthomogenat differentiell exprimierte Gene, die fiir extrazellulare
Enzyme codieren. Angegeben sind die M-Werte der Ansatze | und Il. Fett: M-Wert < -0,93; *: M-Wert ist nicht
signifikant, da p > 0,05. Im unteren Teil der Tabelle (pCM2_0054-CMM _1942) sind die Werte der verbleibenden
Gene der chp- und der ppa-Familie aufgefiihrt, deren M-Wert unter beiden Bedingungen >-0,93 war.

GenDB-ID Genname Funktion | Il
CMM_0052 chpC extrazelluldre Serin-Protease -1,28 -2,54
CMM_0053 chpF extrazelluldre Serin-Protease -0,89 -1,97
CMM_0059 chpG extrazelluldre Serin-Protease -1,16 -1,81
CMM_PSEUDO 0008 chpA' Pseudogen, extrazellulare -0,74 -2,33
Serin-Protease
CMM_PSEUDO _0010 chpA' Pseudogen, extrazellulare -0,66 -1,66
Serin-Protease
CMM_PSEUDO _0018 chpB’ Pseudogen, extrazellulare *-0,02 -1,40
Serin-Protease
pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease -0,98 -2,64
pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease -0,42 -1,00
CMM_0041 pPPaA extrazelluladre Serin-Protease -1,57 -2,03
CMM_0042 ppaB1 extrazelluldre Serin-Protease -1,02 -1,37
CMM_0050 ppaB2 extrazelluldre Serin-Protease -1,32 -1,72
CMM_0044 ppaC extrazelluldre Serin-Protease -1,13 -1,84
CMM_0075 ppaD extrazelluladre Serin-Protease -0,71 -1,24
CMM_0071 ppaE extrazelluldre Serin-Protease -0,42 -1,42
CMM_1947 ppaH extrazelluldre Serin-Protease -0,87 -2,45

CMM_1948 ppal extrazelluldre Serin-Protease *-0,02 -1,28
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pCM1_0023 ppal extrazelluldre Serin-Protease -0,97 -3,20
CMM_2536 sbtC Subtilisin-dhnliche Serin-Protease, -0,46 -1,62
(EC3.4.21.-)
pCM1_0020 celA Cellulase (EC 3.2.1.4) -0,71 -2,53
CMM_2871 pgaA Polygalacturonase (EC 3.2.1.15) -1,22 -1,68
CMM_1673 XysA Endo-1,4-B-Xylanase A (EC 3.2.1.8) 1,02 -1,58
pCM2_0054 pat-1 extrazelluldre Serin-Protease -0,21 -0,17
CMM_0039 chpE extrazelluldre Serin-Protease -0,07 *-0,07
CMM_0764 ppaF extrazelluldre Serin-Protease -0,42 -0,92
CMM_1942 ppaG extrazelluldre Serin-Protease -0,16 *0,12

Werden die M-Werte aller differentiell exprimierten chromosomalen Gene gegen die
Position der Gene auf dem Chromosom aufgetragen (Abbildung 5.9), zeigen insbesondere
zwei Regionen ein auffélliges Expressionsverhalten. Die erste Region zeichnet sich durch eine
verringerte Genexpression aus, beinhaltet die Gene CMM_0037 bis CMM_0075
(Positionsnummer 41-112). Sie erstreckt sich fast Uber die gesamte als chp-Region
bezeichnete (Position 35-116) Pathogenitadtsinsel und enthalt, neben den bereits erwahnten
differentiell exprimierten chp- und ppa-Genen (Tabelle 5.7), zwei fir hypothetische Proteine
codierende Gene (CMM _0037, CMM_0045) und zwei Gene, die fir eine Zn-abhangig
Hydrolase (CMM_0072) bzw. eine Acyl-CoA-Synthetase (CMM_0073; Fettsauremetabolis-
mus) codieren (Tabelle 8.7, S. 168 im Anhang). Die zweite Region umfasst die Gene cytB bis
CMM_0104 (Positionsnummer 134-143) und erstreckt sich somit tGber die zweite Halfte der
tomA-Region (Pathogenitatsinsel; Position 117-150), die sich unmittelbar an die chp-Region
anschliel3t. Die Gene dieser Region sind induziert und codieren fiir Glucosidasen (bglE, bglF,
bglH, bgll), ein 3Fe-4S Ferredoxin (cytB) und eine Zuckerpermease der MFS Superfamilie
(CMM_0104) (siehe Tabelle 8.8, S.168 im Anhang). Eine Induktion der Gene der letzt-
genannten Region war nur unter der zweiten Versuchsbedingung, also nach mehrstiindigem
(12,3 h) Wachstum in M9se_1.Hom, ZU erkennen (Abbildung 5.9).

Ansatz | (12 min 5 % T-Hom) Ansatz Il (M9, 1.110m)
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Abbildung 5.9: Positionsplot der in Gegenwart von Tomatenblatthomogenat differentiell exprimierten Gene
einer NCPPB382-Kultur. Die M-Werte (Differenz zwischen den Transkriptmengen unter Versuchs- und unter
Kontrollbedingungen) sind gegen die Position differentiell exprimierter Gene im Chromosom aufgetragen.
Cluster I: Gene der chp-Region, Cluster Il: Gene der tomA-Region.
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Unter beiden Versuchsbedingungen war zudem eine verstarkte Expression von zwei
(Ansatz 1) bzw. 4 (Ansatz IlI) Hitzeschockproteinen und Chaperonen sowie eines Stress-
induzierten DNA-Bindeproteins (DpsA) festzustellen (Tabelle 8.9, S. 169 im Anhang). Dieser
Effekt konnte moglicherweise auf eine Reaktion von Cmm auf Abwehrstoffe im
Pflanzenhomogenat hindeuten. Die Induktion von DpsA (CMM_1461; Mansatz1 = 1,67, Mansatz 1
= 1,23) konnte ferner ein Indiz daflir sein, dass Cmm durch Tomatenblatthomogenat
oxidativen Stress ausgesetzt ist (Almiron et al.,, 1992). Die Induktion bzw. Repression
verschiedener Transporter insbesondere 12 min nach Zugabe des Tomatenblatthomogenats
(18 Gene, Ansatz Il: 9 Gene) ist im Wesentlichen sicher als Anpassung an das modifizierte
Nahrstoffangebot anzusehen (Tabelle 8.9 im Anhang). Aufgrund der Induktion von Genen,
die einen Citrat-Transporter (CMM_2878; Mansatz 1 = 1,00, Mansatz 1 = 1,55) bzw. einen
2-Oxoglutarat/Malat Translocator (CMM_2051; Mansatz 1 = 1,67, Mansatz 1 = 1,24; A-Wert
jeweils minimal unterhalb des Schwellenwerts) codieren, ist z.B. eine physiologisch hohe
Konzentration von Citrat und Malat im verwendetem Tomatenblatthomogenat
anzunehmen. Diese beiden Carbonsauren wurden auch in Xylemsaft uninfizierter
Tomatenpflanzen (Malat: 4 mM, Citrat: 270 uM) nachgewiesen und in vitro insbesondere in
der spatlogarithmischen Wuchsphase von Cmm abgebaut (siehe Abbildung 5.6, S. 73 und
Tabelle 8.3, S. 165 im Anhang).

Um die Interaktion von Cmm mit der Tomate auf molekularer Ebene zu verstehen, ist es
auch von Interesse, die Regulation von Genen, die wichtig fir die Infektion, Kolonisation und
Auslosung der Welkesymptome sind, zu analysieren. Daher war es besonders interessant,
dass in Gegenwart von Tomatenblatthomogenat auch zwei Gene, die fir Regulatoren
codieren, eine differentielle Expression zeigten. sigY (CMM_0243; ein Sigmafaktor der ECF-
Subfamilie) war nur unter den Versuchsbedingungen von Ansatz | transient induziert.
CMM_1624 codiert fiir einen Regulator der TetR-Familie und zeigte unter beiden
Bedingungen ebenso wie die chp- und ppa-Gene eine verringerte Genexpression (Ansatz I:
M = -1,92; Ansatz II: M = -1,54). Es besteht also die Moglichkeit, dass SigY und CMM_1624
eine Bedeutung in der Interaktion von Cmm mit der Tomate haben. Eine ndhere Analyse von
SigY beziglich seiner Rolle fir die Virulenz war bislang nicht durchfiihrbar. Eine spezifische
Promotorsequenz fir SigY ist nicht bekannt und eine entsprechende sigY-Mutante liegt
bisher nicht vor (Vogel und Gartemann, personliche Mitteilung). Die Erzeugung und
Charakterisierung von CMM_1624-Mutanten in Pflanzentests mit der Wirtspflanze und mit
Nichtwirtspflanzen ist in Abschnitt 5.6 (S. 91) naher beschrieben.

Die Ergebnisse der Microarrayexperimente konnten durch real-time-RT-PCR fir alle
ausgewahlten Gene bestatigt werden (Tabelle 5.8). Fiir die real-time-RT-PCR wurde die
gleiche RNA wie fiir die Microarrayexperimente verwendet. Die Verhéltnisse der
Transkriptmengen der behandelten Probe zu der der Kontrolle wurden nach der Pfaffl-
Methode berechnet (Pfaffl, 2001). Zur Normalisierung der Expressionsergebnisse wurde
gyrA (Chalupowicz et al., 2010) verwendet. Um die Werte der Microarrays direkt mit denen
der real-time-RT-PCR vergleichen zu konnen, ist in der Tabelle das Verhaltnis der
Signalintensitdten (M-Wert) als 2™ angegeben. Ist das Verhiltnis von Probe zu Kontrolle
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kleiner 1, ist der negative, reziproke Wert des Verhaltnisses angegeben. Mittels PCR mit RNA

als template wurde vorab nachgewiesen, dass die verwendete RNA keine DNA enthalt.

Tabelle 5.8: Ergebnisse der real-time-RT-PCR zum Experiment Tomatenblatthomogenat (Ansatz | und Il). Die
mittels Microarray erhaltenen Werte sind als 2V angegeben. Ist die Transkriptmenge unter der
Versuchsbedingung (12 min bzw. 12,3 h nach Zugabe des Tomatenblatthomogenats) verringert, ist der

negative, reziproke Wert des Verhiltnisses zur Kontrolle angegeben (Verhiltnis: 0,5 = -2).

GenDB-ID Genname mogliche Funktion 2™ RT-PCR
CMM_0052 chpC extrazelluldre Serin-Protease -2,42 -6,76
CMM_0059 chpG extrazelluldre Serin-Protease -2,23 -3,37
— | pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease -1,98 -3,48
}N;; CMM_0041 ppaA extrazelluldre Serin-Protease -2,97 -2,15
g CMM_0044 ppaC extrazelluldre Serin-Protease -2,19 -6,41
pCM1_0023 ppal extrazelluldre Serin-Protease -1,96 -2,81
CMM_1624 - Transkriptionsregulator, TetR-Familie -3,77 -2,60
CMM_0052 chpC extrazelluldre Serin-Protease -5,80  -18,17
CMM_0059 chpG extrazelluldre Serin-Protease -3,51  -10,11
pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease -2,01 -5,49
pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease -6,24  -16,87
CMM_0041 ppaA extrazelluldre Serin-Protease -4,07 -9,70
— | CMM_0044 ppaA extrazelluldre Serin-Protease -3,58 -22,91
% pCM1_0023 ppal extrazelluldre Serin-Protease -9,19 -12,43
2  pCM1_0020 celA Cellulase (EC 3.2.1.4) -5,77  -11,67
< CMM_0100 bglF B-Glucosidase, Glycosyl-Hydrolase- 9,51 14,99
Familie 3 (EC 3.2.1.-)
CMM_0103 bgll B-Xylosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 4,85 29,53
43 (EC3.2.1.37)
CMM_0095 cytB 3Fe-4S Ferredoxin eines Cytpsso-Systems 2,53 12,76
CMM_1624 - Transkriptionsregulator, TetR-Familie -2,90 -3,83
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Differentielle Genexpression nach Zugabe von Xylemsaft

In Gegenwart von 10 % Xylemsaft zeigten unter beiden Versuchsbedingungen nur 23
(Ansatz 1) bzw. 22 Gene (Ansatz Il) eine im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollbedingungen
um mindestens 1,6-fach (M > 0,7 oder £ -0,7) veranderte Genexpression (Abbildung 5.10).

- Ansatz | (12 min Xylemsaft) Ansatz Il (M9, x,)
) 2,5

M-Wert
M-Wert

-2,5 T T T

A-Wert A-Wert

Abbildung 5.10: Genexpression von NCPPB382 in mit 10 % Xylemsaft supplementierten M9-Medium
(Scatterplot). Ansatz I: Transkriptionsprofil von Zellen 12 min nach Zugabe von 10 % Xylemsaft. Ansatz Il:
Transkriptionsprofil logarithmischer Zellen in M9-Minimalmedium;gy x,. Griine Rauten: M < -0,7, rote Dreiecke:
M = 0,7, blaue Kreise: Transporter, hellblaue Quadrate: Eisenmetabolismus, gelbe Quadrate: extrazelluldre
Enzyme, graue Quadrate: nicht differentiell exprimierte Gene. Schwellenwerte differentiell exprimierter Gene:
M 2 10,7]; Aansatz1 2 8,31, Apnsatz 11 2 8,23; p<0,05; n > 7.

Etwa zwei Drittel der differentiell exprimierten Gene waren den Gruppen IV (Potentiell
relevant fir phytopathogene Interaktion) und V (Schlecht/kaum charakterisiert) zuzuordnen,
7 (nach 12 min, Ansatz I) bzw. 5 Gene (nach 13,5 h, Ansatz Il) der Gruppe ,,Metabolismus”
(Tabelle 8.10 im Anhang). Die M-Werte der differentiell exprimierten Gene der Gruppen |
und IV sind in Tabelle 5.9 aufgefiihrt.

Tabelle 5.9: In Gegenwart von 10 % Xylemsaft differentiell exprimierte Gen der Gruppen | und IV. Ansatz I:
Transkriptionsprofil von Zellen 12 min nach Zugabe von 10 % Xylemsaft. Ansatz Il: Transkriptionsprofil
logarithmischer Zellen in M9-Minimalmediumigyx,. Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte: M >
10,7]; Apnsatz 1 2 8,31, Apnsatz 1 2 8,23; p £ 0,05; n > 7. *: p > 0,05. Fett gedruckt sind alle M-Werte > |0,7].
Unterstrichen: Mittels real-time-RT-PCR validierte Werte (Daten im Anhang, Tabelle 8.11, S. 171).

Gruppe GenDB-ID Genname maogliche Funktion Ansatz| Ansatzll
| Metabolismus
Citrat Zyklus CMM_0970 sdhA Succinat-Dehydrogenase, Flavo- 0,75 *0,13
protein Untereinheit (EC 1.3.99.1)
CMM_1659 acnA Aconitathydratase (EC 4.2.1.3) 1,31 0,77
Pyrimidin CMM_1782 carB Carbamoyl-Phosphat-Synthase, 0,71 *-0,15
groRe Untereinheit (EC 6.3.5.5)
Hamoglobin CMM_0601 hemO Hamoxygenase (EC 1.14.99.3) -0,90 -1,13
Phosphat CMM_0373 phnM Metall-abhangige Hydrolase, an 0,77 *-0,03
Phosphonatmetabolismus
beteiligt
Eisen CMM_1129 - Siderophor-interagierendes -1,39 -1,47
Protein
CMM_2094 alcA Siderophorbiosynthese-Enzym/ -1,46 -2,05

Monooxygenase
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Eisen CMM_2095 - Siderophorbiosynthese-Enzym/ -0,66 -1,02
L-Aminosdure Decarboxylase
(EC4.1.1.-)
IV Potentiell relevant fiir phyopathogen Interaktion
ABC, o. weitere CMM _0396 - Na® Efflux ABC Transporter, -0,87 *0,01
Zuordnung Permease
ABC, anorg. CMM_0166 fhuD Fe**-Siderophor ABC Transporter, -0,99 -1,09
lonen Substratbindeprotein
CMM_0363 - Fe**-Hydroxamat ABC -0,62 0,77
Transporter,
Substratbindeprotein
CMM_2349 fecB1 Fe**-Siderophor ABC Transporter, -0,65 -0,78
Substratbindeprotein
CMM_2931 fecB2 Fe-Siderophor ABC Transporter, -0,84 -0,83
Substratbindeprotein
Permeasen, CMM_1885 dctA Na‘/H*-Dicarboxylat Symporter, 1,49 *-0,06
Zucker DAACS-Familie
CMM 2878 - Citrat Transporter, CitMHS- 1,16 * 0,69
Familie
Permeasen, CMM_2175 - Fe2+—Permease, OFeT-Familie -1,15 -0,52
anorg. lonen CMM_2176 - konserviertes, sekretiertes -0,53 -0,74
Lipoprotein
Phosphotrans- CMM_1505 fruB Phosphotransferasesystem, 0,91 *-0,20
ferasesystem Phosphocarrier Protein HPr
(EC 2.7.1.69)
Konjugation pCM1_0015 - sekretiertes Protein -0,95 *-0,06
Hitzeschock- CMM _0151 dnak Chaperon (Hitzeschockprotein 70) 0,21 0,80
proteine, CMM_2092 hsp20 Hitzeschockprotein, HSP20- 0,37 0,88
Chaperone Familie
Radikale CMM_1461 dpsA Stress-induziertes DNA- 2,22 0,82
(Fenton) Bindeprotein
extrazellulare CMM_2536 sbtC Subtilisin-dhnliche Serin-Protease -0,72 *.0,04
Serinproteasen (EC3.4.21.-)
Serinproteasen CMM_1353 - membrangebundene Protease 1,00 0,18
Besonders auffdllig war die Repression von Genen, die Enzyme der

Siderophorbiosynthese (Hydroxamatbiosynthese), eine Himoxygenase, mehrere Fe*'-
Siderophor-ABC-Transporter oder eine Fe?*-Permease codieren. Bei diesen in Tabelle 5.9
fettgedruckten Genen konnte im Abstand von 1 bp bis zu 62 bp vor dem Startcodon eine
DtxR-Box identifiziert werden (Gartemann et al., 2008). Die Sequenzen der DtxR-Boxen
waren zu 79-95 % identisch mit der von Lee und Holmes (2000) fiir Corynebacterium
diphteriae vorgeschlagenen Konsensussequenz ,ttaggttaggctnncctaa”. Von allen Cmm-
Genen/Operons, vor denen eine DtxR-Box vorhergesagt wurde, zeigte lediglich fepB
(CMM_0435) keine differentielle Genexpression. Neben den Biosynthesegenen fiir ein
Hydroxamatsiderophor konnten bei Cmm auch Gene identifiziert werden, die Proteine zur
eines Catecholats (CMM_0324-CMM_0331),

codieren. Eine Regulation dieses zweiten Siderophors durch DtxR scheint allerdings

Biosynthese eines zweiten Siderophors,

unwahrscheinlich, da keine entsprechenden Bindestellen vorhergesagt wurden, stattdessen
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ist eine Bindestelle fir Fur, einem Mitglied einer weiteren Eisenregulatorfamilie,
vorhergesagt. Kraz (2004) konnte durch Erzeugung und Charakterisierung einer dtxR-
Mutante bereits mittels des CAS (Chrom-Azurol-S)-Tests (Milagres et al., 1999) nachweisen,
dass DtxR die Biosynthesegene mindestens eines Siderophors reprimiert. Die durch
Xylemsaft bedingte Repression nahezu aller Gene mit einer moglichen Bindestelle fir DtxR
unterstitzt die Annahme, dass DtxR der Repressor der Hydroxamatbiosynthese und
-aufnahme ist.

Die Repression der Hydroxamatbiosynthesegene ldsst vermuten, dass der Xylemsaft leicht
aufzunehmende Eisenverbindungen in einer flir Cmm ausreichenden Konzentration enthalt.
Pflanzen nehmen Eisen als Fe** iiber die Wurzel auf. Innerhalb der Wurzelzellen wird Fe**
schnell wieder zu Fe** oxidiert und an organische Siuren wie Citrat oder Malat gebunden im
Xylem in obere Pflanzenregionen transportiert (Marschner, 1997; Rellan-Alvarez et al.,
2010).

12 min nach Zugabe des Xylemsafts konnte eine Induktion von Genen, die fiir einen Citrat-
Transporter der CitMHS-Familie (CMM_2878) und fiir einen Oxoglutarat/Malat Translocator
(CMM_2051) codieren, festgestellt werden. Der A-Wert von CMM_2051 lag allerdings mit
7,51 unterhalb des Schwellenwerts von 8,23. Bei Ansatz Il war fir den Citrat-Transporter der
gleiche Trend festzustellen. Die Werte beider Gene (Ansatz Il) waren aber nicht eindeutig
(p > 0,05). Die Induktion der Aconitat-Hydratase, welches die Isomerisierung von Citrat iber
cis-Aconitat in Isocitrat katalysiert, unter beiden Bedingungen (I: M = 1,31; Il: M = 0,77)
kdnnte in direkten Zusammenhang mit der Induktion des Citrat-Transporters und der
dadurch erhohten intrazellularen Citratkonzentration stehen.

Ahnlich wie bei dem Experiment mit Tomatenblatthomogenat war auch nach
Supplementierung des Mediums mit 10 % Xylemsaft eine Induktion von dpsA (Stress-
induziertes DNA-Bindeprotein) zu verzeichnen. Da H,0, in Gegenwart von Fe?* durch die
Fenton-Reaktion zu sehr reaktiven freien Hydroxylradikalen umgesetzt werden kann und
moglicherweise relativ hohe Eisenkonzentrationen in den mit Xylemsaft behandelten Zellen
vorliegen, konnte die Repression der Hydroxamatbiosynthesegene, die Induktion des Citrat-
und des Oxoglutarat/Malat-Transporters sowie die Induktion des Stress-induzierten DNA-
Bindeproteins kausal miteinander zusammenhadngen. Die Rolle von DtxR bei der durch
Xylemsaft hervorgerufenen differentiellen Genexpression wurde in einem weiteren
Experiment, in dem das Expressionsmuster einer dtxR-Mutante mit dem von CMM101
verglichen wurde, ndher untersucht.
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5.5 Transkriptionsprofil der dtxR-Mutante im Vergleich zu CMM101

Bislang war bekannt, dass der Transkriptionsregulator DtxR bei physiologischen
Eisenkonzentrationen die Biosynthese mindestens eines der beiden von Cmm gebildeten
Siderophore reprimiert (Kraz, 2004). Weiterhin konnten 9 moglicherweise durch DtxR
regulierte Gene bzw. Operons identifiziert werden, die im 5-UTR Bereich eine zur DtxR-Box
von Corynebacterium diphteriae homologe Sequenz aufweisen (Gartemann et al., 2008). In
den vorhergehenden Microarrayexperimenten zeigte sich, dass mit Ausnahme von fepB alle
Gene, die eine vorhergesagte Bindestelle fiir DtxR enthalten, durch Zugabe von Xylemsaft
reprimiert wurden. Daher ist anzunehmen, dass die Repression dieser Gene, die dem
Hydroxamatmetabolismus zuzuordnen sind, durch DtxR erfolgt.

Um eindeutig nachzuweisen, dass DtxR als Repressor der Hydroxamatbiosynthesegene,
zugehoriger Transporter und weiterer interagierender Proteine fungiert, wurde das
Transkriptionsprofil der dtxR-Mutante (CMM101dtxRA1) im Vergleich zu CMM101
bestimmt. Unter der Annahme, dass DtxR in Minimalmedium mit Xylemsaft aktiv ist, also der
notige Corepressor anwesend ist, wurden CMM101dtxRA1 und CMM101 bis zur
logarithmischen Wuchsphase in M9-Minimalmedium kultiviert (ODsgy = 0,5) und das
Medium dann mit Xylemsaft (Endkonzentration: 10 %) supplementiert. 20 min nach dieser
Behandlung wurden Zellen aus je drei parallelen Kulturen fir die RNA-Isolierung
entnommen. Wie in Abbildung 5.11 A zu erkennen und auch schon von Kraz (2004) gezeigt
wurde, wachst die dtxR-Mutante langsamer als CMM101 und erreicht in der stationadren
Wuchsphase einen niedrigeren ODsgo-Wert (ODsgo.cmmio1aixra = 1,2; ODsgo.cmmior = 1,6).
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Abbildung 5.11: A: Wuchskurve von CMM101 und CMM101dtxRA1l in M9-Minimalmedium. Dargestellt ist
jeweils eine von 3 unabhangigen Wuchskurven mit einer Start-ODsgy = 0,05. Nach 21,5 h (CMM101; roter Pfeil)
bzw. 23,5 h (CMM101dtxRA1; blauer Pfeil) wurde Xylemsaft (sterilfiltriert; 2 h von 6 Wochen alten uninfizierten
Tomaten gesammelt) mit einer Endkonzentration von 10 % den Kulturen hinzugefiigt. 20 min nach dieser
Behandlung wurden Proben fiir die RNA-Isolierung entnommen. B: Scatterplot: vergleichendes
Transkriptionsprofil von CMM101dtxRA1 zu CMM101 unter den in A gezeigten Wachstumsbedingungen. Daten
von 3 biologischen Replikaten. Griine Rauten: M < -0,7, rote Dreiecke: M 2 0,7; blaue Kreise: Transporter,
hellblaue Quadrate: Eisenmetabolismus, gelbe Quadrate: extrazelluldire Enzyme, graue Quadrate: nicht
differentiell exprimierte Gene. Schwellenwerte differentiell exprimierter Gene: M < -0,7 bzw. 2 0,7; A 2 7,50;
p<0,05n27.
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Unter den gewahlten Bedingungen waren 56 Gene differentiell exprimiert (31: M > 0,7; 25:
M < -0,7). 73 % dieser Gene waren den Kategorien IV und V zuzuorden, 12 Gene und damit
knapp 21 % codierten flir Proteine aus der Gruppe ,Metabolismus”. Aus der Kategorie
,Informationsspeicherung und -prozessierung” zeigte kein Gen bei der dtxR-Mutante ein
von CMM101 abweichendes Transkriptionsprofil (Tabelle 8.12 im Anhang). In Abbildung
5.11 B ist bereits zu erkennen, dass die meisten in CMM101dtxRA1 nach Xylemsaftzugabe
induzierten Gene dem Eisenmetabolismus (hellblaue Quadrate) zuzuordnen sind. Die Gene
dieser Gruppe, ihre Funktion und die M-Werte sind in Tabelle 5.10 im Einzelnen aufgelistet.
Alle Gene des Eisenmetabolimus, die im Wildtyp NCPPB382 in Gegenwart von Xylemsaft im
Vergleich zu nicht supplementiertem Medium reprimiert waren (in Tabelle 5.10, fett
gedruckt), sind bei der dtxR-Mutante induziert. Ferner zeigten 6 weitere Gene des
Eisenmetabolismus, darunter ein Pseudogen, bei der dtxR-Mutante den gleichen Effekt.
Diese Gene liegen direkt benachbart zu den bereits bei dem Experiment mit Xylemsaft
identifizierten Genen und sind wahrscheinlich mit diesen als Operon organisiert.

Tabelle 5.10: Nach Xylemsaftzugabe in CMM101dtxRA1l im Vergleich zu CMM101 induzierte Gene des
Eisenmetabolismus. Schwellenwerte: M > |0,7|; A = 7,50; p <0,05; n > 7. Daten von 3 biologischen Replikaten.
Fett gedruckt: bei NCPPB382 in mit Xylemsaft versetztem Medium im Vergleich zu unbehandeltem Medium
reprimierte Gene. Unterstrichene M-Werte: Mittels real-time-RT-PCR validierte Werte; Daten im Anhang
(Tabelle 8.13, S. 173).

GenDB-ID Genname mogliche Funktion M-Wert

CMM_0165  fhuC Fe3+—Siderophor ABC Transporter, ATPase 1,87

CMM_0166  fhuD Fe3+—Siderophor ABC Transporter, 2,50
Substratbindeprotein

CMM_0167  fhuB Fe3+—Siderophor ABC Transporter, Permease 1,07

CMM_0363 - Fe3+—Hydroxamat ABC Transporter, 1,30
Substratbindeprotein

CMM_0601 hemO Hamoxygenase (EC 1.14.99.3) 2,23

cMM_1129 - Siderophor-interagierendes Protein 2,55

CMM_PSEU - Pseudogen, Siderophor-interagierendes Protein -0,77

DO_0030

CMM_2093  alcBC Siderophorbiosynthese-Protein 2,47

CMM_2094 alcA Siderophorbiosynthese-Enzym/Monooxygenase 3,50

CMM_2095 - Siderophorbiosynthese-Enzym/L-Aminosdure 2,70
Decarboxylase (EC 4.1.1.-)

CMM_2175 - Fe®'- Permease, OFeT-Familie 0,86

CMM_2176 - konserviertes, sekretiertes Lipoprotein 1,45

CMM_2177 - Fe-abhdngige Peroxidase 0,73

CMM_2349 fecB1 Fe*"-Siderophor ABC Transporter, 1,37
Substratbindeprotein

CMM_2928  fecE Fe*"-Siderophor ABC Transporter, ATP-bindendes 0,73
Protein

CMM_2931 fecB2 Fe-Siderophor ABC Transporter, 1,78

Substratbindeprotein
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Zur weiteren Analyse wurde ein hierarchisches Clustering der Expressionsdaten der dtxR-
Mutante mit den Daten der Xylemsaftexperimente (5.4.2; S. 77) durchgefiihrt. Mit Hilfe von
die unter
Dadurch
konnen auch Gengruppen identifiziert werden, die nicht benachbart im Genom lokalisiert

Clusteranalysen koénnen Gene zu Gruppen zusammengefasst werden,

unterschiedlichen Bedingungen ein &hnliches Expressionsmuster aufweisen.

sind, deren Expression aber dennoch dhnlichen Regulationsmechanismen unterliegt. Fiir das
Clustering wurden nur Gene beriicksichtigt, die bei mindestens einer der jeweiligen
Bedingungen hinreichende Werte fiir A, p und n erreichen und deren M-Werte > |0,7]| sind.
Die so ausgewahlten Gene (78) wurden in acht verschiedene Cluster unterteilt (Abbildung
5.12, Gene aus Cluster |-Vl in Tabelle 8.14 im Anhang).

\ Vil

-2

-3

X-l X-1l DtxR X-I X-ll DtxR X-I X-1l DtxR X-I X-1l DtxR

Abbildung 5.12: Resultat des hierarchischen Clusterings (euklidische Distanz) der Transkriptomdaten der
Experimente mit Xylemsaft und dem Stamm CMM101dtxRA1. X-I: Xylemsaft, Ansatz I; X-1I: Xylemsaft Ansatz Il;
DtxR: CMM101dtxRA1 / CMM101. Berticksichtigt wurden alle Gene, deren M-Wert bei mindestens einer
Bedingung > 0,7 oder < -0,7 war und alle weiteren Kriterien fiir die p-, n. und A-Werte erfiillt waren. Das
Clustering, bei dem die euklidische Distanz verwendet wurde, wurde mit der Genesis Software durchgefiihrt
(Sturn et al., 2002).

In Cluster | sind 16 Gene zusammengefasst, die beim Wildtyp nach Zugabe von Xylemsaft
reprimiert und bei der dtxR-Mutante im Vergleich zu CMM101 nach Zugabe von Xylemsaft
induziert waren. Dreizehn Gene dieses Clusters sind dem Eisenmetabolismus zugeordnet
und in Tabelle 5.10 aufgelistet. Lediglich drei bei CMM101dtxRA1 differentiell exprimierte
Gene des Eisenmetabolismus (aus Tabelle 5.10) sind in Cluster IV (CMM_2175, CMM_2177)
und in Cluster lll (fecE) eingruppiert.

In Cluster VII und VIII enthaltene Gene (Tabelle 5.11) waren bei CMM101dtxRA1 signifikant
reprimiert, bei NCPPB382 in Gegenwart von Xylemsaft entweder induziert oder nicht
differentiell exprimiert. Interessanterweise waren auch 4 Gene, die fir extrazelluldre
Enzyme (die extrazellularen Serinproteasen PpaB1, PpaB2, PpaC und die plasmidcodierte
Cellulase CelA) codieren, in Cluster VIl enthalten (in Tabelle 5.11 fett gedruckt). Sie wiesen
eine bis zu 2-fach verringerte Genaktivitdt bei der dtxR-Mutante auf. Dies konnte darauf
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hindeuten, dass DtxR direkt oder indirekt in Gegenwart von Xylemsaft einen aktivierenden
Effekt auf diese Gene ausiibt. Da celA und ppaC an der Auslésung der Krankheitssymptome
beiteiligt sind (Jahr et al.,, 2000; Abt & Eichenlaub, unveroéffentlicht), ist DtxR also
wahrscheinlich auch an der Regulation pathogenitdtsrelevanter Gene beteiligt. Einen zum
Experiment mit Xylemsaft (5.4.2; S. 77) entgegengesetzten Effekt zeigten die Gene acnA,
sdhA, sdhC, die Enzyme des Citratzyklus codieren, und dpsA, das fiir ein Stress-induziertes
DNA-Bindeprotein codiert. Im Vergleich zu CMM101 waren diese Gene bei CMM101dtxRA1
reprimiert (Tabelle 5.11).

Tabelle 5.11: Gene der Cluster VIl und VIII (hierarch. Clustering), die nach Xylemsaftzugabe in CMM101dtxRA1
im Vergleich zu CMM101 reprimiert sind. Die Gene sind nach ihrer Zuordnung in die funktionellen Gruppen
sortiert. Fett: extrazellulare Enzyme. *: mindestens ein Schwellenwert fir A, p und n nicht erfallt.

Xylemsaft
GenDB-ID Genname mogliche Funktion Ansatz| Ansatzll dtxR’
Cluster VI
CMM_0970 sdhA Succinat-Dehydrogenase, Flavoprotein 0,75 *0,13 -0,77
Untereinheit (EC 1.3.99.1)
CMM_0972  sdhC Succinat-Dehydrogenase, Cytochrom b 0,60 0,25 -0,87
Untereinheit (EC 1.3.99.1)
CMM_1951 - Glycin-Betain-Aldehyd-Dehydrogenase *-0,07 -0,31 -1,14
(EC1.2.1.8)
CMM_0822  wcoD Glycosyltransferase *.0,24 *.0,31 -0,83
CMM_0161 - Transkriptionsregulator, Lacl-Familie -0,29 * 0,07 -0,90
CMM_2818 - konserviert hypothetisches Protein, *0,29 *0,03 -0,76
B-Lactamase
CMM_0042 ppaB1 extrazelluldre Serin-Protease *0,04 -0,20 -0,81
CMM_0044 ppaC extrazelluldre Serin-Protease *.0,16 -0,27 -0,87
CMM_0050 ppaB2 extrazelluldre Serin-Protease -0,26 -0,28 -1,01
pCM1_0020 celA Cellulase (EC 3.2.1.4) *-0,15 *0,01 -0,75
CMM_0249 - konserviert hypothetisches Protein *0,13 *.0,57 -0,71
CMM_0466 - konserviertes, sekretiertes Protein *.0,19 *.0,21 -0,76
CMM_1128 - konserviertes Membranprotein *0,02 *-0,03 -0,74
CMM 2743 - konserviert hypothetisches Protein *-0,22 *-0,07 -0,89
CMM 2358 - hypothetisches Membranprotein *.0,06 *-0,07 -0,96
CMM_PSEU  parB Pseudogen, partitioning Protein *-0,08 -0,40 -0,81
DO_0016
Cluster VIl
CMM_1659 acnA Aconitathydratase (EC 4.2.1.3) 1,31 0,77 -1,29
CMM 2688 - Acetyl-Xylan-Esterase -0,21 *.0,00 -2,47
CMM_1461 dpsA Stress-induziertes DNA-Bindeprotein 2,23 0,82 -2,42

Insgesamt reprimiert DtxR die Expression der Hydroxamatbiosynthesegene sowie weiterer
Gene des Eisenmetabolismus, die fir eine Himoxygenase, eine Fe-abhangige Peroxidase,
zwei Siderophor-interagierende Proteine, drei Fe3+-Siderophor-Transporter und eine Fe®'-
Permease codieren. Des Weiteren scheint DtxR, eventuell indirekt, da keine DtxR-
Bindestellen vor diesen Genen vorhergesagt wurden, als Aktivator von dpsA, acnA und fir
Gene, die die Succinatdehydrogenase codieren, zu fungieren.
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5.6 Charakterisierung des TetR-Regulators CMM_1624

Die Zugabe von Tomatenblatthomogenat zu Minimalmedium bewirkte bei Wildtypzellen im
Vergleich zu Kontrollbedingungen eine Verringerung der Transkriptmenge einiger fir
extrazelluldre Proteine codierender Gene, die fiir die Virulenz von Cmm relevant sind
(Abschnitt 5.4.2, S.77). Das Gen CMM 1624, welches fir einen Transkriptionsregulator der
TetR-Familie codiert, war unter diesen Bedingungen ebenfalls reprimiert. Dies fiihrt zu der
Vermutung, dass diese Gene coreguliert sein konnten bzw. dass CMM_1624 an der
Regulation von Pathogenitatsfaktoren beteiligt sein konnte. CMM_1624 ist somit ein neues
Kandidatengen fur die Virulenz. Daher sollte nach Konstruktion einer CMM_1624-Mutante
in anschlieRenden Virulenztests untersucht werden, ob die Virulenz von Cmm durch
Inaktivierung dieses Gens modifiziert wird.

5.6.1 Sequenzanalyse des ORFs CMM_1624

CMM_1624 gehort zu einer Gruppe von 30 Cmm-Genen, die fiir Transkriptionsregulatoren
der TetR-Familie codieren. TetR-Regulatoren haben meist ein Molekulargewicht von
21-25 kDa und weisen eine konservierte N-terminale DNA-Bindedomane mit HTH-Motif
(HTH: helix turn helix, pfam00440) auf (Bateman et al., 2004). Transkriptionsregulatoren der
TetR-Familie wurden bislang bei zahlreichen Vertretern der Bacteria und Archaea
identifiziert und sind z.B. an der Regulation der Expression von multidrug efflux Pumpen, der
Antibiotikabiosynthese, osmotischem Stress, Differenzierungsprozessen und der Pathogeni-
tat beteiligt (Ramos et al.,, 2005). Das putative, 196 Aminosauren (21 kDa) umfassende,
CMM_1624-Protein enthélt neben der N-terminalen TetR_N-Domane (pfam00440; AS 17-60)
eine C-terminale TetR_C-Domane (pfam02909; AS 77-196) (Abbildung 5.13, B), die, wie fir
einige Regulatoren bereits gezeigt, an der Bindung eines Induktors beteiligt sein kann (Rouch
et al., 1990; Hillen & Berens, 1994; Grkovic et al., 1998; Godsey et al., 2002).

A { //\ ‘::><II:| }- ) I\\ Ii\/\ )
— » ) ) ) )
A acekE ahpt B C D E F G H
CMM_1624

TetR_N TetR_C
CMM_1624 (196 AS)

Abbildung 5.13: A: Physikalische Karte der Genregion von CMM_1624. Schwarz: CMM_1624. Dunkelgrau:
CMM_tRNA_0026 (orfC), welches fir eine tRNA flr Valin codiert. orfA bis orfH sind mit den Buchstaben A-H
abgekiirzt. B: Schematische Ubersicht tiber die Doménenstruktur des CMM_1624-Proteins.

Stromabwarts von CMM_1624 wird eine tRNA fur Valin codiert. Des Weiteren codieren die
Gene, die sich in unmittelbarer Nahe des moglichen TetR-Regulators befinden, fiir einen
Transkriptionsregulator, eine Pyruvatdehydrogenase-Untereinheit, ein antioxidativ wirken-
des Protein, einen Metall ABC Transporter, Membranproteine und fiir Proteine ohne weitere
Funktionszuordnung (Tabelle 5.12).



Ergebnisse 92

Tabelle 5.12: Mogliche Funktionen der stromaufwarts und stromabwarts von CMM_1624 gelegenen Gene.

Bez. GenDB-ID Genname mogliche Funktion

orfA CMM_1620 - Transkriptionsregulator, CdaR-Familie

acekE CMM_1621 acekE Pyruvatdehydrogenase E1 Untereinheit
(EC1.2.4.1)

ahpE CMM_1622 ahpE Thiol-spezifisches antioxidativ wirkendes

Protein (EC 1.6.4.-)

orfB CMM_1623 - Membranprotein

orfC CMM_tRNA_0026 tRNA-Val (TAC)

CMM_1624 CMM_1624 - Transkriptionsregulator, TetR-Familie

orfD CMM_1625 - konserviertes Membranprotein, BioY-
Familie

orfE CMM_1626 - Metall ABC Transporter, ATP-bindendes
Protein

orfF CMM_1627 - Metall ABC Transporter, Permease

orfG CMM_1628 - hypothetisches Protein

orfH CMM_1629 - konserviert hypothetisches Protein

5.6.2 Erzeugung einer CMM_1624 -Mutante

Zur Inaktivierung von CMM_1624 wurde eine gerichtete Kassettenmutagenese verwendet.
Zunachst wurde ein Mutageneseplasmid (pMF1624B) auf Basis des aus dem Genomprojekt
von NCPPB382 stammenden Sequenzierplasmids Cmis2p0159d05 erstellt (Gartemann et al.,
2008). Dieses pSmart-Plasmid enthalt ein 2,3 kb grofes DNA-Fragment von NCPPB382,
welches neben CMM_1624, die kompletten ORFs CMM_tRNA_0026 (tRNA-Val) und
CMM_1625 enthélt. Zur Herstellung des Mutageneseplasmids wurden zwei zusammen
545 bp grolRe BamHI-Fragmente deletiert und durch ein 1,5 kb groBes BamHI-Fragment aus
pOKU-cmBa, das eine cmx-Kassette (cmx: Chloramphenicolexportergen aus
Corynebacterium striatum, Tauch et al., 1998) tragt, ersetzt. Das resultierende Plasmid
PMF16243 enthadlt nur noch die ersten 64 bp von CMM_1624, der Rest des Gens ist
deletiert. Die anderen ORFs wurden durch die Deletion nicht beeintrachtigt. Die cmx-
Kassette ist in pMF1624B entgegengesetzt zu CMM_1624 orientiert. Die Plasmidkarten des
Mutageneseplasmids und der Plasmide, die zur Konstruktion von diesem verwendet wurden,
sind im Anhang dargestellt (Abbildung 8.1, S. 158).

Der pSmart-Vektor ist wie andere pUC-Vektoren in Cmm nicht replikativ (Suicide-Vektor).
Eine Chloramphenicol-Resistenz nach Transfer (mittels Elektroporation) des Mutagenese-
plasmids in kompetente Zellen des Wildtypstamms NCPPB382 zeigt daher die Integration in
das Chromosom oder in eines der Plasmide an. Uber eine zweite Rekombination kann dann
ein Austausch des intakten Gens gegen das mit der Antibiotikaresistenzgen-Kassette (cmx)
inaktivierte Gen erfolgen.

Durch Southern-Hybridisierung gegen pUC-DNA als Sonde (Daten nicht gezeigt) wurden
zundachst alle chloramphenicolresistenten Klone dahingehend untersucht, ob durch illegitime
Rekombination oder durch single-crossover Bereiche des Vektors in das Chromosom bzw. die
Cmm-Plasmide integriert waren. AnschlieRend wurden alle Klone, deren DNA nicht mit der
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pUC-DNA hybridisierte, durch weitere Hybridisierungen gegen das cmx-Fragment aus pOKU-
cmBa (1,5 kb BamHl) bzw. eine genspezifische Sonde (2,3 kb EcoRl-Insert von
Cmis2p0159d05) ndher charakterisiert. Die Hybridisierung Fspl-, Mscl- bzw. Ncol-
hydrolysierter Gesamt-DNA des Wildtyps und der Mutante mit der genspezifischen Sonde
sollte zu unterschiedlichen und spezifischen Hybridisierungsmustern fiihren. In Abbildung
5.14 sind in A die physikalischen Karten der “CMM _1624-Region” des Wildtyps und der
Mutante dargestellt und die Fragmente hervorgehoben, die komplementadre Sequenzen zu
der genspezifischen bzw. der cmx-Sonde aufweisen.

Fspl
BamH|
BgmlHl
S,
A Ncol %amHI B
Mscl Fspl Fspl
iFspl iMscl ‘Ncol i iMscl }I\/Isc\ iFspl |Mscl 1 ‘,Ncol
Wildtyp - 4 ) G | ) s—) =) § —) =) 1 2 3 456 7 8 910
fadD' acek ahpE CMM_1624 'ppgK —
6052bp | == - — 6377 bp
CMM_1624 Sonde I - 5047 bp
2162bp <
hybridisierende - —_— igi;gp Lo g . TTSOES| 2263bp
- p
Fspl-Fragmente 6052bp 212 bp879 P 1138 bp
hybridisierende - 879
Mscl-Fragmente s TSI
hybridisierendes %3770
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Fspl
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Mscl Msl - fspl Fspl C
IFspl ‘Mscl ‘Ncol II\/Iscl ‘Ncol | scl IFspl ‘Mscl ’ INcol
Mutante . ) | q ) ’
fadD' aceE ahpE cmx CMM_1624' 'ppgK 12 3 4 56 7 8 9 10
—
CMM_1624 Sonde | [ | = 5047 bp
cmx Sonde [— 57
2024 bp — - 2263bp
hybridisierende ST 1527 bp —
Fspl-Fragmente P 3024 bp 1138bp
hybridisierende — —
Y = 1527 bp == 1138 bp
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hybridisierende T%p
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Abbildung 5.14: Hybridierungsmuster des Wildtyps (NCPPB382) und der CMM_1624-Mutante. A: Physikalische
Karte der CMM_1624-Region beider Stamme. Die Sonden sowie die zu erwartenden hybridisierenden Banden
sind dargestellt. B und C: Hybridisierung hydrolysierter DNA von NCPPB382 (Spur 1/4/8) Cmm1624 (Spur 2/5/9)
und CMM101_1624 (Spur 3/6/9) gegen die CMM_1624 Sonde (B) bzw. die cmx-Sonde (C): 1-3: Fspl-
hydrolysierte DNA, 4-6: Mscl-hydrolysierte DNA, 7: A-Marker EcoRI/Hindlll gespalten, 8-10: Ncol-hydrolysierte
DNA.

Die FragmentgroBen der hybridisierenden Banden zweier potentieller Mutanten und des
Wildtyps (dargestellt in B und C) stimmen mit den berechneten GréRen Uiberein. Die
Hybridisierung gegen die cmx-Sonde bestatigte die Ergebnisse fiir die beiden Mutanten.
Nicht nachgewiesen werden konnten die kleineren Fragmente mit GroRen unter 500 bp.
Dies ist wohl darauf zuriickzufiihren, dass bei gleicher Konzentration kleinere Fragmente bei
der Hybridisierung zu einer deutlich geringeren Farbintensitat fihren als groRere Fragmente
oder die kleinen Fragmente bei der Auftrennung aus dem Gel gelaufen sind. Bei der



Ergebnisse 94

Elektroporation von Cmm wurde bereits in mehreren Arbeiten festgestellt, dass es zum
Verlust beider oder eines der Cmm-Plasmide kommen kann (Kirchner, 2003; Abt, 2008;
Kaup, 2009). Daher wurde mittels PCR liberprift, ob die beiden CMM_1624-Mutanten die
plasmidcodierten Gene celA (pCM2) und pat-1 (pCM2) enthalten (Daten nicht gezeigt). Das
erwartete 502 bp groRe celA-Amplifkat konnte bei beiden Mutanten, das pat-1-Amplifikat
(851 bp) nur bei einer nachgewiesen werden. Folglich wurden die beiden Stdamme als
Cmm1624 (pCM1 und pCM2) und CMM101_1624 (pCM1) bezeichnet.

5.6.3 Phanotypische Charakterisierung der CMM_1624"-Mutanten

Zur phanotypischen Charakterisierung von Cmm1624 und CMM101_1624 wurden
Pflanzentests mit der Wirtspflanze Solanum lycopersicum und zur Untersuchung der
Auslosung der Hypersensitiven Reaktion Tests mit den Nichtwirtspflanzen Mirabilis jalapa,
Nicotiana benthamiana und Nicotiana tabaccum cv. Samsun durchgefiihrt.

Im Pflanzentest mit der Wirtspflanze Solanum lycopersicum wurde die Virulenz und
Kolonisationsfahigkeit der beiden CMM_1624-Mutanten untersucht. Um die bakterielle
Welke auszulésen, muss Cmm in der Lage sein, die Pflanze zu infizieren, effektiv zu
kolonisieren und letztlich durch Bildung von Virulenzfaktoren wie z.B. CelA und Pat-1
Krankheitssymptome hervorzurufen. Ist ein Stamm virulent, ist zu Gberprifen, ob sich der
Virulenzgrad von dem des entsprechenden Kontrollstamms unterscheidet. Indizien fir den
Virulenzgrad sind z.B. der Welkeindex, der angibt nach welchem Zeitraum die Halfte der
infizierten Pflanzen eindeutige Welkesymptome aufweisen, die Intensitat der hervorgerufen
Welkesymptome ((+): beginnende Welke; +: eindeutige Welke; ++: starke Welke, mindestens
2/3 der Pflanze zeigt Welkesymptome; tot: Pflanze ist abgestorben), der Bakterientiter und
auch das Gewicht der Pflanzen. Da der Plasmidstatus von Cmm einen Einfluss auf die
Virulenz hat (Meletzus et al., 1993), ist die Virulenz einer Mutante mit der eines
Kontrollstamms mit identischem Plasmidstatus zu vergleichen. Als Kontrollstamm flr
Cmm1624 wurde folglich NCPPB382, fir CMM101_1624 wurde CMM101 verwendet.

Mittels Wurzelinfektion wurden je 96 Pflanzen mit den beiden Mutanten Cmm1624 und
CMM101_1624 und je 32 Pflanzen mit den Kontrollstammen NCPPB382 und CMM101
infiziert und die Welkesymptome der Pflanzen in den folgenden 4 Wochen protokolliert. Am
Ende des Pflanzentests wurde durch Auftropfen auf Agarplatten untersucht, ob im Xylemsaft
nicht welkender Pflanzen Cmm nachgewiesen werden kann. Alle Pflanzen, die keine
Welkesymptome oder Sprossldsionen aufwiesen, grofRer als 20 cm waren und bei denen
Cmm im Xylemsaft nicht nachgewiesen werden konnte, wurden als nicht infiziert
eingeordnet und nicht mit in die Auswertung einbezogen. 28 Tage nach der Infektion zeigten
Pflanzen, die mit einer der beiden CMM_1624-Mutanten (Cmm1624, CMM101_1624)
infiziert wurden, geringere Welkesymptome als Pflanzen, die mit den jeweiligen
Kontrollstammen (NCPPB382, CMM101) infiziert wurden (Abbildung 5.15).
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Abbildung 5.15: Welkesymptome von Solanum lycopersium 4 Wochen nach Wurzelinfektion mit Cmm.

In Abbildung 5.16 ist zu erkennen, dass Cmm1624 insgesamt geringere Welkesymptome
hervorrief als NCPPB382 (51 % gegenlber 63 % der Pflanzen). Des Weiteren besteht ein
signifikanter Unterschied (p-Wert des t-Tests: 0,02) in der Haufigkeit, mit der wahrend des
gesamten Pflanzentests die Welkekategorie “tot” an infizierte Pflanzen verteilt wurde. Der
Unterschied im Virulenzgrad ist allerdings, wie auch durch den Welkeindex von 12
(NCPPB382: Welkeindex = 11) zu erkennen ist, relativ gering.
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Abbildung 5.16: Welkeintensitat der mit NCPPB382 (n=31) bzw. Cmm1624 (n=91) infizierten Pflanzen Uber den
vierwochigen Testzeitraum. A: Welkediagramm: Anzahl welkender Pflanzen gegen die Zeit; der Welkeindex ist
mit einem schwarzen Dreieck gekennzeichnet. B: Tortendiagramm: dargestellt ist die Haufigkeit [%] mit der
wahrend der 4 Wochen infizierte Pflanzen in die einzelnen Kategorien “tot”, “++“, “+“, “(+)“ bzw. “- “ (nicht
welkend) eingestuft wurden. Rohdaten hierzu im Anhang in Tabelle 8.15, S.175. C: Mittelwerte des
Prozentsatzes infizierter Pflanzen, die wahrend des Testzeitraums Welkesymptome aufwiesen, bzw. der
Kategorie “tot” zuzuordnen waren. Dazu wurden die Daten aus zwei weiteren Tests mit einbezogen und die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus den Datensdtzen der einzelnen Pflanzschalen (je maximal 32
Pflanzen) berechnet. NCPPB382: 1 Schale (n=31)rest1, 1 Schale (nN=31)1estn, 2 Schalen (n=32)tes3; Cmm1624: 3
Schalen (n=32, 31, 28)1est1, 1 Schale (n=31)est2, 1 Schale (N=32)reqs.
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Im Gegensatz zu der 1624 -Mutante, die beide Plasmide tragt, zeigt CMM101_1624 (pCM1)
einen im Vergleich zum Kontrollstamm (CMM101) deutlicheren Unterschied im Virulenzgrad
(Abbildung 5.17). Die Pflanzen zeigten innerhalb der vier Wochen nach Infektion mit
CMM101_1624 nur zu 32,2 % Welkesymptome, nach Infektion mit dem Kontrollstamm
waren es 57,4 %. Nur 5,4 % der mit der Mutante infizierten Pflanzen wiesen starke
Welkesymptome auf (CMM101: 18,8 %) und keine der Pflanzen starb. Durch Einbeziehen der
Daten von zwei weiteren Pflanzentests konnte sowohl in der Haufigkeit mit der
Welkesymptome protokolliert wurden (p-Wert des t-Tests: 0,005) als auch in der Haufigkeit
mit der Pflanzen als “tot” eingestuft wurden (p-Wert des t-Tests: 0,01) ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Des Weiteren ist der stark erhohte Welkeindex (21 im
Vergleich zu 12 bei CMM101) ein deutliches Indiz fir die abgeschwachte Virulenz dieser
Mutante.

A C
cMM101 70
= 25 60
S 20 <
< -"E- 50 -
c
515 - g 40 -
© _ L
z 10 & 30 -
5 - ‘o
£ 20 -
0 - <
1,9 25,6 10 -
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
dpi 0 -
Welke tot
CMM101_1624 0,05,4 m CMM101
80 mCMM101_1624
<
] 60
c
e
e 40
c
i
& 20
0 T T rrr1 |||||||||A||||||| D . . . .
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 (+) + ++  tot -

dpi

Abbildung 5.17: Welkeintensitdt der mit CMM101 (n=28) bzw. CMM101_1624 (n=89) infizierten Pflanzen Uber
den vierwdchigen Testzeitraum. A: Klassisches Welkediagramm: Anzahl welkender Pflanzen gegen die Zeit; der
Welkeindex ist mit einem schwarzen Dreieck gekennzeichnet. B: Tortendiagramm: dargestellt ist die Haufigkeit
[%] mit der wahrend der 4 Wochen infizierte Pflanzen in die einzelnen Kategorien “tot”, “++“, “+“, “(+)“ bzw.
“-“ (nicht welkend) eingestuft wurden. Rohdaten hierzu im Anhang in Tabelle 8.15, S. 175. C: Mittelwert des
Prozentsatzes infizierter Pflanzen, die wahrend des Testzeitraums Welkesymptome aufwiesen, bzw. der
Kategorie “tot” zuzuordnen waren. Dazu wurden die Daten aus zwei weiteren Tests mit einbezogen und die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus den Datensdtzen der einzelnen Pflanzschalen (je maximal 32
Pflanzen) berechnet. CMM101: 1 Schale (n=28)1et1, 1 Schale (n=26)ress, 2 Schalen (n=31, 28)1cus;
CMM101_1624: 3 Schalen (n=31, 29, 29)1est1, 1 Schale (n=30)rest2, 2 Schalen (n=31, 28)tess-
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Ein weiteres Indiz fur die verminderte Virulenz ist das Gewicht der Pflanzen. Da das Gewicht
der Pflanzen stark davon abhangig ist, wie frih und in welcher Intensitdat Welkesymptome
auftreten und z.T. sehr grof3e Unterschiede zwischen einzelnen Pflanzen vorkommen, wurde
nicht das arithmetische Mittel sondern der Median des Gewichts aller welkenden Pflanzen
berechnet (Abbildung 5.18). Es ist zu erkennen, dass die mit den Mutanten infizierten,
welkenden Pflanzen ein hoheres Frischgewicht aufwiesen als die mit den Kontrollstdmmen
infizierten. Wiederum ist der Effekt bei der Mutante ohne pCM2 starker als bei Cmm_1624.
Mit dem Wilcoxon-Rangsummentest konnte in beiden Fallen der Unterschied als signifikant
eingestuft werden (Cmm1624: p-Wert=0,04; CMM101_1624: p-Wert=0,008). Der t-Test
konnte nicht verwendet werden, da zum einen keine Normalverteilung (Shapiro-Test) und
zum anderen bei dem Vergleich von Cmm1624 mit NCPPB382 auch keine
Varianzhomogenitat (F-Test) vorlag.
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Abbildung 5.18: Median der Frischgewichte aller im Test 1 welkenden Pflanzen. Anzahl der welkenden
Pflanzen: NCPPB382 = 31, Cmm1624 = 80, CMM101 = 27, CMM101_1624 = 57. Der Unterschied zwischen den
Mutanten und ihrem jeweiligen Kontrollstamm ist signifikant (Da keine Normalverteilung und keine
Varianzhomogenitat vorlagen, wurde mit dem Wilcoxon-Rangsummentest die Signifikanz Uberprift. Tabelle
8.16,S. 175, im Anhang).

Da eine verringerte Kolonisationsfahigkeit, wie z.B. fiir die ChpC-Mutante gezeigt (Grafen,
2005), zu einer Verminderung der Symptomauspragung fihren kann, wurde von je 15 mit
den Mutanten und je 5 mit den Wildtypstdmmen infizierten Pflanzen der Bakterientiter
[cfu/g Frischgewichtpfanze] bestimmt (Tabelle 8.17 im Anhang, S. 176). Es zeigte sich, dass
lediglich CMM101_1624 einen leicht verringerten Titer von 5,3 x 10° (+ 1,7 x 10°) aufwies.
CMM101, NCPPB382 und Cmm1624 erzielten Titer von etwa 1,7 x 10'°. Der Unterschied
zwischen CMM101_1624 und dem Kontrollstamm ist allerdings nicht signifikant. Auch in
Wachstumstests der beiden CMM_1624-Mutanten in Vollmedium (TBY) und
Minimalmedium trat kein Unterschied zwischen den Mutanten und NCPPB382 oder
CMM101 auf (Daten nicht gezeigt).

Neben der Auslosung der bakteriellen Welke bei der Wirtspflanze Solanum lycopersicum ist
es ein weiteres Charakteristikum von Cmm bei den Nichtwirtspflanzen Mirabilis jalapa,
Nicotiana tabaccum cv. Samsun und Nicotiana benthamiana eine hypersensitive Reaktion
(HR) hervorzurufen. Daher wurden Zellsuspensionen der beiden CMM_1624-Mutanten
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sowie der beiden Kontrollstdmme NCPPB382 und CMM101 in Blattgewebe dieser drei
Pflanzenarten infiltriert und nach 2-3 Tagen Uberprift, ob neben den Kontrollstimmen auch
die Mutanten eine HR ausldsen. Zur Kontrolle wurde jeweils auch der PS-Puffer, in dem die
Zellen resuspendiert wurden, in die Blatter infiltriert.

NCPPB382
CcMM101
Cmm1624
CMM101_1624
PS-Puffer

Abbildung 5.19: Blatt von Mirabilis jalapa 3 Tage nach Infiltration mit verschiedenen Cmm-Stammen und PS-
Puffer. Der Bereich, in dem der PS-Puffer (Kontrolle) infiltriert wurde, ist mit einem weilRen Kreis
gekennzeichnet.

Wie in Abbildung 5.19 am Beispiel von Mirabilis jalapa zu sehen, ist bei diesem Test kein
Unterschied zwischen den Stammen zu erkennen. Auch bei Nicotiana tabaccum cv. Samsun
und Nicotiana benthamiana |6sten alle vier Stamme, aber nicht der zur Resuspendierung der
Bakterien verwendete PS-Puffer eine HR aus (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Inaktivierung von CMM 1624, insbesondere bei
dem pCM2-freiem Derivat, zu einer abgeschwachten Virulenz fihrt. Es kann also
angenommen werden, dass der Transkriptionsregulator CMM_1624 direkt oder indirekt an
der Regulation von Virulenzfaktoren beteiligt ist. Bei CMM101_1624 konnte im Gegensatz zu
der Mutante mit beiden Plasmiden eine leichte aber nicht signifikante Verringerung des
Bakterientiters in planta nachgewiesen werden. Ob dies allerdings auf einer Verminderung
der Kolonisationsfahigkeit basiert, muss in Zukunft genauer tGberpriift werden. Die Fahigkeit
eine HR auszul6sen ist bei keiner der Mutanten beeintrachtigt.
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5.7 Einfluss von a-Tomatin auf die Genexpression

Pflanzen sind in der Lage, viele potentiell pathogene Organismen durch Abwehrreaktionen
an einer erfolgreichen Infektion und Kolonisierung der Pflanze zu hindern. Neben
physikalischen Barrieren, wie z.B. der Kutikula oder einer durch Lignifizierung verstarkten
Zellwand, werden auch antimikrobielle Substanzen gebildet. Das von der Tomate
synthetisierte membranaktive Saponin a-Tomatin gehort z.B. neben Rishitin (Sesquiterpen)
und Rutin (Flavonoid) zu diesen antimikrobiellen Substanzen. Cmm kann a-Tomatin durch
die sekretierte Tomatinase TomA (CMM_0090) inaktivieren. Dabei hydrolysiert die
Tomatinase a-Tomatin zu Tomatidin und Lycotetraose, die keine membranaktive Wirkung
aufweisen (Kaup, 2009; Kaup et al., 2005).

In diesem Experiment sollte Giberprift werden, ob und welchen Einfluss a-Tomatin auf die
Genexpression von Cmm hat. Hierbei war von besonderem Interesse, ob diese zur Abwehr
von Pathogenen gebildete Substanz direkt oder indirekt eine Anpassung von Cmm an seinen
Wirt induziert. Des Weiteren sollte untersucht werden, inwiefern sich unter den gewahlten
Bedingungen das Expressionsprofil der catR-Mutante (CmmCatR7B, Mutation in
CMM_0089) von dem des Wildtypstamms unterscheidet. catR, welches in der tomA-Region
lokalisiert ist und zwar in entgegengesetzter Orientierung direkt stromabwaérts von tomA
liegt, codiert fir einen Transkriptionsregulator der Lacl-Familie. Bisherige Untersuchungen
einer catR-Mutante und eines in trans mit einem intakten catR komplementierten Stamms
dieser Mutante fihrten zu der Annahme, dass CatR die Expression von tomA positiv reguliert
(Mayer, 2006; Winter, 2008; Kaup, 2009).
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Abbildung 5.20: Wuchskurve von NCPP382 und CmmCatR7f in M9-Minimalmedium. Die Pfeile markieren die
Zeitpunkte an denen Proben fiir die RNA-Isolierung entnommen wurden. 10 min vor der ersten
Probenentnahme wurde den Kulturen a-Tomatin (Endkonzentration: 0,02 mM) hinzugegeben (schwarzes
Dreieck). Eine von je drei unabhangigen Wuchskurven ist exemplarisch dargestellt.

Zu je drei unabhangig voneinander angezogenen Kulturen von NCPPB382 bzw. CmmCatR7p3
in Minimalmedium wurde in der logarithmischen Wuchsphase (ODsg = 0,5) a-Tomatin in der
Konzentration (Endkonzentration: 0,02 mM) zugegeben, die zu einer Induktion der
Tomatinase in Cmm fihrt (Kaup, 2009). 10 min (18,3 h nach Animpfen des Minimalmediums)
und 4 h (ODsgy = 0,8) nach der a-Tomatinzugabe wurden Proben fiir die RNA-Isolierung
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entnommen (Abbildung 5.20). Zusatzlich wurde die RNA von NCPPB382 und CmmCatR7pB aus
einer unbehandelten Minimalmediumkultur in der logarithmischen Wuchsphase (ODsgy =
0,5; 18,4 h nach Animpfen des Mediums) isoliert.

Um den Effekt von Tomatin auf den Wildtypstamm zu untersuchen (Tomatinigmin und
Tomating,), wurde jeweils die cDNA einer mit a-Tomatin behandelten Probe mit der cDNA
einer unbehandelten NCPPB382-Kultur gegen den Cmm3kOLI-Microarray hybridisiert. Zum
Vergleich des Expressionsmusters der catR-Mutante mit dem des Wildtypstamms wurden
die cDNAs der catR-Mutante mit den cDNAs identisch behandelter Proben von NCPPB382
gegen den Microarray hybridisiert (CatRug, CatRromatiomin, CatRromatan)-

5.7.1 Expressionsprofil von NCPPB382 nach Zugabe von a-Tomatin

Die Kultivierung von Cmm in Minimalmedium mit 0,02 mM a-Tomatin fiihrte zu einer
differentiellen Genexpression von 12 (10 min nach a-Tomatin-Zugabe, Tabelle 5.13) bzw. 87
Genen (4 h nach Zugabe von a-Tomatin; Tabelle 8.18 im Anhang). Acht der nach kurzer
Inkubation mit a-Tomatin differentiell exprimierten Gene waren der Gruppe IV zuzuordnen.
Sieben dieser Gene codieren fiir Peptid- (M > 0,7) oder Zucker-Transporter (M < -0,7). Das
achte Gen, CMM _1365 (M = -0,71) codiert fur eine intrazellulaire membranassoziierte
Serinprotease. Zwei reprimierte Gene waren dem Pentosephosphatweg (Gruppe 1)
zuzuordnen, zwei Gene, die flir eine nicht naher charakterisierte Oxidoreduktase und ein
Membranprotein (Gruppe V) codierten, waren induziert. Alle bei Tomatiniomin differentiell
exprimierten Gene sind sortiert nach der Gruppe, der sie zugeordnet sind, in Tabelle 5.13
aufgefihrt.

Tabelle 5.13: Differentiell exprimierte Gene des Experiments Tomatinygmin. Schwellenwerte: A > 8,23; p < 0,05;
n=7; M2 ]0,7|. Unterstrichene M-Werte: Mittels real-time-RT-PCR validierter Wert; Daten im Anhang (Tabelle
8.19,5.178).

GenDB-ID Genname madgliche Funktion M-Wert
CMM_0877 araD L-Ribulose-5-Phosphat-4-Epimerase (EC 5.1.3.4) -0,87
CMM_0878 araA L-Arabinose-lsomerase (EC 5.3.1.4) -1,00
CMM_0271 - Zucker ABC Transporter, Permease -0,72
CMM_0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -0,72
CMM_0881 - Zucker ABC Transporter, Permease -0,77
CMM_0866 - o-Glucosid ABC Transporter, Substratbindeprotein -1,19
CMM_0867 - a-Glucosid ABC Transporter, Permease -0,91
CMM_1365 - membranassozierte Serin-Protease, Subfamilie S1C -0,71
(EC3.4.21.-)
CMM_0956 - Peptid ABC Transporter, Substratbindeprotein 0,84
CMM_0959 - Peptid ABC Transporter, ATP-bindendes Protein 0,70
CMM_0530 - Oxidoreduktase 0,78

CMM_0556 - Membranprotein 0,92




Ergebnisse 101

Nach 4-stlindiger Inkubation mit a-Tomatin waren im Vergleich zu unbehandelten Zellen aus
der logarithmischen Wuchsphase 33 Gene, die fiir ribosomale Proteine codieren, sowie 7
weitere Gene aus der Gruppe Informationsspeicherung und -prozessierung (46 % aller
differentiell exprimierten Gene) reprimiert. 16 % bzw. 13 % der differentiell exprimierten
Gene waren den Gruppen “Metabolismus” bzw. “Schlecht/kaum charakterisiert”
zuzuordnen, 24 % der Gruppe IV.

Der hohe Anteil an reprimierten Genen, die fiir ribosomale Proteine codieren, ldsst darauf
schlieBen, dass aufgrund der Versuchsanordnung auch wuchsphasenabhdngig exprimierte
Gene nachgewiesen wurden. Um moglichst nur die Gene, die durch a-Tomatin induziert
oder reprimiert wurden, zu betrachten, wurde eine Clusteranalyse mit dem Datensatz zum
Vergleich der Expressionsmuster spat-logarithmischer und logarithmischer Zellen (5.3.2)
vorgenommen. Fir das hierarchische Clustering wurden nur Gene verwendet die in einem
der beiden Experimente die Kriterien fiir A, p und n erfillten und einen M-Wert > 0,7 oder <-
0,7 aufwiesen. Gene, die bei beiden Experimenten induziert oder reprimiert waren, konnten
in Cluster A und B zusammengefasst werden (Abbildung 5.21). Lediglich 14 Gene (Cluster C)
wiesen nur bei dem Tomatin-Experiment eine signifikant erhéhte Genaktiviat auf. Die Gene
aus Cluster C sowie ein Gen aus Cluster B (CMM_1372; hypothetisches Membranprotein),
das nur bei Tomating, eine reduzierte Transkriptmenge aufwies, wurden demnach als durch
Inkubation mit a-Tomatin differentiell exprimierte Gene betrachtet (Tabelle 5.14).

M-Wert

-2

-3

1 2 1 2 1 2
Abbildung 5.21: Resultat des hierarchischen Clusterings zur Identifizierung wuchsphasenabhangig differentiell
exprimierter Gene. Verglichen wurden die M-Werte des in 5.3.2 beschriebenen wuchsphasenabhangigen
Experiments (spat-logarithmische Zellen / logarithmische Zellen), mit 1 gekennzeichnet, und die M-Werte des
Tomating,-Experiments (2). Fiir das Clustering wurden nur Gene verwendet, die mindestens bei einem
Experiment die Kriterien fiir A, p und n erfillten und einen M-Wert > 0,7 oder < -0,7 aufwiesen. Das Clustering,
bei dem die euklidische Distanz verwendet wurde, wurde mit der Genesis Software durchgefihrt (Sturn et al.,
2002).

Es muss allerdings auch beachtet werden, dass die Expression von Genen sowohl durch die
Wuchsphase als auch durch a-Tomatin beeinflusst werden kann. Um zumindest einen Teil
dieser Gene mit in die Analyse einzubeziehen, wurden die Daten von Tomating, mit denen
von Tomatinigmin verglichen. Alle Gene, die unter beiden Bedingungen eine signifikant
verdanderte Genaktivitdt aufwiesen, wurden in die Analyse von Tomating, mit einbezogen
(Tabelle 5.14).
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Tabelle 5.14: In Gegenwart von a-Tomatin (Tomating,) differentiell exprimierte Gene. Fett: Gene, die keinen
wuchsphasenbedingten Effekt zeigten. Nicht fett: Gene, die bei Tomatinygmi, den gleichen Trend aufwiesen. Die
Gene sind jeweils nach der Gruppe, der sie zugeordnet sind, sortiert. Unterstrichen: Mittels real-time-RT-PCR

validierte Werte; Daten im Anhang (Tabelle 8.19, S.178).

GenDB-ID Genname Funktion M-Wert
CMM_0099 bglE B-Galactosidase/B-Glucuronidase 0,78
CMM_0100 bglF B-Glucosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 3 2,38
(EC3.2.1.7)
CMM_0102 bglH B-Galactosidase (EC 3.2.1.23) 1,23
CMM_0103  bgll B-Xylosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 43 1,97
(EC3.2.1.37)
CMM_0105 ramA a-Rhamnosidase (EC 3.2.1.40) 0,72
CMM_1053 - Ribosom-assoziiertes Protein 0,77
CMM_0095 cytB 3Fe-4S Ferredoxin 1,43
CMM_0396 - Na® Efflux ABC Transporter, Permease 1,85
cCMM_0104 - Zucker Permease (MFS Superfamilie) 0,94
CMM_1466 - Monooxygenase 1,17
CMM_0246 - hypothetisches Protein 0,77
CMM_0556 - Membranprotein 0,75
CMM_2540 - hypothetisches, sekretiertes Protein 0,75
CMM_2667 - konserviert hypothetisches Protein 0,84
cMM_1372 - hypothetisches Membranprotein -0,83
CMM_0877  araD L-Ribulose-5-Phosphat-4-Epimerase (EC 5.1.3.4) -1,17
CMM_0878 aradA L-Arabinose-lsomerase (EC 5.3.1.4) -1,43
CMM_0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -1,65
CMM_0881 - Zucker ABC Transporter, Permease -1,63
CMM_0866 - a-Glucosid ABC Transporter, Substratbindeprotein -1,53
CMM_0867 - a-Glucosid ABC Transporter, Permease -1,40

Nach Auftragung der M-Werte aller differentiell exprimierten Gene beider Experimente
gegen deren Position auf dem Chromosom ist deutlich zu erkennen, dass durch eine langere
Tomatin-Exposition insbesondere Gene in der tomA-Region (CMM_0095: cytB bis
CMM_0105: ramA, Position: 134-144) induziert sind (in Abbildung 5.22 als Region |
gekennzeichnet). Die Induktion dieser Gene war auch nach 12-stiindiger Inkubation von
NCPPB382 mit Tomatenblatthomogenat zu erkennen. Daher kdnnte die Induktion dieser
Gene durch Tomatenblatthomogenat eventuell durch das darin enthaltene a-Tomatin
hervorgerufen worden sein.

Sowohl nach 10-minitiger als auch nach 4-stiindiger Inkubation mit a-Tomatin zeigten
zudem Gene aus der Genregion Il (CMM_0866-CMM_881, Position 926-947) ein auffalliges
Expressionsmuster (Tabelle 5.14). Die Gene codieren fir zwei ABC-Transporter (fiir einen
Zucker: CMM_0879-CMM_0881, bzw. ein a-Glucosid: CMM_0866-CMM_0867) sowie eine
Isomerase (AraA) und eine Epimerase (AraD), die an der Umwandlung von L-Arabinose in D-
Xylulose-5-P, welches in den Pentosephosphatweg eingeschleust werden kann, beteiligt
sind. Eine Repression dieser Gene konnte sowohl nach Supplementierung des Mediums mit
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Tomatenblatthomogenat als auch beim Ubergang der Zellen in die stationire Phase
beobachtet werden. Daher ware es moglich, dass es sich hier um eine generelle Reaktion auf
verschiedenste Stimuli oder um eine spezifische Reaktion, die durch einen sekundaren Effekt
von Tomatenblatthomogenat und a-Tomatin hervorgerufen wurde, handelt.
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Abbildung 5.22: Auftragung der M-Werte gegen die Position des differentiell exprimierten Gens im
Chromosom. Blaue Kreise: (auch) bei Tomatin,gm, differentiell exprimierte Gene; Rote Quadrate: bei
Tomating, differentiell exprimierte Gene ohne wuchsphasenabhdngigen Effekt; Griine Rauten: wuchsphasen-
abhangig und durch Tomatin,, differentiell exprimierte Gene. I: tomA-Genregion; |l: Position 926-947.

Eine erhohte Expression der Tomatinase (TomA) war weder 10 min noch 4 h nach Zugabe
des a-Tomatins zu der NCPPB382-Kultur festzustellen, obwohl die Aktivitat dieses Enzyms im
Kulturliberstand von Cmm nur gezeigt werden kann, wenn das Medium a-Tomatin enthalt
(Kaup, 2009). Da die Funktionalitat des verwendeten Substrats zuvor mit einem Enzymtest
bestatigt werden konnte (Kaup, personliche Mitteilung), war es erstaunlich, dass keine
Induktion der Tomatinase festgestellt werden konnte. Moglicherweise kdnnte das
verwendete M9-Minimalmedium (4 % Glucose als C-Quelle) eine Ursache hierfir sein.
StandardmaBig wurde zur Gewinnung der Tomatinase aus Kulturiiberstand von Cmm TBY-
Medium (Vollmedium) verwendet. Wurde TBY- allerdings durch C-Medium (TBY mit 5 %
Glucose) ersetzt, konnte keine Tomatinaseaktivitdt im Zelliiberstand nachgewiesen werden
(Kaup, personliche Mitteilung). Glucose scheint also die Expression von tomA zu
beeinflussen.

Sowohl 4 h nach Zugabe von a-Tomatin als auch nach mehrstiindiger Inkubation in Medium
mit Tomatenblatthomogenat war eine Induktion vieler Gene aus der tomA-Region
festzustellen, die zusammen mit der direkt benachbarten chp-Region eine Pathogenitatsinsel
(= 129 kb) darstellt, einen niedrigen GC-Gehalt aufweist und von direct repeats flankiert
wird. Ein NCPPB382-Derivat, CMM101B330-18, dem die komplette chp/tomA-Region fehlt,
ist massiv in der Kolonisationsfahigkeit eingeschrankt und 16st keine Krankheitssymptome
bei der Tomate aus (Gartemann et al., 2008; Schott, 2004). Die Inaktivierung einzelner Gene
(chpC, ppaA, ppaC) dieser Region fiihrte ebenfalls zu einer verringerten Kolonisations-
fahigkeit und Virulenz. Der Effekt war allerdings nicht so drastisch wie bei CMM1013330-18
(Schott, 2004; Stork et al., 2008; Abt & Eichenlaub, unveroffentlicht). Folglich knnen auch
weitere Gene dieser Region von Bedeutung fir die Kolonisierung der Tomate und der
Auslosung der Krankheitssymptome sein. Die tomA-Region, deren Gene hauptsachlich fir
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Proteine codieren, die an der Aufnahme und dem Metabolismus von Kohlenhydraten
beteiligt sind, konnte einen besonderen Stellenwert in der Nutzung der wirtsspezifischen
Nahrstoffe haben und so eine effektive Besiedlung der Tomate ermdéglichen. Insbesondere
die Induktion der Gene cytB, bglH, bgll und ramA, die in Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Wirtspflanze Kartoffel) nicht identifiziert werden konnten, durch a-Tomatin
und eventuell auch durch weitere Substanzen des Tomatenblatthomogenats ist ein erstes
Indiz fur die Relevanz dieser Gene bezlglich der Verwertung wirtsspezifischer Substrate.

5.7.2 Expressionsprofil der Regulatormutante CmmCatR7p im Vergleich zu NCPPB382

Die catR-Mutante zeigte im Vergleich zu NCPPB382 eine um mindestens 1,6-fach (M >
|0,7|) veranderte Genexpression von 22 (CatRms, Anzucht in M9-Minimalmedium), 33
(CatRtomatiomin, 10 min nach Zugabe von a-Tomatin zu einer Kultur in Minimalmedium) und
29 Genen (CatRromatan, 4 h nach der a-Tomatin-Zugabe zu einer Kultur in Minimalmedium).
Auffdllig war, dass die Mehrzahl dieser Gene auf dem Plasmid pCM2 lokalisiert sind
(mindestens 76 %) und unter allen Anzuchtbedingungen ausschlieRlich Gene (pCM2_0027
bis pCM2_0022), die zum tra-Operon gehoren, bei der catR-Mutante eine verringerte
Genexpression aufwiesen. Alle Gbrigen Gene waren verstarkt exprimiert (Tabelle 8.20, im
Anhang auf S. 179). Das tra-Operon (pCM2_0027 bis pCM2_0014) enthdlt Gene, die
wahrscheinlich flir Konjugationsproteine codieren. Fir zwei dieser Gene, trbL (pCM2_0024)
und traE (pCM2_0022), ist die Beteiligung an der Konjugation von pCM2 experimentell
bewiesen. lhre Inaktivierung (durch Insertion einer Antibiotikaresistenzgenkassette) sowie
die Inaktivierung von traA (pCM2_0013, Relaxase/Helicase), welches in entgegengesetzter
Orientierung unmittelbar stromabwarts des tra-Operons lokalisiert ist, fiihrte zum Verlust
der Transferfahigkeit von pCM2 (Abt, 2008). Eine differentielle Expression von tomA konnte
ebenso wie bei den beiden a-Tomatin-Experimenten unter keiner der getesteten
Bedingungen nachgewiesen werden.

Nach hierarchischem Clustering aller Gene (35 Gene), die mindestens unter einer der drei
Bedingungen die jeweiligen Kriterien fir A, p, n und M erfillten, war gut zu erkennen, dass
unter allen Versuchsbedingungen fast ausschlieRlich die gleichen Gene differentiell
exprimiert waren (Abbildung 5.23). Cluster | (6 Gene) enthélt die bereits erwdhnten Gene
des tra-Operons, in Cluster Il sind die verbleibenden 29 Gene zusammengefasst, die in der
catR’-Mutante eine erhdhte Genaktivitat aufwiesen. 6 Gene, die nur nach 10 minitiger
Inkubation in a-Tomatin-haltigem Medium induziert waren und 2 Gene, die bei CatRromatsan
die hochsten M-Werte aufwiesen, sind als Untergruppen von Cluster Il, Cluster Il a und b,
besonders hervorgehoben. Weitere Informationen zu den Genen der einzelnen Cluster sind
in Tabelle 8.21 (S. 179) zusammengestellt.
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Abbildung 5.23: Resultat des hierarchischen Clusterings (euklidische Distanz) der Transkriptomdaten der
Experimente mit der catR-Mutante. M9: CatRyg, 10 min: CatRromatiomin, 4 h: CatRromatan. Berticksichtigt wurden
alle Gene, fur die mindestens unter einer Bedingung die Kriterien fiir die p-, n- und A-Werte erfillt waren und
fir die: M = |0,7|zutraf (Liste aller Gene im Anhang S. 179, Tabelle 8.21). Cluster Il a und Il b sind Bestandteil
von Cluster Il. Das Clustering wurde mit der Genesis Software durchgefiihrt (Sturn et al., 2002)

Die Zugabe von a-Tomatin flhrte zu einer transienten Induktion einer O-Acetyl-
homoserin(Thiol)-Lyase, einer Acyl-CoA-Dehydrogenase, des ECF-Sigmafaktors SigY, einer
MFS-Permease und zweier Substratbindeproteine eines Peptid- und eines Metall-ABC-
Transporters (Cluster Il a, Tabelle 5.15). Nach 4 stiindiger Kultivierung in a-Tomatin-haltigem
Medium wurde zusatzlich ein chromosomales Gen (CMM_1107) und ein auf pCM2
lokalisiertes Gen induziert. Eine Funktion konnte keinem dieser Gene zugeordnet werden
(Cluster Il b, Tabelle 5.15).

Tabelle 5.15: Untergruppen des Clusters Il, die hauptsachlich 10 min oder 4 h nach Zugabe von a-Tomatin ein
verandertes Expressionsprofil zeigten. *: Schwellenwerte fiir A, p und/oder n iber- bzw. unterschritten.

Gen- M9 a-Tomatin

GenDB-ID name maogliche Funktion 10 min 4h
Clusterll a

CMM_1336 metY O-Acetylhomoserin(Thiol)-Lyase (EC 2.5.1.49) *0,10 0,75 *0,28
CMM_1960 - Peptid ABC Transporter, Substratbindeprotein 0,40 1,10 *0,35
CMM_2283 - Metall ABC Transporter, Substratbindeprotein 0,26 1,05 0,34
CMM_1949 - MFS Permease 0,24 0,76 *0,14
CMM_0243 sigY RNA-Polymerase Sigmafaktor, ECF-Subfamilie *0,17 0,80 *0,23
CMM_1973 - Acyl-CoA-Dehydrogenase *0,07 1,17 *0,17
Clusterll b

CMM_1107 - hypothetisches, sekretiertes Protein 0,54 0,54 0,70
pCM2_0061 - hypothetisches Protein 0,41 0,35 0,71

Das CatR-Protein scheint in Minimalmedium unabhédngig davon, ob dem Medium a-Tomatin
zugesetzt wurde, aktiv zu sein und direkt oder indirekt an der Regulation von mindestens 32
Genen beteiligt zu sein. Die regulierten Gene liegen mit Ausnahme von CMM_PSEUDO_0008
und 0010 (codieren fir zwei der drei Fragmente des Pseudogens chpA) auf dem Plasmid
pCM2. 71% der unter allen Bedingungen induzierten Gene wurden der GruppeV
(Schlecht/kaum charakterisiert) zugeordnet. Neben dem bereits erwahnten chpA-Gen waren
mehrere Gene, die fir ein Zelloberflachenprotein (rhsA, pCM2_0035), ein Histon-dhnliches
Protein (pCM2_0036, das als Regulator dhnlich den DNA-strukturierenden Proteinen IHF bzw
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HNs fungieren konnte,) sowie zwei extrazelluldre Serinproteasen codieren (phpA, phpB),
induziert. Bei phpA und phpB handelt es sich um die plasmidcodierten Pat-1 homologen
Serinproteasen. Aufgrund der nahen Verwandtschaft zu dem Virulenzfaktor Pat-1 kénnten
diese Proteine ebenfalls eine Bedeutung fir die pathogene Interaktion haben. Diese hat
vermutlich nur einen untergeordneten Stellenwert, da der virulente Phanotyp durch
Einbringen dieser Gene in trans in den avirulenten Stamm CMM100 nicht wiederhergestellt
werden konnte (Pieper, 2001).

5.7.2.1 Plasmidtransfer in der catR-Mutante

Die Tatsache, dass die catR-Mutante (CmmCatR7B) eine im Vergleich zum Wildtyp
verringerte Expressionsrate einiger Gene des tra-Operons von pCM2 aufweist, deutet darauf
hin, dass die Konjugationsfahigeit von pCM2 bei dieser Mutante eingeschrankt sein kénnte.
Daher wurde in Konjugationsexperimenten Uberprift, ob eine Verdnderung der
Konjugationeffizienz von pCM2 festzustellen ist. Voraussetzung hierfiir war zunéchst, Donor
und Rezipientenstamme mit geeigneten Selektionsmarkern zu erzeugen. Winter (2008)
stellte in seiner Diplomarbeit mittels Elektroporation ein pCM2-freies Derivat der catR'-
Mutante her (CmmCatR7BpCM2’) und konnte nach Konjugation mit CMM102y als Donor
(CMM102 mit Neomycin-markiertem pCM2) Transkonjuganten isolieren, die ein markiertes
pCM?2 enthalten (Winter, 2008). Dieser Stamm CmmCatR7BpCM2nn (NCPPB382, catR:icmx,
pCM1, pCM2ym) konnte nun als Donor zur Uberpriifung der Konjugationseffektivitat der
catR-Mutante eingesetzt werden.

Als Rezipient wurde bei bisherigen Konjugationsexperimenten eine CMM100 Mutante
verwendet, die aufgrund der Insertion einer cmx-Kassette in ein Gen (crtBl) des
Carotinoidbiosyntheseclusters im Gegensatz zum gelb gefarbten Wildtyp eine weille Farbung
aufweist (Abt, 2008). Dies hat den Vorteil, dass neben der Moglichkeit, den Rezipienten
selektiv auf Chloramphenicol-haltigen Medien anzuziehen, Donor und Rezipient allein durch
die unterschiedliche Farbung voneinander unterschieden werden kénnen. Da die catR-
Mutante ebenfalls das Resistenz vermittelnde Gen cmx enthalt, war es notwendig einen
Rezipienten mit einem anderen Resistenzmarker zu verwenden. Andernfalls ware keine
selektive Anzucht der Transkonjuganten moglich gewesen. Nach Anzucht der weiBen
Chloramphenicol-resistenten Mutante auf Streptomycin-haltigem Medium konnte Winter
(2008) eine spontan Streptomycin-resistente Mutante isolieren. Diese Mutante wies nun alle
Eigenschaften auf, um bei einem Konjugationsexperiment mit der modifizierten catR'-
Mutante (CmmCatR7BpCM2nm) Donor (gelb, chromosomal codierte Chloramphenicol-
Resistenz, pCM2 codierte Neomycin-Resistenz), Rezipient (weil, chromosomal codierte
Chloramphenicol- und Streptomycin-Resistenz) und Transkonjugant (weiB8, chromosomal
codierte Chloramphenicol- und Streptomycin-Resistenz; pCM2 codierte Neomycin-
Resistenz) selektiv anziehen zu kénnen.

Bei ersten Konjugationsexperimenten konnte allerdings keine Verminderung der
Konjugationsfahigkeit der catR-Mutante gezeigt werden (Winter, 2008). Bei diesen unter
Standardbedingungen (Abt, 2008) durchgefiihrten filter-mating-Experimenten wurde im
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Gegensatz zu den Kultivierungsbedingungen fiir die Microarrayexperimente C-Medium
(Vollmedium mit 5 g/l Glucose) statt M9-Medium (Minimalmedium mit 4 g/l Glucose)
verwendet. Da die Expression der Transfergene auch von dem Medium abhdngen kann,
wurden im Rahmen dieser Arbeit Konjugationsexperimente mit M9-Minimalmedium (fir die
Anzucht von Donor und Rezipient und als Festmedium fiir das filter-mating) durchgefiihrt. In
vorangegangenen Arbeiten konnte Abt (2008) bereits zeigen, dass das verwendete Medium
generell einen Einfluss auf die Konjugationsrate hat: So war ein Plasmidtransfer mittels
Konjugation in vitro nur durch Zusatz von Glucose oder anderen Zuckern zum Vollmedium
moglich. Filter-mating-Experimente auf Minimalmedium wurden bislang nicht durchgefiihrt
(Abt, 2008).

Die filter-mating-Experimente wurden mit CmmCatR7BpCM2nes als Donor und
CMM100whitecm/sm als Rezipient und zur Kontrolle mit CMM102y, (Donor) und
CMM100whitec, (Rezipient) durchgefiihrt. Alle Stamme wurden in Minimalmedium bis zu
einer ODsgp von 0,9-1,1 angezogen, die Kulturen ankonzentriert (7 x 108 Zellen/100 pl) und
Donor und Rezipient im Verhdltnis 1:1 gemischt. Je 200 pl der Ansdtze wurden auf je 3
Nitrocellulosefilter aufgebracht, die auf M9-Minimalmedium-Platten auflagen. Die Zellen
wurden nach 20-stiindiger Inkubation bei 26°C vom Filter abgeschwemmt, geeignete
Verdinnungsstufen dieser Suspensionen auf entsprechende Selektionsplatten (C-Medium)
ausplattiert und nach 3-5 tagiger Inkubation bei 26°C der Titer von Donor, Rezipient und
Transkonjugant bestimmt. Parallel zu diesem Experiment wurden aus denselben TBY-
Kulturen, die zur Inokulation des Minimalmediums verwendet wurden, Proben fir
Konjugationsexperimente auf C-Medium-Platten entnommen. Fir diese Experimente
wurden nach dem standardisierten Protokoll 1,5 x 108 Zellen (je 7,5 x 10’ Zellen von Donor
und Rezipient) auf die Nitrocellulosefilter aufgebracht und ebenfalls fiir 20 h bei 26°C
inkubiert. Bei den Ansatzen mit Minimalmedium wurde eine etwa 10-mal so hohe Zellmenge
aufgebracht, um sicherzustellen, dass der fir die Konjugation erforderliche Zell-Zellkontakt
moglich ist. Dies scheint mit der normalerweise eingesetzten Zellmenge nicht moglich zu
sein, da sich bei Vorversuchen mit CMM102y» und CMM100whitec, herausstellte, dass nach
20-stuindiger Inkubation von auf Minimalmedium aufgebrachten Filtern maximal die gleiche
Menge an Donor und Rezipient reisoliert werden konnte wie zum Zeitpunkt to auf den Filter
aufgebracht wurde. Die Zellen kénnen unter diesen Bedingungen offensichtlich nicht oder
nur sehr langsam replizieren.

Die Konjugationsexperimente auf C-Medium-Platten (Tabelle 5.16) bestdtigten die Daten
von Winter (Winter, 2008). Sowohl! die catR-Mutante als auch CMM102y,, transferierten
pCM2ym, mit einer Transferhdufigkeit [Transkonjugant / reisoliertem Rezipienten] von 1,87 x
10” bzw. 1,06 x 10°. CmmCatR7BpCM2ym, kann pCM2y, also trotz Inaktivierung von catR
ebenso effizient wie CMM102y, transferieren. Wurde die catR-Mutante zusammen mit
seinem Rezipienten allerdings auf Minimalmedium inkubiert, konnten keine
Transkonjuganten isoliert werden (Tabelle 5.16). Auch bei dem Kontrollansatz (CMM101y, /
CMM100whitecr,) war die Transferhdufigkeit 10-mal so gering wie auf C-Medium, dennoch
wurden pro Filter etwa 550 Transkonjuganten nachgewiesen. Betrachtet man den Titer der
reisolierten catR-Mutante, fallt auf, dass dieser mehr als 2000-mal geringer war als der von
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CMM102ym,. Verglichen mit der urspriinglich auf den Filtern aufgetragenen Donormenge (7 x
108) konnten nur 0,03 % dieser Zellen nach 20-stiindiger Inkubation reisoliert werden. Im
Gegensatz dazu teilte sich der Rezipient (CMM100whitecy/sm) in dieser Zeit offenbar fast 3
Mal und erreichte im Mittel einen Titer von 2,11 x 10° cfu/ml (2,53 Bakterien/Filter). Donor
und Rezipient des Kontrollansatzes auf Minimalmedium vermehrten sich nicht, allerdings
wurden 77,8 % (CMM102nm) und 44,0 % (CMM100whitecn) der urspriinglich eingesetzten
Zellen reisoliert.

Tabelle 5.16: Uberpriifung der Konjugationsfihigkeit der catR-Mutante auf C-Medium und Minimalmedium.
Titer von Donor, Rezipient und Transkonjugant sind in cfu/ml angegeben, die Transferhiufigkeit in
Transkonjugant / reisoliertem Rezipienten. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte von 3 Filtern. Fur die Titer
sind die Standardabweichungen (+) angegeben. Die Bakterienmenge pro Filter kann mit 1,2 ml x Titer [cfu/ml]
berechnet werden.

Konjugationsansatz Donor Rezipient  Transkonjugant Transferhaufig-
keit
CmmCatR7BpCM2ym . . . .
« 6,61x10° 6,11x10 1,14 x 10 1,87 x 10°
e 8 9 5
E CMM100whitecysn | * 0,28 x 10®° 40,42 x 10 +0,26 x 10
]
= CMM102 i
5 hm 3,65x10° 4,40 x 10° 4,78 x 10" 1,06 x 10°
X
_ +0,24x10° +0,32x 10° +2,71x10*
CMM100whitecm
CmmCatR7BpCM2\nm s 5
c N 2,01x10° 2,11x10 <1
5 9 -
% CMM100whitecnsn +0,22 x 10> +0,93x 10
S
. CMM102
2 N 454x10° 2,57 x10° 2,98 x 10? 1,16 x 10°
X
_ +0,57 x 10° +0,28 x 10° +1,28 x 10°
CMM100whitecm

Auch bei einem Testansatz auf Minimalmedium mit CMM102y, als Donor und
CMM100whitecm/sm als Rezipient (Daten nicht gezeigt) konnten 78,3 % des Donors reisoliert
werden. Ahnlich wie bei dem Konjugationsansatz mit der catR-Mutante teilte sich der
Rezipient auch bei diesem Ansatz etwas mehr als 2 Mal und erreichte einen Titer von 1,44 x
10° cfu/ml (1,72 x 10° Bakterien/Filter). Auch bei diesem Experiment war es moglich
Transkonjuganten (6 x 10% cfu/ml; Transferhaufigkeit: 4,2 x 10°®) zu isolieren.

Trotz Inaktivierung von catR kann Cmm pCM2 mittels Konjugation unter
Standardbedingungen ebenso effizient auf einen Rezipientenstamm transferieren wie der
Vergleichsstamm CMM102y,,. Wurde statt TBY (Anzucht der Stamme vor der Konjugation)
bzw. C-Medium (Festmedium, auf das die Filter aufgebracht werden) M9-Minimalmedium
verwendet, konnten im Gegensatz zum Kontrollansatz keine Transkonjuganten isoliert
werden. Allerdings stellte sich heraus, dass nur noch 0,03 % der pro Filter eingesetzten
Donorzellen nach Abschwemmen des Filters kultiviert werden konnten, obwohl
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CmmCatR7BpCM2ynm als Reinkultur in flissigem und auf festem Minimalmedium das gleiche
Wuchsverhalten wie die anderen fiir die Konjugation verwendeten Stamme zeigte. Die
Konjugationsfahigkeit der catR-Mutante auf Minimalmedium konnte folglich nicht
untersucht werden. Es stellt sich aber die Frage, warum die Vitalitdt der catR-Mutante unter
den gewidhlten Versuchsbedingungen (Minimalmedium) so stark beeintrachtigt wurde.
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5.8 Untersuchung einer méglicherweise Populationsdichte-abhdngigen Expression
von Virulenzfaktoren
Bei einigen pathogenen Organismen ist bekannt, dass die Expression von
Pathogenitatsfaktoren mittels Quorum-Sensing, also in Abhangigkeit von der Populations-
dichte, reguliert wird. Auch bei Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ware es
denkbar, dass Quorum-Sensing ein Regulationsmechanismus ist, der bei der Interaktion mit
der Tomate von Bedeutung ist. So war hdufig festzustellen, dass der Bakterientiter von
Pflanzen, die 4 Wochen nach Infektion mit dem Wildtypstamm nur geringe Welkesymptome
aufwiesen, niedriger war als der von stark welkenden Pflanzen. Betrachtet man ein typisches
Welkediagramm von Pflanzen, die zwei Wochen nach Aussaat mit NCPPB382 infiziert
wurden (Abbildung 5.16 A), ist zu erkennen, dass nach 4-5 Tagen einzelne Pflanzen leicht
welken und erst nach 11 Tagen die Halfte der Pflanzen deutliche Welkesymptome zeigt.
Aufgrund dieser Beobachtungen kann vermutet werden, dass Cmm sich zunachst in der
Tomatenpflanze vermehrt und erst ab einer bestimmten Zelldichte die Gene exprimiert, die
letzlich zur Ausbildung der Krankheitssymptome fiihren. Des Weiteren sind alle bislang
untersuchten Cmm-Mutanten, die in planta einen im Vergleich zum Wildtyp 100- bis 10°-
fach reduzierten Titer erreichen (CMM101chpCB, CMM101B330-18), avirulent oder l6sen
nur vereinzelt schwache Welkesymptome aus (Schott, 2004; Grafen, 2005).
Um zu Uberpriifen, ob zu Beginn der stationaren Phase Quorum-Sensing-Signale (Peptide
oder andere Substanzen deren Konzentration in dieser Wuchsphase einen kritischen Wert
Uberschritten haben) eine differentielle Genexpression bewirken, wurden NCPPB382-Zellen
aus der logarithmischen Wuchsphase in den Uberstand einer stationdren Kultur transferiert.
Das Transkriptionsprofil dieser Kultur wurde 10 min und 6 h nach der Behandlung mit dem
einer parallel beimpften Kontrollkultur verglichen.
Der Uberstand aus der stationdren Wuchsphase wurde nach 42 stiindiger Anzucht von
NCPPB382 in M9-Minimalmedium (Abbildung 5.24, A) gewonnen und direkt zur
Resuspendierung logarithmischer Zellen (18 h nach Beimpfen des Mediums, Abbildung 5.24,
B) verwendet. Die Zellen einer zweiten logarithmischen Kultur dienten als Kontrolle und
wurden nach Zentrifugation in ihrem urspriinglichen Uberstand resuspendiert. 10 min und
6 h nach Resuspendierung der Zellen und weiterer Kultivierung bei 26°C wurden Proben fir
die RNA-Isolierung entnommen. Verglichen wurden jeweils die Expressionsprofile von Probe
und Kontrolle 10 min bzw. 6 h nach Zentrifugation und Resuspendierung der Zellen in den
entsprechenden Uberstinden. Die Experimente werden im Folgenden als QS-10min und
QS-6h bezeichnet. Fiir QS-10min wurden 4, fiir QS-6h 3 biologische Replikate verwendet.
In Abbildung 5.24 ist deutlich zu erkennen, dass der Transfer von Zellen aus der
logarithmischen Wuchsphase in prakonditioniertes Medium (Uberstand einer stationiren
Kultur) spatestens nach 4,5 h (5. Messpunkt Abbildung 5.24, B) zu einer deutlichen
Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit flihrte und im Vergleich zu den
Kontrollkulturen eine maximale ODsgy von nur 1,5 (unter Kontrollbedingungen ODsgo = 2,0)
erreicht wurde. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf den veringerten Nahrstoffgehalt des
,stationaren Uberstands” zuriickzufiihren.
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Abbildung 5.24: Wuchskurven der fur QS-10min und QS-6h verwendeten NCPPB382-Kulturen in Minimal-
medium. Dargestellt ist jeweils eine repradsentative Kultur (Start-ODsgy = 0,05) der 4 biologischen Replikate. A:
Kultur zur Gewinnung des stationdren Uberstands. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt, an dem die Kultur
zentrifugiert wurde. B: Wuchskurven der fiir das Microarrayexperiment verwendeten Kulturen. Kontrolle: Nach
Zentrifugation im urspriinglichen Uberstand resuspendiert. +stat: Nach Zentrifugation im sterilfiltrierten,
stationdren Uberstand (A) suspendiert. Die Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Probenentnahmen, das
schwarzes Dreieck den Zeitpunkt zu dem die Zellen aus der logarithmischen Wuchsphase in den jeweiligen
Medien suspendiert wurden.

Unter den gewahlten Bedingungen zeigten 63 (QS-10min, mit M > |0,7]|) bzw. 108 (QS-6h,
mit M 2 |0,93|) Gene eine differentielle Genexpression. 10 min nach Suspendierung der
Zellen in die jeweiligen Uberstinde waren 32 Gene induziert und 31 reprimiert (QS-10min,
mit M > |0,7]). 6 h nach dieser Behandlung war eine Induktion von 11 und eine Repression
von 95 Genen festzustellen (Tabelle 8.23, im Anhang S. 182).
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Abbildung 5.25: Scatterplots zu QS-10min und QS-6h. Griine Rauten: reprimierte Gene, rote Dreiecke:
induzierte Gene, orange Kreise: Gruppe Informationsspeicherung und -prozessierung, blaue Kreise:
Transporter, schwarze Quadrate: Regulatoren, gelbe Quadrate: extrazelluldre Enzyme, graue Quadrate: nicht
differentiell exprimierte Gene. Schwellenwerte: p <0,05; QS-10min: A>7,65,n>9, M > |0,7|; QS-6h: A > 7,99,
n>7,M2|0,93]|. Daten von 3 (QS-6h) bzw. 4 biologischen Replikaten (QS-10min).

Besonders auffallig war, wie bereits im Scatterplot (Abbildung 5.25) dargestellt, dass 35 %
(QS-10min) bzw. 44 % (QS-6h) aller Gene zur Gruppe Il (Informationsspeicherung und
Prozessierung) gehorten und ein verringertes Expressionslevel aufwiesen. Lediglich ein Gen
der Gruppe lll, prfA (CMM_1157, peptide chain release factor 1), war bei QS-10min induziert,
zeigte aber bei QS-6h keine differentielle Expression. Der hohe Anteil reprimierter Gene der
Gruppe Ill war insbesondere nach 6-stiindiger Anzucht in dem ,stationdren Uberstand” zu
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erwarten, da zu diesem Zeitpunkt bereits eine Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit
festgestellt wurde. Allerdings war die Repression von 22 Genen dieser Gruppe schon nach
10 min nachweisbar, was zeigt, dass Cmm sehr schnell auf ein reduziertes Nahrstoffangebot
reagiert.

Um moglichst nur die Gene herauszufiltern, die aufgrund eines vermuteten Quorum-Sensing-
Signals und nicht durch ein limitiertes Nahrstoffangebot differentiell exprimiert waren,
wurde eine Clusteranalyse (hierarchisches Clustering) der QS-Daten zusammen mit den
Daten aus dem wuchsphasenabhdngigem Experiment (5.3.2, S. 66) durchgefiihrt (Abbildung
5.26). Hierbei wurden alle 205 Gene bericksichtigt, die bei QS-10min bzw. QS-6h die
Kriterien fiir p, A und n erfiillten und fiir die ein M-Wert > |0,7|gemessen wurde. In Cluster
A und B sind Gene eingruppiert, die hauptsachlich nach 6-stiindiger Kultivierung in
stationdrem Uberstand bzw. in einer Kultur aus der spét-logarithmischen Wuchsphase
reprimiert waren. Darunter sind zu 59 % Gene aus den Gruppen Informationsspeicherung
und -prozessierung, des Energie- und Kohlenstoffmetabolismus sowie zugehoriger
Transporter (Tabelle 8.23, S. 182). Daraus lasst sich schlieBen, dass in diesen Clustern
Uberwiegend Gene enthalten sind, deren Expression durch die Limitierung von Nahrstoffen
reprimiert wurde.

1 2 31 2 31 2 3 1 2 3

Abbildung 5.26: Hierarchisches Clustering der Daten des wuchsphasenabhangigen Experiments (1, siehe
Textmarke 5.3.2, S. 66) und der beiden Quorum-Sensing Experimente (2: QS-10min, 3: QS-6h). Nahere
Informationen zu den Genen der einzelnen Cluster befinden sich in Tabelle 5.17 und im Anhang in Tabelle 8.25
und Tabelle 8.26. Das Clustering, bei dem die euklidische Distanz verwendet wurde, wurde mit der Genesis
Software durchgefiihrt (Sturn et al., 2002).

Die Gene aus Cluster I, Ill, IV und z.T. auch aus Cluster Il (Tabelle 5.17) zeigten hingegen
insbesondere nach 10-miniitiger Inkubation in stationirem Uberstand eine Induktion
(Cluster I, bei Cluster Il: CMM_0183, CMM_1336, CMM_1406, CMM_1960 und CMM_2358)
bzw. eine Repression (Cluster Il und IV). Bei diesen Genen besteht folglich die Moglichkeit,
dass sie durch ein Signalmolekiil im Uberstand der stationdren Kultur reguliert werden.
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Tabelle 5.17: Cluster I, II' (ausgewdhlte Gene des Clusters 1), lll, IV des hierarchischen Clusterings der QS-
Experimente und des wuchsphasenabhangigen Experiments. Die hier aufgefiihrten Gene des Clusters Il zeigen
im Vergleich zu den anderen Bedingungen bei QS-10min die starkste Induktion. Die Gene sind nach ihrer
Zugehorigkeit zu den Gruppen | bis V und nach ihrer GenDB-ID sortiert. Unterstrichene M-Werte: Mittels real-

time-RT-PCR validierte Werte (Tabelle 8.24 im Anhang, S. 183).

Gen- spat Qs
GenDB-ID name  Funktion log 10 min 6h
Cluster |
CMM_1744 gapA Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase *-0,15 0,83 -0,30
(EC1.2.1.12)
CMM _0184 metEl Methionin-Synthase Il (EC 2.1.1.14) 0,40 0,75 -0,35
CMM_2400 - O-Acetylhomoserin(Thiol)-Lyase (EC 2.5.1.49) 0,42 0,81 0,41
CMM _1788 acsA2  Acetyl-Coenzyme A-Synthetase (EC 6.2.1.1) 0,68 0,71 0,36
CMM_1157 prfA Peptide chain release factor 1 (RF-1) *-0,06 0,99 *-0,05
CMM_2423 - Peptid ABC Transporter, ATP-bindendes Protein 0,72 1,26 *0,19
CMM_2626 - polare Aminosauren ABC Transporter, ATP- 0,64 1,19 *-0,03
bindendes Protein
CMM_2627 - polare Aminosauren ABC Transporter, Permease 0,18 1,43 *0,09
CMM_2628 - polare Aminosauren ABC Transporter, *0,10 0,70 0,19
Substratbindeprotein
CMM_1790 - Anion ABC Transporter, Substratbindeprotein 0,79 1,26 0,17
CMM_2282 - Metall ABC Transporter, ATP-bindendes Protein 0,44 0,90 -0,42
CMM_2283 - Metall ABC Transporter, Substratbindeprotein 1,00 1,76 *-0,12
CMM 2804 - Transkriptionsregulator, MarR-Familie *0,11 1,17 *-0,04
CMM_0243 sigY RNA-Polymerase Sigmafaktor, ECF-Subfamilie 0,92 1,26 0,36
CMM_1466 - Monooxygenase 0,41 1,20 *-0,02
CMM_1680 - short chain Dehydrogenase/Oxidoreduktase *.0,12 0,75 -0,52
(EC1.1.1.9)
CMM_1945 - Acyl-CoA-Dehydrogenase 0,95 1,02 -0,20
CMM_1946 - Oxidoreduktase/Monooxygenase 0,83 0,99 *0,15
CMM_2401 - konserviert hypothetisches Protein, CoA-bindend 0,79 1,36 0,21
CMM_1910 - hypothetisches Protein *0,21 0,83 -0,21
CMM_2293 - hypothetisches Protein 0,34 0,72 *0,17
Cluster Il
CMM_0183 - Aminotransferase 1,42 1,64 0,92
CMM_1336 metY O-Acetylhomoserin(Thiol)-Lyase (EC 2.5.1.49) 0,70 1,57 0,95
CMM_1960 - Peptid ABC Transporter, Substratbindeprotein 1,21 2,17 1,10
CMM_1406 - konserviertes, sekretiertes Protein 1,35 1,59 1,08
CMM_2358 - hypothetisches Membranprotein 0,49 1,19 1,01
Cluster 11l
CMM 0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -2,12 -1,98 -1,32
CMM_0881 - Zucker ABC Transporter, Permease -1,90 -1,84 -0,99
Cluster IV
CMM_0877 araD L-Ribulose-5-Phosphat-4-Epimerase (EC 5.1.3.4) -1,10  -1,23 -0,25
CMM _0878 araA L-Arabinose-Isomerase (EC 5.3.1.4) -1,47 @ -1,51 -0,66
CMM_0866 - a-Glucosid ABC Transporter, Substratbindeprotein -1,86  -1,53 -0,26
CMM_0867 - o-Glucosid ABC Transporter, Permease -1,57 -1,54 -0,27
CMM 0879 - Zucker ABC Transporter, Substratbindeprotein -0,43 | -1,13 -0,17
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Einem Drittel der in Cluster | und Teilen des Clusters Il (Cluster IIY) zusammengefassten Gene,
die bei QS-10min induziert waren, war keine oder nur eine generelle Funktion (Gruppe V)
zuzuordnen. Die meisten Gene dieser Cluster gehdren zu Gruppe IV (Potentiell relevant fiir
phytopathogene Interaktion); darunter 8 fiir Peptid-, polare Aminosduren- und anorganische
lonen ABC Transporter und zwei fir Regulatoren (sigY und CMM_2804) codierende Gene.
Weiterhin zeigten 4 wahrscheinlich dem Methionin-Metabolismus zugehoérige Gene den
gleichen Effekt (Induktion nach 10 min). Die Gene der Cluster Ill und IV (verringerte
Genaktivitdt) codieren fiir einen Zucker ABC Transporter (CMM_0879-CMM_0881), einen
a-Glucosid ABC Transporter (CMM_0866-CMM_0867) sowie eine Epi- (AraD) und eine
Isomerase (AraA). Eine Regulation dieser Transporter und der beiden Enzyme aus dem
Pentosemetabolismus durch ein Quorum-Sensing-Signal kann nicht ausgeschlossen werden,
allerdings kann die Repression dieser Gene auch auf andere Faktoren wie die verringerte
Nahrstoffkonzentration im stationaren Uberstand zuriickzufiihren sein. Anzumerken ist hier,
dass diese Gene in der spat-logarithmischen Wuchsphase und nach Zugabe von Tomaten-
blatthomogenat oder a-Tomatin ebenfalls reprimert waren. Die Induktion der Gene aus
Cluster | und II” kdnnte ebenso wie die Repression der Gene aus Cluster Il und IV sowohl als
Anpassung an das nahrstoffarme Kulturmedium als auch als Reaktion auf ein Signalmolekdl
im Uberstand der stationiren Kultur interpretiert werden.

Eine mogliche Regulation pathogenitadtsrelevanter Gene durch Quorum-Sensing konnte
unter diesen Versuchsbedingungen nicht gezeigt werden. Lediglich ein Gen (ppaC,
CMM_0044), das an der Ausbildung eines virulenten Phanotyps beteiligt ist, zeigte nach 6-
stiindiger Kultivierung in stationidrem Uberstand eine zweifach stirkere Expression als unter
den Kontrollbedingungen (Cluster I, Daten im Anhang Tabelle 8.25).

Quorum-Sensing ist nicht nur von der Populationsdichte der Kultur sondern auch von den
jeweiligen Umweltbedingungen, wie dem verwendeten Medium, abhangig. Bei Rhizobium
leguminosarum bv. viciae kann der Haupt-Autoinducer z.B. nach Anzucht in komplexem
Medium nachgewiesen werden (Lithgow et al., 2000). Vibrio fischeri hingegen synthetisiert
in komplexen Medien einen QS-Inhibitor, so dass eine QS-abhdngige Genregulation nur in
Minimalmedium beobachtet werden kann (Eberhard, 1972). Fir weitere Untersuchungen
einer Populationsdichte-abhdngigen Genregulation bei Cmm sollten dementsprechend
verschiedene Voll- und Minimalmedien getestet werden. Auch eine Supplementierung des
prakonditionierten Mediums mit Glucose und/oder weiteren Nahrstoffen konnte sinnvoll
sein, um eine durch das limitierte Nahrstoffangebot bedingte Anderung der Genexpression
zu vermindern. Zudem ist zu beachten, dass eine kritische Autoinducer-Konzentration
moglicherweise schon vor Erreichen der stationaren Wuchsphase erreicht wird.
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5.9 Expressionsmuster von Cmm in planta

Fiir eine genauere Untersuchung der Interaktion von Cmm mit seiner Wirtspflanze ist es
notwendig, die in planta exprimierten Gene zu identifzieren. Da die Erstellung eines
Expressionsprofils von Cmm in planta einige Probleme mit sich bringt, wurden auch in vitro
Experimente durchgefiihrt, die sowohl eine bessere Reproduzierbarkeit als auch die
Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Expression ermoglichten. Bei diesen Experimenten
wurde z.B. durch Zugabe von Xylemsaft, Tomatenblatthomogenat (5.4, S.71) bzw.
ao-Tomatin (5.7, S. 99) zu Cmm-Kulturen in M9-Minimalmedium versucht, das Habitat von
Cmm in der Pflanze wenigstens partiell zu simulieren. Bei der Aufnahme des
Expressionsmusters in planta ist zu beachten, dass aufgrund von Parametern wie der
Infektionsmethode, der Anzahl an Zellen, die zur Infektion eingesetzt wurden, der
Entfernung von der Infektionsstelle und der Bakteriendichte im Pflanzengewebe, welches
zur RNA-Isolierung verwendet wurde, Unterschiede in der Genexpression zu erwarten sind.
Ein nahezu identisches Expressionsprofil aller Bakterien in einer infizierten Pflanze ist im
Gegensatz zu den in vitro Bedingungen sicherlich nur zu wenigen Zeitpunkten der Infektion
(z.B. unmittelbar nach der Infektion) oder gar nicht zu erwarten. Technisch war es zudem
aufwandig, die fur die Durchfihrung eines Microarrayexperiments benotigte RNA-Menge
aus infizierten Tomaten zu isolieren. Bei den in vitro-Experimenten wurden mindestens
4 x 10° Zellen bendtigt, um genligend RNA fiir einen Microarray zu gewinnen.

Flr das Experiment wurden in drei unabhdngigen Ansdtzen je zehn 4 Wochen alte Pflanzen
durch Punktieren der Fiederblattstiele (4-6 Fiederblattstiele pro Pflanze) und anschlieRendes
Auftropfen von 10 pl einer NCPPB382-Bakteriensuspension (1 x 10° Bakterien/ml) auf den
punktierten Bereich infiziert (siehe 4.20.1.5, S. 57). Zehn Tage nach der Infektion wurde das
punktierte Gewebe abgetrennt, unter Zugabe von flissigem Stickstoff homogenisiert und
aus dem Homogenat RNA isoliert. Als Kontrollen fiir das Microarrayexperiment wurden RNA-
Proben verwendet, die aus drei NCPPB382-Kulturen in der logarithmischen Wuchsphase
isoliert wurden (M9-Minimalmedium; ODsgg = 0,5; 18,6 h nach Animpfen des Mediums). Die
RNA, die aus infiziertem Pflanzengewebe isoliert wurde, kann sowohl von Cmm als auch von
der Pflanze stammen. Da die bakterielle RNA nicht von der pflanzlichen getrennt werden
kann, wurde fiir die cDNA-Synthese von RNA aus infizierten Pflanzen die doppelte Menge an
RNA (20 statt 10 pg) verwendet. Fiir die reverse Transkription der RNA-Proben, die aus
Flassigkulturen isoliert wurden, wurden standardmaBig 10 ug RNA eingesetzt.

Im Vergleich zu den in vitro Bedingungen wurden 42 % aller 3131 Cmm-Gene in planta
verstarkt (667 Gene) bzw. vermindert (658 Gene) exprimiert (Abbildung 5.27). Die
Besiedlung des Xylems, die Replikation in planta und die Interaktion mit der Tomatenpflanze
bewirken also ein Expressionsprofil, welches sich massiv von dem in Flussigkultur
unterscheidet.
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Abbildung 5.27: Scatterplot des vergleichenden Expressionsprofils von NCPPB382 10 Tage nach Infektion von
Tomatenpflanzen zu NCPPB382-Zellen einer M9-Minimalmedium-Flissigkultur in der logarithmischen Wuchs-
phase (4 g Glucose/L). Griine Rauten: M < -0,93; rote Dreiecke: M > 0,93, graue Quadrate: nicht differentiell
exprimierte Gene. Schwellenwerte: p <0,05;n>7; A>7,50.

Von mehr als einem Drittel der differentiell exprimierten Gene ist bislang keine oder nur eine
generelle Funktion (Gruppe V) bekannt. 18,7 % der Gene wurde eine Funktion im
Metabolismus (Gruppe 1), 10,9 % eine Funktion in der Informationsspeicherung und
-prozessierung (Gruppe lll) und 5,6 % eine Beteiligung an zelluldaren Prozessen (Gruppe II)
vorhergesagt. Von den 372 Genen (28,1 %), die der Gruppe IV (Potentiell relevant fiir die
phythopathogene Interaktion) zugeordnet waren, codierten 163 Gene fiir Transporter und
107 fiir Regulatoren (Tabelle 5.18). Die hohe Anzahl an Transportern und Regulatoren, deren
Expression in planta modifiziert wird, lasst darauf schlieRen, dass Cmm seinen Metabolismus
sehr stark an das Habitat Xylem und insbesondere die Expression der Transporter den zur
Verfiigung stehenden Nahrstoffen anpasst. So scheint z.B. der Phosphatgehalt 10 Tage nach
Infektion im Infektionsbereich ausreichend hoch zu sein, dass Gene, die fir den Phosphat-
ABC-Transporter codieren (CMM_2506-CMM _2508), reprimiert waren, wahrend zwei fir
Low dffinity-Phosphatpermeasen codierende Gene (CMM _0453, CMM_2084) induziert
waren (Tabelle 8.27 im Anhang, S. 188).

Tabelle 5.18: Differentielle Genexpression von Cmm 10 Tage nach Infektion 4 Wochen alter Tomatenpflanzen
im Vergleich zur Genexpression in der logarithmischen Wuchsphase in M9-Minimalmedium. Daten von 3
biologischen Replikaten. Schwellenwerte: M > |0,93]|; p < 0,05; n = 7; A > 7,50. Die Anzahl aller differentiell
exprimierten Gene ist in Klammern angegeben.

Gruppe Anzahl Anzahl
induzierter Gene: reprimierter Gene:
M20,93 (667) M<-0,93 (658)
| Metabolismus 112 136
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus
Glycolyse 6 5
Pentose-Phosphatweg 2 8
Citrat Zyklus 2 12
oxidative Phosphorylierung 1 6
Ubrige Zucker und andere C-Verbindungen 4 6
Pyruvat, Umwandlungsreaktionen verschiedener 1 1

Energietrager (ATP; PO4; NAD(P))
n-Glycan (Glucosidasen) 12 4
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Aminozucker

Nukleotidzucker

Inositol

Epimerasen / Isomerasen
Zuckeraktivierung (Phosphatasen)
Aminosduren

Aminotransferasen

Asparagin, Aspartat, Glutamin, Glutamat, Alanin
Prolin, Arginin

Glycin, Serin, Threonin

Lysin, Valin, Threonin

Histidin

aromatische AS (Tryptophan, Phenylalanin, Tyrosin)
Methionin, Cystein

Harnstoff

Katabolismus und Proteinmodifikation
Nukleotide

Purin

Pyrimidin

Nukleotide, Rest

Lipide

Fettsauren

Carotinoid-/Chinonvorstufensynthese (Steroidbiosynthese)

Lipide, Rest

Coenzyme
Pantothenat

Vitamin B6

Riboflavin
Nicotinsaure

Thiamin

Folsdure

Hamoglobin
Menachinon
Molybdan

Lipoat
S-Adenosyl-Methionin
Sekunddrmetabolismus
Phosphat

Eisen

Chalcon, Lantibiotikum
Carotinoid

Il Zelluldre Prozesse
Zellzyklus

Teilung
Partitionierung
Zellwand
Peptidoglycanbiosynthese
Undecaprenol
Teichonsauren
Glycosyltransferasen
Zelloberflache
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Sortasen

EPS-Cluster |

EPS-Cluster Il

EPS-Cluster lll

EPS-Cluster IV

11l Informationsspeicherung und -prozessierung
Replikation

Replikation

DNA Polymerasen

Reparatur

Glycosylasen (z.T. an Reparatur beteiligt)
Methylierung

Nukleasen

Rekombination

Transposasen etc.

Replikation, Rest

Transkription

Transkription

weitere an der Transkription beteiligte Proteine
Translation

ribosomale Proteine

tRNAs

Initiation, Elongation, Termination
Translation, Rest

GTP Bindeproteine

IV Potentiell relevant fiir phytopathogene Interaktion

Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung
ABC, Energiemetabolismus
ABC, Zellteilung

ABC, Aminosauren

ABC, Zucker

ABC, Zellwand

ABC, anorganische lonen

ABC, Abwehr

Permeasen, ohne weitere Zuordnung
Permeasen, Energiemetabolismus
Permeasen, Aminosauren
Permeasen, Nukleotide
Permeasen, Zucker

Permeasen, anorganische lonen
Permeasen, Abwehr
Transporter, Energie

Kanale
Phosphotransferasesysteme
Proteintransport

Sec-System

Tat-System

Signalpeptidase

Konjugation
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Regulatoren
Transkriptionsregulatoren
Zwei-Komponenten-Regulatoren
Sigmafaktoren

Histon ahnliche Proteine
Serin/Threonin Protein-Phosphatasen
weitere Regulatoren (Proteinebene)
Stress

Hitzeschock, Chaperone
Clp-Proteasen

Kalteschock
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
Alkalischock

generelle Schockproteine

Resistenz

Hydroperoxid

Thioredoxin

Kupfer

Radikale (Fenton)
Eisen/Schwefel-Cluster

Antibiotika

Sonstige: Restriktionsenzym, Cytochrom, Hamoglobin
Mycothiol

extrazellulare Enzyme
extrazellulare Serinproteasen
Pseudogene, extrazelluldre Serinproteasen
weitere extrazelluldre Proteine (z.B. Cellulasen, Tomatinase,
Xylanasen)

intrazelluldre Proteasen
Metalloproteasen

Serinproteasen

V Schlecht/kaum charakterisiert
generelle Funktionszuordnung
Methyltransferasen

SAM abhédngige Methyltransferasen
Dehydrogenasen
Acetyltransferasen

ATPasen

Hydrolasen

Nukleotid Bindeproteine

Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine
hypothetische Proteine

Pseudogene
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Mehr als die Halfte der in der spat-logarithmischen Phase um mindestens 1,6-fach

induzierten oder reprimierten Gene (112 von insgesamt 202 Genen mit M 2|0,7|und

Kriterien flr p, n und A erfillt) zeigten auch bei dem wuchsphasenabhangigen Experiment

den gleichen Trend. Dies konnte darauf hindeuten, dass sich die aus dem Infektionsbereich

reisolierten Cmm-Zellen, soweit sich dies mit einer Wuchskurve in Flissigkultur vergleichen

ldsst, in dem Ubergang von der logarithmischen in die stationdre bzw. in der stationiren
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Wuchsphase befinden. Es kdonnte aber auch moglich sein, dass dieser Effekt auf einer
generell geringeren Wachstumsgeschwindigkeit in planta basiert.

Wichtig fur die Interaktion von Cmm mit der Wirtspflanze kénnte unter anderem sein, dass
63 Gene, deren Genprodukte wahrscheinlich an der Zelloberfliche von Cmm lokalisiert sind
(58 hypothetische oder konserviert hypothetische Membranproteine, 4 Zelloberflachen-
proteine: CMM_0150, CMM 0430, CMM _0501, CMM _ 0912 und 1 Hamagglutinin:
CMM_0431), sowie ein fir ein Perforin codierendes Gen (CMM_2382) eine verstarkte
Expression aufwiesen. An der Zelloberflache exponierte Proteine wie Adhdsine oder andere
Oberflachenstrukturen wie Exopolysaccharide (EPS) kdnnen eine Anlagerung des Pathogens
an die Wirtszellen und/oder einen Zell-Zellkontakt der einzelnen Bakterien vermitteln und
die Bildung eines Biofilms unterstitzen. So scheint auch die EPS-Struktur von Cmm in planta
modifiziert zu werden, da fir die meisten Gene, die fiir EPS-Proteine der Cluster Il und lll,
deren Regulatoren oder deren Transporter codieren, eine Induktion (EPS-I; CMM_0819-
CMM_0837) bzw. eine Repression (EPS-IIl; CMM_1006-CMM_1030) festzustellen war (Daten
im Anhang in Tabelle 8.27, S. 188). Eine differentielle Expression des Haupt-EPS (EPS-1V;
CMM_1597-CMM _1609), dessen Zusammensetzung bereits genau analysiert wurde
(Bermpohl et al., 1996), war in der Pflanze nicht zu verzeichnen.

Entgegen der Erwartung, dass pathogenitatsrelevante Gene in der Pflanze stark exprimiert
werden, waren alle signifikant differentiell exprimierten Gene der Gruppe ,extrazelluldare
Enzyme“ 10 Tage nach Infektion der Tomatenpflanzen reprimiert, unter diesen auch celA,
chpC und ppaC, fir die experimentell nachgewiesen wurde, dass sie fir eine vollstandige
Virulenzauspragung essentiell sind (Tabelle 5.19).

Tabelle 5.19: Auswahl an Genen der Gruppe ,extrazelluldre Enzyme”. Differentiell exprimierte Gene sowie
weitere Gene, die fiir Serinproteasen der Chp-, Ppa- oder Sbt-Familien codieren. Fett: differentiell exprimierte
Gene; *: Kriterium flr p nicht erfillt.

GenDB-ID Genname mogliche Funktion M-Wert
pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease -2,48
pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease -1,34
CMM_0052 chpC extrazelluldre Serin-Protease -2,59
CMM_0059 chpG extrazelluldre Serin-Protease -1,65
CMM_PSEUDO_0008 chpA' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease -1,92
CMM_PSEUDO_0005  chpD' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease -1,19
CMM_PSEUDO_0006  chpD' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease -1,05
CMM_0042 ppaB1 extrazelluldre Serin-Protease -1,25
CMM_0050 ppaB2 extrazelluldre Serin-Protease -1,11
CMM_0044 ppaC extrazelluldre Serin-Protease -1,52
CMM_0075 ppaD extrazelluldre Serin-Protease -2,41
CMM_0071 ppaE extrazelluldre Serin-Protease -1,13
CMM_1942 ppaG extrazelluldre Serin-Protease -1,03
CMM_1948 ppal extrazelluldre Serin-Protease -0,99
pCM1_0023 ppal extrazelluldre Serin-Protease -2,06
CMM_0070 sbtA Subtilisin-dhnliche Serin-Protease (EC 3.4.21.-) -1,36
CMM_2535 sbtB Subtilisin-dhnliche Serin-Protease (EC 3.4.21.-) -1,19
pCM1_0020 celA Cellulase (EC 3.2.1.4) -1,62

CMM_2443 celB Cellulase (EC 3.2.1.4) -0,93
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pCM2_0054 pat-1 extrazelluldre Serin-Protease -0,88
CMM_0039 chpE extrazellulare Serin-Protease -0,31
CMM_0053 chpF extrazellulare Serin-Protease *0,03
CMM_PSEUDO_0009  chpA' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease -0,38
CMM_PSEUDO_0010 chpA' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease *-0,01
CMM_PSEUDO_0017  chpB' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease -0,45
CMM_PSEUDO_0018  chpB' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease -0,64
CMM_PSEUDO_0007  chpD' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease *-0,20
CMM_0041 ppaA extrazellulare Serin-Protease -0,45
CMM_0764 ppaF extrazellulare Serin-Protease -0,51
CMM_1947 ppaH extrazelluldre Serin-Protease 0,77
CMM_2536 sbtC Subtilisin-dhnliche Serin-Protease (EC 3.4.21.-) 0,71

Auch pat-1, welches neben celA sicherlich als einer der wichtigsten Virulenzfaktoren
anzusehen ist, wies einen M-Wert von -0,88 auf. Mit Ausnahme von ppaH und sbtC, die nicht
in der chp-tomA-Region lokalisiert sind und um etwa das 1,7-fache induziert waren, zeigten
alle weiteren Gene, die fur Serinproteasen der Chp- bzw. der Ppa-Familie codieren aber
einen M-Wert 2 -0,93 aufwiesen, ebenfalls in planta ein leicht verringertes Transkriptlevel
(Tabelle 5.19). Damit war 10 Tage nach Infektion fiir diese Gene weitestgehend der gleiche
Effekt festzustellen wie unter in vitro Bedingungen durch Zugabe von Tomatenblatt-
homogenat (5.4.2, S. 77). Das gleiche traf flir CMM_1624 (Transkriptionsregulator der TetR-
Familie) zu, dessen Inaktivierung zu einer leichten Verminderung der Virulenz fihrte (5.6,
S.91). Somit scheint durch Zugabe bestimmter Pflanzenmetabolite in vitro zum Teil das
Expressionsmuster von Cmm in planta widergespiegelt zu werden. Das verringerte
Transkriptlevel der extrazelluldren Enzyme konnte eventuell darauf zurtickzufiihren sein,
dass diese Gene nur zu bestimmten Phasen der pathogenen Interaktion induziert oder
reprimiert werden.

Obwohl die fiir Cellulasen codierenden Gene (celA und celB) nach 10 Tagen in der Pflanze
weniger stark exprimiert wurden als in M9-Minimalmedium, war eine Induktion von
CMM_2594 (M = 1,14), das fiir die Cellobiose-spezifsche [IB-Untereinheit des Phosphotrans-
ferasesystems codiert, zu verzeichnen. Vorausgesetzt, dass die Expression dieses Gens durch
Cellobiose induziert wird, ware anzunehmen, dass in dem verwendeten Pflanzengewebe im
Gegensatz zum Minimalmedium, welches keine Cellulose oder Cellobiose enthilt,
physiologisch hohe Konzentrationen an Cellobiose vorliegen. Folglich wéare die Cellulase-
aktivitat in dem Gewebe trotz verringerter Expression von celA und celB hoch genug, um
ausreichende Mengen an Cellobiose freizusetzen. Allerdings erklart dies nicht die Repression
der Cellulase-Gene. Moglich ware, dass mit fortschreitender Degradierung des Gewebes
vermehrt auch cytoplasmatische Komponenten der Pflanze freigesetzt werden, die
reprimierend auf die Expression extrazellularer Enzyme wirken.
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6 Diskussion

6.1 Uberpriifung der Funktionalitit des Microarrays Cmm3kOLI

Zur Analyse der Expressionsmuster von Cmm NCPPB382 wurde in dieser Arbeit der
Microarray Cmm3kOLI verwendet, der 50- bis 70mer Oligonukleotide zu 3131 manuell
annotierten Genen des untersuchten Wildtypstamms enthalt (siehe 5.2.) Aufgrund
technischer Varianzen weisen die M-Werte (log, der Differenz der Signalintensitdten) bei
bisher beschriebenen Experimenten immer eine gewisse Streuung auf. Bei einem fiir den
Xanthanproduzenten Xanthomonas campestris pv. campestris spezifischen Microarray (4553
annotierte Gene) wiesen z.B. bei einer Testhybridisierung 99 % aller Gene einen M-Wert
zwischen -0,3 und 0,3 aber auch zwei Gene einen M-Wert < -1 auf (Serrania et al., 2008).
Ahnliche Werte wurden auch bei Microarrayanalysen fiir das stickstofffixierende
Sinorhizobium meliloti (S. meliloti) und fir die beiden Gram-positiven Corynebakterien
C. glutamicum und C. jeikeium erhalten. So wiesen bei S. meliloti nur 2 von 5668 Genen
einen M-Wert > |0,9| auf (Riiberg et al.,, 2003). Bei den Validierungsexperimenten der
Microarrays fir den opportunistischen Krankheitserreger C. jeikeium, der zur Hautflora des
Menschen gehort, und den Aminosdureproduzenten C. glutamicum wiesen je 99 % der
untersuchten Gene einen M-Wert zwischen -0,8 und 0,8 bzw. zwischen -0,59 und 0,52 auf
(Huser et al., 2003; Brune et al., 2006). Fiir Cmm3kOLI wurde eine vergleichbare Varianz der
M-Werte bestimmt: 99 % aller Gene hatten einen M-Wert zwischen -0,3 und 0,3. Einen M-
Wert > |0,6|wiesen lediglich vier Gene auf, bei denen allerdings auch nur maximal 2 der
insgesamt 12 Replikate (4 genspezifische Spots auf je 3 Microarrays) ausgewertet werden
konnten und die daher nicht in die Analyse eines Microarrayexperiments einbezogen werden
wirden.

In einem weiteren Testexperiment wurde Uberprift, ob mit den verwendeten Methoden,
die fiir Cmm im Rahmen dieser Arbeit erstmals etabliert wurden, differentiell exprimierte
Gene identifiziert werden kdnnen. Denn insbesondere durch zu lange Inkubationszeiten bei
der Probenentnahme und der RNA-Isolierung kann RNA degradiert und somit das
Transkriptionsprofil verfdlscht werden (Conway & Schoolnik, 2003). Die Auswertung des
Testexperiments, in dem die Genexpression einer spat-logarithmischen mit der einer
logarithmischen NCPPB382-Kultur verglichen wurde, ergab, dass Uberwiegend Gene der
Gruppe Informationsspeicherung und -prozessierung (vor allem der Proteinbiosynthese)
sowie zahlreiche Enzyme und Transporter des Energiemetabolismus reprimiert waren. Eine
Repression dieser Gene war aufgrund des Verbrauchs essentieller Nahrstoffe und der
moglichen Anreicherung wachstumshemmender Stoffwechselprodukte, durch die der
Ubergang in die stationdre Phase und somit auch eine Verringerung der
Wachstumsgeschwindigkeit eingeleitet wird, zu erwarten. Fir E. coli und Salmonella sp. sind
diese und weitere Effekte des Ubergangs in die stationdre Phase und/oder einer
Verringerung der Wuchsgeschwindigkeit genau untersucht (Bremer & Denis, 1996; Hengge-
Aronis, 1996; Grunberg-Manago, 1996; Keener & Nomura, 1996).

Die Ergebnisse des Wuchsphasen-abhdngigen Microarrayexperiments bestatigten die
Funktionalitat der fir Cmm verwendeten Methoden. Zudem konnten die Daten dieses
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Experiments fur die Analyse anderer Versuchsbedingungen herangezogen werden, um zu
Uberprifen, ob aufgrund des Experimentdesigns zusatzlich zu den zu untersuchenden
Variablen auch Wuchsphasen-abhdngige Effekte detektiert wurden.

6.2 Expressionsmuster von Cmm in einem in vitro-System und in planta

In vitro Experimente haben den Vorteil, dass sie unter genau definierten Bedingungen
reproduziert, zeitliche Expressionsverldufe z.B. nach Zugabe einer bestimmten Substanz
aufgezeichnet werden konnen und die Entnahme der Zellen und die anschlieRende RNA-
Isolierung relativ einfach durchfiihrbar sind. Daher ware es von Vorteil, ein geeignetes
in vitro-System fir die Untersuchung der pathogenen Interaktion von Cmm mit seiner
Wirtspflanze zu entwickeln. Die Herstellung eines kiinstlichen/artifiziellen Mediums, welches
exakt die Umgebung von Cmm in planta widerspiegelt, ist unrealistisch. So ist z.B. die
Zusammensetzung des Xylemsafts sehr komplex und von vielen Faktoren, wie dem
Nahrstoff- und Mineraliengehalt des verwendeten Substrats sowie deren Verfligbarkeit, der
Transpirationsrate, der Tageszeit und dem Alter der Pflanze abhdngig (Marschner, 1997).
Des Weiteren hat Cmm wahrend verschiedener Infektionsphasen auch Kontakt zu anderen
Gewebetypen als dem Xylem und auch zu intrazelluldren Bestandteilen der Pflanze, die z.B.
durch die Mazerierung des Gewebes durch das Pathogen freigesetzt werden kdnnen. Daher
wurde getestet, ob ein mit Pflanzenhomogenat supplementiertes Minimalmedium als
in vitro-System zur Untersuchung der pathogenen Interaktion von Cmm mit der Tomate
verwendet werden kann.

Die Analyse des Expressionsprofils einer NCPPB382-Kultur in mit 5% Tomatenblatt-
homogenat supplementiertem Minimalmedium im Vergleich zu dem einer Kultur in
unbehandeltem Minimalmedium zeigte, dass sowohl 12 min nach Zugabe des Homogenats
(Ansatz 1) als auch nach ldangerer Anzucht in supplementiertem Medium (Ansatz Il) der
grofRte Anteil differentiell exprimierter Gene (50 % nach 12 min, 56 % nach 12 h) der Gruppe
IV zugeordnet, also potentiell relevant fir die phytopathogene Interaktion war. 10 (Ansatz 1)
bzw. 21 Gene (Ansatz Il) dieser Gruppe, darunter auch chpC, ppaA, ppaC und celA, codieren
fur extrazellulare Enzyme und wiesen im Vergleich zu der Kultur in Minimalmedium ein
verringertes Transkriptlevel auf. Insbesondere die extrazellularen Enzyme scheinen fiir die
erfolgreiche Kolonisierung und den virulenten Phdnotyp von Cmm von grofRer Bedeutung zu
sein, da sie aullerhalb der Bakterienzelle z.B. pflanzliches Gewebe degradieren und dadurch
eine verbesserte Nahrstoffzufuhr ermoglichen, aber eventuell auch Signalmolekiile fir die
pathogene Interaktion freisetzen konnen (Daniels et al., 1988; Alfano & Collmer, 1996;
Dreier et al., 1997; Jahr et al., 2000; Gartemann et al. 2008). Fiir einige dieser extrazellularen
Enzyme wie die plasmidcodierten Pat-1 und CelA sowie ChpC, PpaA und PpaC (Gene in der
chp/tomA-Region lokalisiert) wurde bereits gezeigt, dass sie fur eine vollsténdige
Virulenzauspragung essentiell sind, da entsprechende Mutanten nur noch eingeschrankt
virulent waren (Meletzus et al., 1993; Dreier et al., 1997; Jahr et al., 2000; Stork et al., 2008;
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Abt & Eichenlaub, unveroffentlicht). Die Repression dieser Gengruppe in mit Tomatenblatt-
homogenat supplementiertem Medium war daher zundchst sehr verwunderlich. Es war
anzunehmen, dass entweder das gewahlte in vitro-System nicht geeignet ist, die
Genexpression wahrend der Interaktion von Cmm mit der Tomate widerzuspiegeln oder nur
eine bestimmte Phase dieser Interaktion reprasentiert wird. Moglich ware z.B., dass die
extrazelluldren Enzyme insbesondere in den friihen Phasen der Interaktion, also der
Infektion und der anfanglichen Besiedlung des Xylems, verstarkt gebildet werden. Die
Anreicherung degradierten Pflanzenmaterials in spateren Infektionsphasen, die in vitro
eventuell durch Tomatenblatthomogenat simuliert wurde, kénnte hingegen zu einer
Repression der entsprechenden Gene fithren. Zum Beispiel konnten Endprodukte der
Enzymreaktionen als Corepressor fungieren.

Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass nach langerer Kultivierung in mit
Tomatenblatthomogenat angereichertem Medium (Ansatz IlI) einige Gene aus der tomA-
Region induziert waren, darunter auch Gene, die fir verschiedene B-Glycosidasen (bglE,
bglF, bglH, bgll) und eine Zuckerpermease codieren. Daher kann angenommen werden, dass
B-Glycoside, eventuell auch durch die induzierte Permease, zur Energiegewinnung
aufgenommen wurden und intrazelluldr durch spezifische B-Glycosidasen gespalten wurden.
Nach 12-minitiger Inkubation mit dem Homogenat wurden diese Gene nicht verstarkt
exprimiert. Dies konnte bedeuten, dass Cmm andere Kohlenstoffquellen bevorzugt, die zu
diesem Zeitpunkt durch das Pflanzenhomogenat noch in ausreichend hohen
Konzentrationen im Medium vorhanden waren. Der Unterschied in der Nahrstoff-
zusammensetzung und -konzentration nach kurzer (12 min) oder langerer Kultivierung (12 h)
mit Homogenat konnte auch der Grund dafiir sein, dass einige Gene, die fiir Transporter
codieren, nur unter einer der beiden Bedingungen induziert (z.B. nach 12 min Transporter
flr Peptide oder polare Aminosduren) oder reprimiert (verschiedene Zuckertransporter)
waren. Solange sich Cmm ausschlie8lich im Xylem befindet, konnten die B-Glycosidasen
besonders wichtig sein, um B-glycosidische Verbindungen, die zum Beispiel durch die
Cellulase freigesetzt werden koénnen, zu verwerten. Ob und inwiefern die
B-Glycosidasen, deren Gene in der chp/tomA-Region lokalisiert sind, fur Cmm bei der
Kolonisierung der Pflanzen essentiell sind, ist noch zu prifen. Denn neben den neun Genen
in dieser Region codieren weitere 9 chromosomale Gene ebenfalls flir B-Glycosidasen. Diese
Vermutung wird durch die Tatsache, dass der Cmm-Stamm CMM101B330-18, in dem die
durch direct repeats begrenzte chp/tomA-Region deletiert ist, in planta nur noch einen
maximalen Titer von 2,8 x 10* Bakterien/g Pflanzenhomogenat (Titer des Wildtypstamms:
8 x 109) erreichte und keine Krankheitssymptome auslésen konnte (Schott, 2004; Gartemann
et al., 2008).

6.2.1 Charakterisierung des TetR-Regulators CMM_1624

Zur Aufklarung der Prozesse, die es Cmm ermoglichen, die Tomate zu besiedeln und die
charakteristischen Krankheitssymptome auszuldsen, ist es auch wichtig, zu verstehen, in
welcher Weise diese Prozesse reguliert werden. Transkriptionsregulatoren, die essentielle
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Gene fiir die pathogene Interaktion regulieren, sind fiir Cmm bislang nicht beschrieben. Auch
Versuche, mogliche Regulatoren von celA und pat-1 mittels einer kombinierten DNA-
Affinitatschromatographie und MALDI-TOF-Massenspektrometrie zu identifizieren, waren
nicht erfolgreich (Mayer, 2006). Daher war es sehr interessant, dass in mit
Tomatenblatthomogenat versetztem Medium neben den fiir extrazellulire Enzyme
codierenden Genen auch CMM 1624, das fir einen moglichen Transkriptionsregulator der
TetR-Familie codiert, reprimiert war. Nach 12-min(tiger Kultivierung mit dem Homogenat
zeigte zudem sigY (codiert fir einen Sigmafaktor der ECF-Subfamilie) eine erhohte
Expression. Ob die differentielle Expression von CMM_1624 unter diesen Bedingungen auch
eine Funktion in der pathogenen Interaktion impliziert, wurde in Pflanzentests mit zwei
CMM_1624-Mutanten (Cmm1624 und CMM101_1624), die mittels gerichteter Kassetten-
mutagenese hergestellt wurden, genauer untersucht.

Cmm1624 enthdlt beide endogenen NCPPB382-Plasmide, CMM101_1624 nur pCM1, auf
dem celA lokalisiert ist. Die Infiltration beider Mutanten sowie ihrer entsprechenden
Wildtypstamme (NCPPB382 und CMM101) fiihrte bei allen drei getesteten Nichtwirts-
pflanzen (Mirabilis jalapa aus der Nyctaginaceae-Familie und den Solanaceen Nicotiana
benthamiana und Nicotiana tabacum cv. Samsun) zu einer Hypersensitiven Reaktion (HR) im
Bereich der Infiltrationsstelle. Eine essentielle Bedeutung von CMM_1624 in der Auslésung
der HR kann demnach ausgeschlossen werden.

Im Pflanzentest mit Solanum lycopersicum (Tomate) war eine leichte aber signifikante
Verringerung der Virulenz aber nicht der Kolonisationsfahigkeit festzustellen. Pflanzen, die
mit den CMM_1624-Mutanten infiziert wurden, wurden wiahrend des 4-wdchigen
Pflanzentests weniger haufig als “tot” eingestuft und zeigten allgemein mit 51 % (Cmm1624)
bzw. 32 % (CM101_1624) seltener Welkesymptome (Kategorien “(+)“ bis “tot“) als die mit
den Kontrollstammen infizierten Pflanzen (NCPPB382: 63 %, CMM101: 57 %). Auch das
Gewicht der welkenden Pflanzen war 28 Tage nach Infektion mit den beiden Mutanten im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen signifikant erhoht. Die verringerte Virulenz war besonders
deutlich bei CMM101_1624 (pCM1%, pCM2’) zu erkennen. Im Gegensatz zu Cmm1624, bei
dem der Welkeindex im Vergleich zu NCPPB382 nur um einen Tag erhdht war (Cmm1624: WI
= 12; NCPPB382: WI = 11), konnte hier auch ein stark erhohter Welkeindex von 21 Tagen
(CMM101: WI = 12) festgestellt werden. Das Ausmal der Virulenzabschwéachung scheint also
relativ stark durch pCM2 beeinflusst zu werden.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der Pflanzentests vermuten, dass der durch
CMM_1624 codierte TetR-Regulator Prozesse reguliert, die wesentlich flr die vollstandige
Virulenz von Cmm sind. Zur weiteren Charakterisierung dieses Regulators sollen zukiinftig
z.B. durch Microarrayexperimente die Gene identifiziert werden, deren Expression durch
CMM_1624 modifiziert wird. Zudem soll Uberpriift werden, ob die bisherigen Ergebnisse
durch Komplementierung der Mutanten bestatigt werden kdnnen.



Diskussion 126

6.2.2 Analyse der Genexpression in planta

Die Analyse der Genexpression in vitro nach Zugabe des Tomatenblatthomogenats fiihrte zu
der Frage, wie die Repression essentieller Virulenzfaktoren unter dieser Bedingung erklart
werden kann. Darliberhinaus musste geklart werden, ob dieses in vitro-System geeignet ist,
zumindest partiell das Expressionsprofil von Cmm in planta widerzuspiegeln, um z.B.
zukinftige Untersuchungen zur Veranderung der Genexpression durch Inaktivierung
einzelner Gene zu vereinfachen. Bei der Analyse des Expressionsprofils in planta ist zu
beachten, dass sich die Genexpression von Cmm, welches sich iber das XylemgefaR in der
ganzen Pflanze ausbreitet und keine nur lokal begrenzte Infektion auslést, innerhalb einer
Pflanze aufgrund lokal verdanderter Bedingungen sehr stark unterscheiden kann. So kann z.B.
wahrend der Kolonisierung des Xylems die Bakteriendichte in einzelnen Pflanzenabschnitten
ausgehend von der Infektionsstelle stark variieren und das Nahrstoffangebot durch eine
lokale Degradierung pflanzlichen Gewebes sehr stark modifiziert sein. Um ein mdglichst
ahnliches Expressionsprofil der untersuchten Bakterien zu gewahrleisten, wurden die
Pflanzen Uber Verletzungen (durch Punktieren) der Fiederblattstiele infiziert und zur RNA-
Isolierung moglichst nur das punktierte Gewebe verwendet. Damit genligend RNA fiir ein
Microarrayexperiment isoliert werden konnte, wurde pro Array das Gewebe von zehn
Pflanzen (insgesamt bis zu 50 verschiedene Infektionsbereiche) 10 Tage nach Infektion (dpi)
gepoolt und fiir die RNA-Isolierung verwendet.

Der Vergleich der Genexpression von Cmm in planta mit der Genexpression einer
Minimalmediumkultur in der logarithmischen Wuchsphase zeigte, dass sich die Bedingungen
in planta 10 dpi massiv von denen in einer Minimalmediumkultur unterscheiden. 667 Gene
waren in planta induziert, 658 Gene reprimiert. Damit wiesen insgesamt 42 % aller 3131
Gene von Cmm ein verdandertes Expressionsprofil auf. Da die Zusammensetzung und
Konzentration der Verbindungen, die von Cmm verwertet werden kénnen, in der Pflanze im
Vergleich zum Minimalmedium sehr komplex ist, kann angenommen werden, dass der
Metabolismus an diese Umgebung stark angepasst ist und sich deutlich von dem unter
in vitro Bedingungen unterscheidet. Der hohe Anteil an differentiell exprimierten Genen der
Gruppe | (Metabolismus, 30 % der Gene, denen eine Funktion zugeordnet werden konnte)
und der Gene, die fur Transporter codieren (163 Gene) ist zu grolRen Teilen sicherlich als
Kennzeichen fiir die Anpassung an die spezielle Nahrstoffzusammensetzung in planta
anzusehen. Auch die Induktion oder Repression von mehr als einem Drittel aller Gene, die
flr regulatorische Proteine codieren (107 von insgesamt 288 annotierten), kdnnte in vielen
Fallen durch die Adaption an das Nahrstoffangebot begriindet sein. Durch den Vergleich mit
dem Experiment zur wuchsphasenabhdngigen Expression wurden mehr als hundert Gene,
darunter auch zahlreiche fiir ribosomale Proteine codierende Gene, identifiziert, die
in planta ein &hnliches Expressionsprofil aufwiesen. Dies kodnnte eventuell dadurch
begriindet sein, dass die Teilungsrate in der Pflanze generell niedriger ist als in der
logarithmischen Wuchsphase im Minimalmedium oder aber dies nur ein lokaler durch die
Bakteriendichte bedingter Effekt in dem zur RNA-Isolierung verwendeten Gewebe ist.

Unter den differentiell exprimierten Genen waren auch 19 Gene, die fiir extrazelluldre
Enzyme codieren. Aber entgegen der Erwartung, dass diese Gene in der Pflanze verstarkt
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exprimiert werden, zeigten sie alle dhnlich wie bei dem in vitro Experiment mit
Tomatenblatthomogenat ein verringertes Transkriptlevel. Auch hier handelte es sich mit
celA, chpC und ppaC um Gene, deren Inaktivierung, wie bereits erwdhnt, zu einer
Verringerung der Virulenz fihrt. Zudem war fir pat-1, ein weiterer essentieller
Virulenzfaktor, ebenfalls eine Repression um einen Faktor von 1,8 (M = -0,88) festzustellen.
Entsprechend zum Experiment mit Tomatenblatthomogenat war hier auRerdem das fiir
einen TetR-Regulator codierende Gen CMM_1624 reprimiert.

War die Expression der Virulenzfaktoren in dem in vitro-System also vergleichbar mit ihrer
Expression 10 Tage nach Infektion und konnte damit die Funktionalitat des in vitro-Systems
zumindest partiell gezeigt werden? Oder ist eher davon auszugehen, dass im
Minimimalmedium, welches fiir die Kontrollbedingung verwendet wurde, insbesondere
diese Gene starker exprimiert werden als wahrend der Interaktion mit der Pflanze?

Durch Analysen des Sekretoms von Cmm in Minimalmedium, in Vollmedium (TBY) und in TBY
mit zusatzlich 4 % Glucose wurde mittlerweile gezeigt, dass Cmm in M9-Minimalmedium
(4 % Glucose als C-Quelle) groRe Mengen vieler extrazellularer Proteine wie CelA, Pat-1,
ChpC und weiterer Serinproteasen bildet. Im Kulturiberstand einer Cmm-Kultur in TBY
hingegen wurden die in Minimalmedium gebildeten extrazelluldren Proteine darunter auch
CelA und Pat-1 nicht oder in deutlich geringeren Mengen nachgewiesen. Wurde dem TBY-
Medium allerdings entsprechend zum verwendeten Minimalmedium 4% Glucose
zugegeben, konnten z.B. sowohl CelA als auch Pat-1 detektiert werden. Die Konzentration
der identifizierten extrazelluldren Enzyme war allerdings geringer als in Minimalmedium
(Tews, personliche Mitteillung). Die Expression dieser Gene kann also durch Glucose
induziert und zudem durch Verwendung von Minimal- statt Vollmedium noch verstarkt
werden. Erste Analysen des Sekretoms einer Kultur in Minimalmedium mit 1%
Tomatenblatthomogenat bestédtigten partiell die in dieser Arbeit beobachtete Repression
extrazelluldrer Enzyme durch Tomatenblatthomogenat. Die Serinproteasen PpaC, PpaE, PpaF
und Ppal konnten zwar auch hier nachgewiesen werden, aber waren nur in geringeren
Mengen vorhanden als in einer Kultur in Minimalmedium (Tews, personliche Mitteillung).

Eine medienabhangige Induktion von Pathogenitdtsgenen ist z.B. flir die hrp-Gene der
Proteobakterien gezeigt, deren Produkte das Typlll-Sekretionssystem bilden bzw. (ber
dieses transportiert werden, ein Transportsystem, das in Actinomyceten allerdings nicht
vorkommt. So konnte flr hrp-Gene von Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) gezeigt
werden, dass in Vollmedium keine oder nur eine basale Expression der hrp-Gene
nachweisbar war, sie in Minimalmedium (z.B. mit Fructose und Mannitol als C-Quelle)
dagegen wie auch einige avr-Gene stark induziert waren (Innes et al., 1993; Mudgett &
Staskawicz, 1999; Brown et al., 2001; Hu et al., 2001). Zudem konnte nach Kultivierung von
Pst in Apoplasten-Extrakt fiir hrpA (codiert das Pilin-Protein des Typlll-Sekretionssystems)
ebenfalls ein hohes Transkriptlevel nachgewiesen werden, allerdings lag es sehr deutlich
unter dem, welches in Minimalmedium erreicht wurde (Rico & Preston, 2008). Ob Gene, die
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fiir extrazelluldre Enzyme codieren, in Minimalmedium generell starker exprimiert werden
als in der Pflanze, muss jedoch noch genauer untersucht werden.

Ebenso ware vorstellbar, wie es auch schon fiir einige andere Organismen gezeigt wurde,
dass die Expression der Virulenzgene von der Infektionsphase abhdngt und zu bestimmten
Zeitpunkten nur sehr geringe Transkriptlevel vorliegen kénnen. In Xylella fastidiosa wurde
z.B. gezeigt, dass eine verminderte Expression von Virulenzgenen in bestimmten
Infektionsphasen zu einem avirulenten Phanotyp flihren kann. de Souza et al. verglichen
dazu (2003 und 2005) unter zwei verschiedenen Bedingungen die Expression ausgewahlter
Gene 15 bzw. 90 Tage nach Infektion der Orange (Citrus sinensis). Unter der ersten
Bedingung wurden zur Infektion X. fastidiosa Zellen verwendet, die zuvor aus infizierten,
welkenden Cataranthen (Catharanthus roseus) reisoliert wurden (FP: first passage after
isolation) und normalerweise einen virulenten Phdnotyp aufweisen. Unter der zweiten
Bedingung wurden hingegen Zellen verwendet, die aufgrund wiederholter Anzucht auf
Agarplatten (SP: several passages in axenic cultures) avirulent waren. 15 aber nicht 90 Tage
nach Infektion war unter der FP-Bedingung fiir Gene, die fur ein Fimbrienprotein und zwei
Adhésine codieren, eine hoéhere Expression zu verzeichnen als unter der SP-Bedingung.
Unter der SP-Bedingung ist bereits in der frihen Infektionsphase, in der ein Biofilm im
XylemgefaR aufgebaut wird, eine schlechtere Kolonisierung der Pflanze zu erkennen. Daher
wird vermutet, dass die Adhdsionsproteine insbesondere in der friihen Phase zur Ausbildung
des Biofilms bendtigt werden. Eine zu geringe Expression dieser Gene wirde demnach die
Bildung des Biofilms und damit die Kolonisierung des Xylems beeintrachtigen. Vier weitere
Gene, die fiir Proteine mit einer potentiellen Funktion fir die Virulenz codieren (acrA:
precursor of drug resistance gene, xpsE: Typll-Sekretionssystemprotein, cvaC: Colicin V
precursor, msrA: Peptid Methionin Sulfoxid Reduktase) waren hingegen nur 90 Tage nach
der Infektion unter der FP-Bedingung starker exprimiert als unter der SP-Bedingung. Die
Expression dieser Gene scheint folglich insbesondere in den fortgeschrittenen Stadien der
Infektion, wenn erste Symptome sichtbar werden (Almeida et al.,, 2001), fir die
Kolonisierung oder die Ausbildung der Krankheitssymptome von Bedeutung zu sein (de
Souza et al., 2005; de Souza et al., 2003).

Auch fur extrazelluldare Enzyme von Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus wurde
mittlerweile gezeigt, dass verschiedene Virulenzfaktoren unterschiedlich stark in der Pflanze
exprimiert werden und ihre Expression oft mit bestimmten Infektionsphasen korreliert.
Gene, die fiir zwei Cellulasen (CelA, CelB) und zwei Serinproteasen (Pat0022, Pat2991)
codieren, waren bis zu 96 h nach Vakuuminfiltration von Kartoffelbldattern im Vergleich zu
finf weiteren untersuchten Genen am starksten exprimiert. Betrachtet man die Expression
der Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion, werden pat1262 (codiert eine
Serinprotease), pat2991, xyl0087 (codiert eine Xylanase) und celB insbesondere nach 24
bzw. 96 h verstarkt exprimiert, wahrend ein fiir eine Pectatlyase codierendes Gen (p/2234)
zu allen Zeitpunkten ein adhnliches Expressionsmuster zeigte. Drei flr Serinproteasen
codierende Gene, darunter auch pat0022, wiesen in planta zu allen Zeitpunkten eine
niedrigere Expression auf als in Vollmedium (Holtsmark et al., 2008).
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Auch fiir Cmm ist von Chalupowicz et al. (2010) eine Infektionsphasen-abhangige Expression
bekannter Virulenzfaktoren, die fir eine extrazellulare Cellulase (CelA) und drei Serin-
proteasen (Pat-1, ChpC, PpaA) codieren, gezeigt. Die Transkriptlevel der auf den beiden
Plasmiden lokalisierten Gene celA und pat-1 waren drei Tage bzw. einen Tag nach Infektion
der Tomatenpflanzen am hoéchsten, sanken bis zum siebten Tag nach Infektion allerdings
deutlich ab. Fir chpC und ppaA konnte die hochste Expression 4 Tage nach Infektion
festgestellt werden. Im Vergleich zur Transkriptmenge in Cmm-Zellen, die auf
Minimalmedium-Agarplatten angezogen wurden, waren celA und pat-1 in planta zu allen
Zeitpunkten verstarkt exprimiert.

Aufgrund der zeitabhadngigen Expression von Virulenzfaktoren von Clavibacter in planta in
frihen Infektionsphasen (Holtsmark et al., 2008; Chalupowicz et al., 2010) und einer starken
Expression dieser Gene in Minimalmedium mit Glucose ist es durchaus plausibel, dass 10
Tage nach Infektion die Expression dieser Virulenzfaktoren in planta geringer war als unter in
vitro-Bedingungen. Da durch Zugabe von Tomatenblatthomogenat bezlglich der
extrazelluldren Enzyme ein dhnlicher Effekt erzielt wurde, wie in planta 10 Tage nach
Infektion, kann zudem vermutet werden, dass z.B. durch eine fortgeschrittene Degradierung
des Pflanzenmaterials in dieser Phase der Infektion Cmm auch verstarkt Kontakt zu
cytoplasmatischen Bestandteilen aus Tomatenzellen hat. Dies wiirde zum einen bedeuten,
dass das in vitro-System mit Tomatenblatthomogenat geeignet ist, das Expressionsmuster
von Cmm in der Pflanze in einer spateren Infektionsphase in Teilen widerzuspiegeln. Durch
eine Erhéhung der Homogenat-Konzentration konnte moglicherweise auch eine grofere
Ubereinstimmung der beiden Expressionsmuster erzielt werden. Zum anderen kann
angenommen werden, dass cytoplasmatische Bestandteile der Tomate eine reprimierende
Wirkung auf die Expression extrazellularer Enzyme von Cmm haben. Interessant ware es hier
z.B. mittels Reportergenfusion oder Analyse der Proteinzusammensetzung von Cmm
in planta zu Uberprifen, wie hoch die Proteinmengen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
tatsachlich sind.

6.2.2.1 In planta induzierte Gene mit moéglicher Funktion in der pathogenen Interaktion

Neben extrazelluldiren Enzymen, die der ErschlieBung von Nahrstoffen und der
SignallUbertragung dienen, spielen auch Oberflachenstrukturen und -proteine eine wichtige
Rolle in der pathogenen Interaktion. Die Anheftung des Pathogens an bestimmte
Oberflachen des Wirts ist haufig wesentlich fiir die erfolgreiche Infektion und Besiedlung der
Pflanze. Sie wird durch spezielle Oberflachenproteine wie Adhédsine vermittelt, die zudem
auch der Anlagerung einzelner Bakterienzellen aneinander dienen kdnnen. Durch
Exopolysaccharide (EPS) wiederum wird eine hydratisierte Matrix gebildet, die sowohl
Adhdsionsprozesse als auch die Aufnahme von Nahrstoffen erleichtert und einen Schutz vor
pflanzlichen Abwehrstoffen bietet (Leigh & Coplin, 1992; Niehaus et al., 1993; Kiraly et al.,
1997). Fur NCPPB382 wurden vier verschiedene EPS-Biosynthesecluster (EPS-I/wcn-Cluster:
CMM_0711-CMM_0727, EPS-ll/wco-Cluster: CMM_0819-CMM_0834, EPS-lIl/wcg-Cluster:
CMM_1006-CMM_1031 und EPS-IV/wcm-Cluster: CMM_1596-CMM _1611) identifiziert. Das
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hochmolekulare EPS, welches die mucoide Zellmorphologie auf Festmedien bedingt, wird
durch das wem-Cluster (EPS-1V) codiert. Die gezielte Inaktivierung von gmdA, wemH oder
wcml (wem-Cluster), die fir eine GDP-Mannose 4,6-Dehydratase, eine Glycosyltransferase
bzw. eine Acetyltransferase codieren, fiihrt zu einer rauhen Koloniemorphologie, die durch
die Reduktion der EPS-Menge um mindestens 90 % zu erkldren ist (Schauer, 2004). Im
Pflanzentest mit der Tomate kann im Vergleich zu NCPPB382 eine leichte Erhohung der
Biomasse und eine minimale Abschwdchung der Welkesymptome infizierter Pflanzen
beobachtet werden. Ein méglicher Grund hierfir kann eine verbesserte Wasserversorgung
der Pflanzenzellen durch eine verminderte Verstopfung des Xylems sein. Eine essentielle
Rolle dieses EPS-Clusters fiir die Pathogenitdt und Virulenz von Cmm kann z.B. im Gegensatz
zu dem Stewartan-EPS von Pantoea stewartii subsp. stewartii (Dolph et al., 1988; Nimtz et
al., 1996), oder dem EPS von Ralstonia solanacearum (Denny et al., 1988; Kao et al., 1992;
Saile et al., 1997), die wichtige Virulenzfaktoren dieser beiden phytopathogenen Bakterien
darstellen, weitestgehend ausgeschlossen werden (Bermpohl et al., 1996). Dennoch scheint
EPS-IV in der Pflanze in ebenso hohen Mengen wie in vitro gebildet zu werden, da kein
Unterschied in der Expression des wem-Clusters zwischen beiden Bedingungen beobachtet
werden konnte. Allerdings waren in planta Gene des wco-Clusters (EPS-Il) induziert und
Gene des wcq-Clusters (EPS-IIl) reprimiert. Dies lasst eine Anpassung des Exopolysaccharids
an die Bedingungen in der Pflanze vermuten. Moglich ware z.B., dass Proteine, die von dem
wco-Cluster codiert werden, eine fiir die Kolonisierung der Pflanze wichtige Veranderung des
Exopolysacharids beziglich seiner physikochemischen oder strukturellen Eigenschaften
bewirken. Neben dem wcm-Cluster (EPS-IV) wurde bislang nur ein Gen von EPS-I (wcnE:
CMM_0718) durch Inaktivierung naher charakterisiert. Weder beziiglich der Virulenz noch
der Menge des gebildeten EPS war ein Unterschied zum Wildtyp festzustellen (Schauer,
2004). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wiére es sinnvoll, insbesondere das wco-Cluster
in Zukunft genauer zu untersuchen. Zum einen kénnte durch Inaktivierung einzelner Gene
oder groRerer Bereiche von EPS-Il die Funktion dieses Clusters beziiglich der Virulenz von
Cmm untersucht werden. Zum anderen ware es interessant z.B. mittels real-time-RT-PCR
oder weiterer Microarray-Experimente die Expression der EPS-Gene zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Infektion von Tomatenpflanzen zu analysieren.

Ein weiterer moglicher Virulenzfaktor von Cmm kénnte CMM 2382 sein. In planta wurde
dieses Gen, das fur ein Perforin (MACPF Domane, membrane attack complex/perforin,
pfam01823) codiert, fast 5-mal (M = 2,25) starker exprimiert als unter in vitro-Bedingungen.
Perforine sind vor allem in der Immunabwehr von Saugern beschrieben, wurden aber auch
in pathogenen Bakterien wie Chlamydia spp. (Ponting, 1999) und Photorhabdus luminescens
(Rosado et al., 2007) identifiziert. In der Immunabwehr der Mammalia werden Perforine
nach Degranulierung der cytotoxischen T-Zellen freigesetzt und bilden Poren in der
Membran infizierter Zellen. Uber diese Poren translozierte Granzyme (Serin-Proteasen der
intrazelluldaren Granula von Abwehrzellen des Immunsystems) fiihren zum Absterben der
infizierten Zellen durch Apoptose (Pipkin & Lieberman, 2007). Mittlerweile ist durch die
Analyse der Kristallstruktur des MACPF-Proteins von Photorhabdus luminescens subsp.
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laumondii TTO1 bekannt, dass die Struktur der MACPF-Proteine sehr stark der Struktur
Cholesterin-abhangiger Cytolysine (CDC, cholesterol-dependent cytolysins) von Gram-
positiven Bakterien adhnelt, obwohl die Aminosdure-Sequenzen sehr verschieden sind
(Rosado et al.,, 2007). Daher wurde postuliert, dass Perforine einen CDC-ahnlichen
Mechanismus zur Porenbildung verwenden. Das von CMM 2283 codierte Perforin ist zu
47 % ahnlich zu dem MACPF-Protein von P. luminescens subsp. laumondii TTO1.
Poren-bildende Toxine wie Cytolysine und Perforine werden als 16sliche Proteine sekretiert
und binden an spezifischen Rezeptoren der Wirtszelle. Eine Porenbildung ist meistens erst
nach Oligomerisierung mehrerer Cytolysin- oder Perforin-Proteine zu beobachten (Gonzalez
et al., 2008; lacovache et al., 2008). Poren miissen nicht zwingend die Lyse der Wirtszelle
hervorrufen, sondern kénnen z.B. bei geringerem Durchmesser den Transport bestimmter
Verbindungen aus der Wirtszelle beglinstigen und so eine verbesserte Nahrstoffversorgung
des Pathogens ermoglichen (Bischofberger et al., 2009). Fir das Gram-positive Bakterium
Streptococcus pyogenes zeigten Madden et al. (2001) zudem, dass Streptolysin O, ein
Cholesterin-abhangiges Cytolysin, dhnlich wie das Typlll-Sekretionssystem von Gram-
negativen Bakterien den Transport von bakteriellen Proteinen in die Wirtszelle vermittelt.
Dabei wird angenommen, dass Uber das Typll-Sekretionssystem ausgeschleuste Proteine
durch eine aus Streptolysin O-Proteinen gebildete Pore in der Wirtszellmembran in das
Cytosol der Wirtszelle transloziert werden (Abbildung 6.1). Die Poren-bildende Eigenschaft
von Streptolysin O wird in der Zellkultur bereits routinemaRig zur Translokation groller
heterologer Proteine in intrazelllulare Kompartimente verwendet (Bhakdi et al., 1993).

Gram-positive bacteria bem Gram-negative bacteria .
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Abbildung 6.1: Modell des Cytolysin vermittelten Transports bakterieller Proteine in eukaryotische Wirtszellen
im Vergleich zum Typlll-Sekretionssystem Gram-negativer Bakterien. bcm: bacterial cell membrane; bom:
bacterial outer membrane; cw: cell wall; cm: cellular membrane; A: adhesive molecule; R: cellular receptor.
Abbildung aus (Madden et al., 2001).

Aufgrund der dhnlichen Struktur von Perforinen und Cholesterol-abhangigen Cytolysinen
und der Funktion des von S. pyogenes gebildeten Streptolysins O ist eine genaue
Charakterisierung von CMM_2382 von groRem Interesse. Denn dieser Mechanismus wirde
dhnlich dem Typlll-Sekretionssystem in Gram-negativen Bakterien eine direkte Manipulation
des Wirts durch Einschleusen von proteinogenen Effektoren ermoglichen. Sollte eine
Streptolysin O-dhnliche Funktion nachgewiesen werden, ware im nachsten Schritt zu
untersuchen, welche Proteine von Cmm in die Pflanzenzellen Gber diesen Mechanismus
transportiert werden.
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Wie bereits in Abbildung 6.1 zu erkennen, erfordert der fiir Streptococcus pyogenes
nachgewiesene Cytolysin-vermittelte Transport neben dem Poren-bildenden Cytolysin auch
eine z.B. durch spezifische Adhdsine vermittelte Bindung der Bakterienzelle an die Wirtszelle.
Fehlt das entsprechende Adhasin, so erfolgt trotz Expression aller weiteren Gene, die fir
diesen Mechanismus essentiell sind, kein Transport in die Wirtszelle (Ruiz et al., 1998;
Madden et al.,, 2001). Adhéasine spielen aufgrund ihrer Eigenschaft, Zell-Zellkontakte
zwischen den Bakterien oder eine Anheftung der Bakterien an Oberflachen des Wirts zu
vermitteln, unabhdngig von dem hier beschriebenen Transportmechanismus eine wichtige
Rolle fir die Virulenz von pathogenen Bakterien. Wie bereits erwahnt (6.2.2, S. 128), ist die
Expression von Adhasin-Genen von Xylella fastidiosa zu bestimmten Zeitpunkten wesentlich
fiir eine erfolgreiche Kolonisierung des Xylems der Orange (de Souza et al., 2003; de Souza et
al., 2005). Zudem zeigten Gottig et al. (2009) z.B. fiir Xanthomonas axonopodis pv. citri, dass
eine fhaB-Mutante (FhaB: Hamagglutinin-dhnliches Protein) im Pflanzentest mit Citrus
sinensis (Orange) eine verringerte Virulenz und Kolonisationsfahigkeit als der Wildtypstamm
aufweist. Unter in vitro-Bedingungen war zudem eine Beeintrachtigung der Biofilmbildung zu
erkennen. Ahnliche Effekte waren durch Inaktivierung von hecA von Dickeya (Erwinia)
chrysanthemi, das ebenfalls fir ein Himagglutinin-ahnliches Adhasin codiert, zu beobachten.
Die Mutante war darin beeintrachtigt, sich an Blatter von Nicotiana clevelandii anzulagern
und Aggregate zu bilden, und zeigte eine verminderte Virulenz auf N. clevelandii-Keimlingen
(Rojas et al., 2002). Folglich kénnte auch insbesondere das von CMM _ 0431 codierte
Hamagglutinin-ahnliche Protein, welches in planta verstarkt exprimiert wurde, von Interesse
fiir zuklinftige Untersuchungen sein.

6.3 Xylemsaft - das natiirliche Habitat von Cmm

In planta befindet sich Cmm nach der Infektion zundchst hauptsachlich als biotrophes
Pathogen im Xylem. Daher war es von besonderem Interesse zu untersuchen, welchen
Einfluss Xylemsaft der Tomate bzw. dessen Zusammensetzung auf das Wachstum und die
Genexpression von Cmm hat. Da Xylemsaft im Vergleich zum Phloemexsudat relativ
nahrstoffarm ist (Marschner, 1997; Bialczyk et al., 2004) und Pathogene durch unter-
schiedlichste Mechanismen eine gute Nahrstoffversorgung in planta bewirken (Mudgett,
2005; Abramovitch et al., 2006), stellt sich zudem die Frage, ob sich die Zusammensetzung
des Xylemsafts dndert, wenn die Tomate mit Cmm infiziert ist.

Die in vitro Anzucht von Cmm in unverdinntem Xylemsaft nicht infizierter Pflanzen zeigt
deutlich, dass Cmm sehr gut an sein natlrliches Habitat adaptiert ist. Trotz der im Vergleich
zu M9-Minimalmedium geringen Nahrstoffkonzentration im verwendeten Xylemsaft (nur
etwa 3 % der Zuckermenge: 260 uM Fructose und 375 uM Glucose gegeniiber 22 mM
Glucose im Minimalmedium) erreichen die Bakterien eine Generationszeit von 2,3 Stunden,
wahrend eine Teilung in M9-Minimalmedium 5-6 h dauert. Allerdings scheint die geringere
Zuckerkonzentration die maximal erreichbare Zellmenge und die Lange der logarithmischen
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Wuchsphase zu beeinflussen. Denn wahrend bei Anzucht in Xylemsaft nach 5-stiindiger
Kultivierung bereits 75 % der Glucose und Fructose verbraucht war und sich bereits der
Ubergang in die stationdre Wuchsphase abzeichnete, befanden sich die Zellen in
Minimalmedium noch mehr als 15 h in der logarithmischen Wuchsphase. In Xylemsaft wurde
nur eine maximale ODsgy von 0,76 (=3,8 x 10% Bakterien/ml) erreicht, im Gegensatz zur
Anzucht in Minimalmedium mit einer maximalen ODsgg von 2,0 (=1,0 x 10° Bakterien/ml). Die
schnellere Wachstumsgeschwindigkeit im Xylemsaft hangt offenbar vielmehr von der
Summe der Komponenten und ihrer Konzentration als von der Zuckerkonzentration ab. Die
im Xylemsaft z.T. in sehr hohen Konzentrationen enthaltenen Carbonsduren (z.B. Malat:
4 mM) werden von Cmm auch verstoffwechselt, allerdings erst nachdem die bevorzugten
C-Quellen (Glucose, Fructose) und die meisten Aminosauren verbraucht sind.

Bei der vergleichenden Analyse des Xylemsafts infizierter und mock-infizierter Pflanzen
(10 dpi) wurde festgestellt, dass die Zusammensetzung des Xylemsafts durch eine Infektion
mit Cmm modifiziert wird und dariiberhinaus auch von der Virulenz und Kolonisations-
fahigkeit des verwendeten Cmm-Stamms abhangt. So war besonders auffallig, dass nach der
Infektion mit NCPPB382, dem virulenten Wildtypstamm, die Konzentrationen aller
Metabolite, die unter in vitro Bedingungen weitestgehend bereits in der exponentiellen
Wuchsphase (nach 5-6 h) von Cmm verbraucht worden waren, sowie die Konzentrationen
von Citrat und Fumarat, erhoht waren. Besonders hervorzuheben sind hier Glucose, Fructose
und Fumarat, deren Konzentrationen in Pflanzen, die mit dem Wildtyp oder seinem
avirulenten, normal kolonisierenden Derivat CMM100 infiziert wurden, mehr als doppelt so
hoch waren wie in mock-infizierten Pflanzen. Maleinsaure hingegen, die von Cmm (in vitro)
erst in der stationdaren Phase verbraucht worden war, erreichte in dem Xylemsaft aller
infizierten Pflanzen signifikant geringere Konzentrationen als in nicht infizierten Pflanzen.
Vor allem die Verdnderung der Metabolitkonzentration durch eine Infektion mit dem
avirulenten CMM100 koénnte ein Indiz dafiir sein, dass die Pflanze von Cmm stimuliert wird,
bestimmte Nahrstoffe verstarkt ins Xylem zu transportieren, woraufhin sich die Bakterien in
der Pflanze so gut vermehren konnen, dass Titer von bis zu 1 x 10%° Bakterien/g
Frischgewicht erreicht werden kdonnen (Meletzus et al., 1993). Die Konzentrationen an
Glucose, Fructose, Citrat und Fumarat im Xylemsaft von Pflanzen, die mit CMM101chpCB
infiziert wurden, sind sowohl im Vergleich zu mit NCPPB382- als auch mit CMM100-
infizierten  Pflanzen  wesentlich  niedriger. Hierbei ist die eingeschrankte
Kolonisationsfahigkeit wohl der wichtigere Aspekt und weniger die schwachere Virulenz.
Denn Pflanzen, die mit dem avirulenten CMM100 infiziert wurden, enthielten deutlich
hohere Mengen dieser Metabolite. Vielleicht ist dies ein Indiz dafiir, dass ChpC an der
Modulation der Pflanze bezliglich der Nahrstoffzufuhr ins Xylem beteiligt ist.

Das Phytohormon Salicylsdure, das an der Auslosung der Pflanzenabwehr als Botenstoff
beteiligt ist (Klesig & Malamy, 1994; Durrant & Dong, 2004), wurde ausschlieRlich im
Xylemsaft infizierter Pflanzen nachgewiesen. Die Konzentration an Salicylsdure stieg mit
zunehmender Virulenz der zur Infektion verwendeten Stamme signifikant an und erreichte in
mit NCPPB382 infizierten Pflanzen eine Konzentration von 29 uM (Infektion mit
CMM101chpCPB: 11 uM; Infektion mit CMM100: 7 uM). Salicylsdure ist an der Aktivierung der
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systemisch erworbenen Resistenz (SAR) beteiligt. Die Resistenz von Pflanzen kann durch
Behandlung mit Salicylsdure erhoht aber z.B. durch Inaktivierung der Salicylsduresynthese
verringert werden (Loake & Grant, 2007). Der Nachweis von Salicylsdure im Xylemsaft gelang
erstmals Ratzinger et al. (2009) in Brassica napus (Raps). In gesunden Pflanzen konnten
mittels HPLC-MS minimale Konzentrationen von 0,06-0,11 uM Salicylsdure im Xylemsaft
nachgewiesen werden. Nach Infektion mit dem vaskuldren Pilz-Pathogen Verticillium
longisporum, das fast ausschlieflich das Xylemgefall seines Wirts besiedelt (Zhou et al.,
2006; Eynck et al., 2007), stieg die Konzentration auf 0,2-1,5 uM an (Ratzinger et al., 2009).
Die Korrelation der Salicylsdure-Konzentration des Xylemsafts mit der Virulenz des zur
Infektion verwendeten Cmm-Stamms deutet darauf hin, dass die Tomate das Pathogen
erkennt und mit zunehmender Virulenz des Pathogens verstarkt Abwehrreaktionen durch
Salicylsdaure auch in nicht infizierten Bereichen der Pflanze induziert werden. Eventuell ist die
erhohte Salicylsdure-Konzentration nach Infektion mit virulenten Stammen aber auch z.T.
durch die zunehmende Degradierung des Pflanzengewebes zu erklaren.

Eine (partielle) Aktivierung der basalen Pflanzenabwehr durch Cmm konnten auch Balaji et
al. (2008) durch Analysen der Genexpression der Tomate 4 und 8 Tage nach Infektion mit
Cmm zeigen. So lielen die Transkriptomdaten auf eine verstarkte Synthese von PR-
Proteinen, Extensinen und Proteinen, die an der Synthese und Neutralisierung reaktiver
Sauerstoffspezies oder der Biosynthese der Pflanzenhormone Ethylen und Jasmonsdure
beteiligt sind, schlieBen. Nach Infektion Ethylen-insensitiver Tomaten-Mutanten mit
virulenten Cmm-Stammen war im Vergleich zu Ethylen-sensitiven Tomaten zudem eine
Verringerung der Welkesymptome zu beobachten (Balaji et al., 2008; Balaji & Sessa, 2008).
Ein dhnlicher Effekt war fiir verschiedene pathogene Xanthomonas- und Pseudomonas-
Stamme zu beobachten, die ebenfalls bei Ethylen-insensitiven Tomaten- und Arabidopsis-
Pflanzen weniger starke Krankheitssymptome hervorriefen als bei den entsprechenden
Wildtyppflanzen (Bent et al.,, 1992; Lund et al., 1998). Die Kolonisationsfahigkeit der
Pathogene war interessanterweise in keinem dieser Beispiele eingeschrankt. Bei dem
Cmm/Tomaten-System konnte auBerdem fiir ausgewahlte PR-Proteine auch in Ethylen-
insensitiven Pflanzen nach Infektion eine verstarkte Expression festgestellt werden (Balaji et
al., 2008).

In einigen Pathogen-Wirt-Systemen scheinen also Pflanzenhormone an der Ausbildung der
Krankheitssymptome beteiligt zu sein. Ob die anderen nach Infektion mit Cmm induzierten
basalen Pflanzenabwehrmechanismen der Tomate auch zu einer Verstarkung der
Krankheitssymptome beitragen oder auf andere Weise an der pathogenen Interaktion
beteiligt sind, ist bislang noch nicht geklart. Des Weiteren bleibt zu untersuchen, welche
Mechanismen es Cmm ermoglichen, trotz verstarkter Abwehrreaktionen, die Pflanze
erfolgreich zu kolonisieren.

Die gute Anpassung des Stoffwechsels von Cmm an die Zusammensetzung des Xylemsafts ist
sicher eines der wichtigsten Kriterien fiir die erfolgreiche Ausbreitung des Pathogens in der
Tomate. Denn sobald Cmm in das Xylem gelangt, kann es sich dort sehr schnell verbreiten
und so vielleicht auch erste Abwehrreaktionen der Pflanze Gberstehen. Im Gegensatz zu den
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in vitro Bedingungen, die ein geschlossenes System darstellen, wird der Xylemsaft in planta
standig mit neuen Metaboliten angereichert. Folglich kann Cmm, solange der
Xylemtransport durch die Krankheitssymptome noch nicht zu stark beeintrachtigt wurde (die
Pflanze noch nicht zu stark geschadigt ist), sehr hohe Zelldichten in planta erreichen. Auf
welche Weise die Zusammensetzung des Xylems modifiziert wird und ob und welche
Verbindungen von der Pflanze stammen, ist noch zu Giberpriifen. Vorstellbar wére in diesem
Zusammenhang, dass auch die Dezimierung einiger Metabolite durch Cmm zu einem Mangel
in den eigentlichen Ziel-Geweben fihrt und so ein erhdhter Einstrom dieser Metabolite ins
Xylem induziert wird. Auf jeden Fall ist festzustellen, dass die Zusammensetzung des
Xylemsafts des Wirts einen Hinweis auf die Virulenz und Kolonisationsfahigkeit des
Pathogens geben kann.

6.3.1 Verdnderung der Genexpression durch Xylemsaft und Rolle von DtxR

Die Analyse der Genexpression von NCPPB382 bei Anzucht mit Xylemsaft nicht infizierter
Pflanzen (10 % Endkonzentration) im Medium zeigte, dass verglichen mit der Anzucht ohne
Xylemsaftzugabe insbesondere Gene der Hydroxamatbiosynthese und des Eisentransports
reprimiert wurden. Eine differentielle Genexpression der Biosynthesegene fiir das zweite
Siderophor, ein Catecholat, das Cmm produzieren kann, war nicht festzustellen. Also ist
anzunehmen, dass Xylemsaft Eisenverbindungen in Konzentrationen enthalt, die sogar noch
14 h nach Zugabe des Xylemsafts einen Import in die Zelle ohne Zuhilfenahme des
Hydroxamat-Siderophors und spezifischer Eisentransporter ermdoglichen. Eisen wird im
Xylem hauptséchlich in Form von Fe**-Komplexen transportiert. Ubliche Liganden stellen
hierbei organische Sduren wie z.B. Citrat dar (Marschner, 1997; Rellan-Alvarez et al., 2010),
dessen Konzentration im Xylemsaft mock- oder nicht-infizierter Pflanzen mit 49-270 uM
(Citrat) bestimmt werden konnte. Die Aufnahme von Eisen kann in dieser Form, wie bereits
flr Steptomyces coelicolor gezeigt (Lensbouer et al., 2008,) Uber Citrat-Transporter der
CitMHS-Familie erfolgen. Vertreter dieser Transporter-Familie konnen allerdings fir
unterschiedliche Metall-Citrat-Komplexe spezifisch sein. Fiir ein CitM-Homolog von
Streptomyces mutans z.B. konnte nur der Transport von Fe**- und Mn2+-Citrat, aber nicht
von Ca’*-, Mg®"- oder Ni**-Citrat beobachtet werden (Korithoski et al., 2005). CitM von
Bacillus subtilis wiederum war spezifisch fur Mg®"-, Ni**-, Mn**-, Co**- und Zn**-Citrat (Krom
et al.,, 2000). Die Induktion des Gens CMM_2878, insbesondere 12 min nach Zugabe des
Xylems, das fir eine Permease der CitMHS-Familie, also moglicherweise einen Metall-Citrat-
Transporter codiert, ist somit offenbar als Anpassung an die leicht zugénglichen
Eisenverbindungen des Xylemsafts anzusehen.

Zumindest im Xylemsaft uninfizierter Pflanzen scheint Eisen flir Cmm sehr leicht zuganglich
zu sein, was zu einer verringerten Synthese des Alcaligin-ahnlichen Hydroxamats (Alcaligin
von Bordetella pertussis) (Kang et al.,, 1996) (CMM_2095-CMM_2093) sowie spezifischer
Eisentransporter fiihrt. Die Eisenaufnahme wird in den meisten Bakterien von
Transkriptionsregulatoren der DtxR- oder der Fur-Familie reguliert, fir die z.T. auch
alternative regulatorische Funktionen in der Mangan-, der Zinkaufnahme oder des
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oxidativen Stresses nachgewiesen wurden (Moore & Helmann, 2005). Fur (ferric uptake
regulator) wurde zuerst in Mutanten von E. coli und Salmonella typhimurium identifiziert,
die trotz hoher Eisenkonzentrationen Siderophore bildeten (Bagg & Neilands, 1987). Fur-
Homologe sind sowohl bei Gram-negativen als auch Gram-positiven Bakterien weit
verbreitet. Die DtxR-Familie ist nach dem Eisen-abhangigen diphteria toxin regulator von
Corynebacterium diphteriage benannt (Schmitt & Holmes, 1991; Boyd et al., 1990).
Insbesondere in Gram-positven Bakterien mit hohem GC-Gehalt, aber auch in anderen
Eubakterien wurden Homologe des Dtx-Regulators identifiziert (Makui et al., 2000; Hantke,
2001). Fir Cmm konnten je zwei Regulatoren der Fur- (FurA, FurB) und der DtxR-Familie
(DtxR, SirR) identifiziert werden. Da bei allen in diesem Experiment reprimierten Genen des
Eisenmetabolismus im 5°-UTR-Bereich Bindestellen fiir DtxR (mindestens 79 %-ige ldentitat
zur Konsensussequenz von Corynebacterium diphteriae, Lee & Holmes, 2000) vorhergesagt
wurden (Gartemann et al., 2008), war anzunehmen, dass die eisenabhangige Regulierung
dieser Gene durch DtxR oder SirR vermittelt wird. Weiterhin konnte Kraz (2004) bereits
durch Analyse einer dtxR-Mutante zeigen, dass die Biosynthesegene mindestens eines der
beiden von Cmm gebildeten Siderophore durch DtxR reprimiert werden missen. In
Gegenwart von Eisen (in TBY Medium) bildete die Mutante im Gegensatz zu dem
Kontrollstamm aber auch zu einer sirR-Mutante deutlich hohere Siderophorkonzentratio-
nen. Bei den beiden anderen Cmm-Stammen konnten nur minimale Siderophormengen
nachgewiesen werden (Kraz, 2004).

Durch ein vergleichendes Expressionsprofil der dtxR-Mutante CMM101dtxRA1 mit CMM101
in mit Xylemsaft supplementiertem Medium war es moglich, die regulatorische Wirkung von
DtxR unter den gleichen Bedingungen wie bei den beiden Experimenten mit NCPPB382, bei
denen der Einfluss von Xylemsaft untersucht wurde, zu Uberprifen. Wie aufgrund der
identifizierten DtxR-Bindestellen und des Phanotyps der dtxR-Mutante zu erwarten war,
wurden die Gene des Eisenmetabolismus in der Mutante offensichtlich nicht reprimiert und
wiesen im Vergleich zum Kontrollstamm ein erhohtes Transkriptlevel auf. Neben den Genen
mit potentieller DtxR-Bindestelle zeigten auch acnA, sdhA, sdhC und dpsA in diesem
Experiment einen im Vergleich zu den Xylemsaftexperimenten mit NCPPB382
entgegengesetzen Effekt. Die fir eine Aconitathydratase, die Succinatdehydrogenase und
ein Stress induziertes DNA-Bindeprotein codierenden Gene waren im Wildtyp nach Zugabe
von Xylemsaft induziert, bei der dtxR-Mutante im Vergleich zu CMM101 allerdings
reprimiert.

Eine Fur-abhangige Induktion der Aconitathydratase- und Succinatdehydrogenase-Gene
unter hohen Eisenkonzentrationen scheint auch in E. coli vorzuliegen (Gruer & Guest, 1994;
Park et al., 1995). Fir E. coli ist mittlerweile nachgewiesen, dass die Fe2+—Fur—abhéngige
Induktion zumindest einiger Gene wie acnA und sdh durch RhyB (kleine nicht-codierende
RNA) vermittelt wird. Offenbar wirkt RhyB als Fe**-Fur-reprimierter negativer Regulator
dieser Gene (Masse & Gottesman, 2002). Ebenso wie bei Cmm war auch fiir eine dtxR-
Mutante von Corynebacterium glutamicum unter erhéhten Eisenkonzentrationen neben der
Induktion einiger Gene des Eisenmetabolismus auch eine verringerte Expression von Genen,
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die fir eine Succinatdehydrogenase und ein Stress induziertes DNA-Bindeprotein (Dps)
codieren, festzustellen (Brune et al., 2006). H,0, wird in Gegenwart von Eisen zu reaktiven
Hydroxylradikalen umgesetzt (Fenton-Reaktion), die Zelle ist also bei erhohter Eisen-
konzentration oxidativem Stress ausgesetzt. Daher ist es durchaus plausibel, dass neben der
eisenabhangigen Repression von Siderophorbiosynthese- und Transporter-Genen durch
Regulatoren wie DtxR oder Fur auch Gene wie dps induziert werden, die die Zelle vor
oxidativen Stress schitzen. Dps (starvation-induced DNA protection protein) wurde zuerst fiir
E. coli beschrieben (Almiron et al., 1992) und scheint DNA vor Schaden durch reaktive
Sauerstoffspezies zu schiitzen, indem es H,0, bindet und dadurch die Katalyse von H,0, zu
Hydroxylradikalen durch Fe?* verhindert und zum anderen unspezifisch an DNA bindet (Zhao
et al., 2002).

DtxR von Cmm scheint also, dahnlich wie bereits fiir andere Gram-positive (C. glutamicum)
und -negative Bakterien (E. coli) gezeigt, der Repressor der Siderophor (Hydroxamat)-
Biosynthesegene zu sein und direkt oder indirekt die Expression von acnA, dpsA, sdhA und
sdhC zu induzieren. Welche Funktion das zweite von Cmm gebildete Siderophor (Catecholat)
hat und wann es gebildet wird, bleibt zu lberprifen, ebenso wie die Rolle der drei anderen
Regulatoren der Fur- (FurA, FurB) und der DtxR-Familie (SirR). Erste Untersuchungen der
sirR-Mutante deuten daraufhin, dass SirR ein Transkriptionsregulator der Mangan-
Aufnahme ist (Kraz, 2004).

Fiir einige Transkriptionsregulatoren der Fur- und der DtxR-Familie wurde beschrieben, dass
sie neben ihrer Funktion im Eisenmetabolismus auch die Expression von Virulenzfaktoren
beeinflussen. Das Diphterie-Toxin von Corynebacterium diphteriae z.B. wird nur unter
Eisenmangel-Bedingungen gebildet. Ist ausreichend Eisen vorhanden, wird die Expression
des entsprechenden Gens durch DtxR reprimiert (Tao et al., 1994). Ebenso konnte fir viele
weitere Uberwiegend human- oder tierpathogene Bakterien (wie z.B. E. coli, Shigella
dysenteriae, Pseudomonas aeruginosa) gezeigt werden, dass Virulenzfaktoren unter Eisen-
mangelbedingungen verstarkt exprimiert werden (Litwin & Calderwood, 1993). Des
Weiteren ist z.B. auch flr das phytopathogene Bakterium Dickeya chrysanthemi (friher
Erwinia chrysanthemi) bekannt, dass Gene, die fiir Pectatlyasen (pelB, pelC, pelD und pelE)
codieren, unter niedrigen Eisenkonzentrationen induziert waren (Franza et al., 1999).

Im Vergleich zu CMM101 waren in CMMdtxR101 unter anderem vier fir extrazelluldre
Enzyme (PpaBl1, PpaB2, PpaC, CelA) codierende Gene reprimiert, bei denen es sich um
wesentliche Virulenzfaktoren handelt (celA, ppaC) (Meletzus et al., 1993; Jahr et al., 2000;
Abt & Eichenlaub, unveroffentlicht) oder es vermutet werden kann (ppaB1, ppaB2). Dies
konnte ein erstes Indiz dafiir sein, dass eventuell auch bei Cmm ein Regulator des
Eisenmetabolismus (direkt oder indirekt) an der Regulation von Virulenzfaktoren beteiligt
sein kénnte. Die von Kraz beobachtete verringerte Virulenz von CMM101dtxRA1 kdnnte
demnach abgesehen von dem unter in vitro Bedingungen verringerten Wachstum (Kraz,
2004) auch in der reduzierten Expression einiger pathogenitatsrelevanter Gene begriindet
sein. Es kann also angenommen werden, dass Fe**-Citrat im Xylemsaft von Tomatenpflanzen
als Signal fir Cmm dient, durch das die Expression einiger Virulenzfaktoren induziert wird.
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6.4 Ausblick

Mit der Etablierung der Microarraytechnologie fir Cmm ist es nun moglich, weitere
Untersuchungen zur Interaktion von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis mit
seiner Wirtspflanze auf Transkriptomebene vorzunehmen. Das vergleichende Expressions-
muster von Cmm in planta (10 dpi) und unter in vitro-Bedingungen (FlUssigkultur in
Minimalmedium) zeigte, dass fir die Anpassung von Cmm an sein natirliches Habitat
offenbar eine differentielle Expression von 42 % aller Gene erforderlich ist. In Zukunft ist es
hier besonders von Interesse, die Genexpression von Cmm zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Infektion zu untersuchen. Aufgrund der Problematik genligend Cmm-RNA aus
infizierten Pflanzen zu gewinnen, ware allerdings zu (iberlegen, ob diese Untersuchung nur
flir ausgewahlte Gene mittels real-time-RT-PCR erfolgt. Neben den bereits bekannten
Virulenzfaktoren CelA, Pat-1 usw. sollte zudem auch die Expression von Genen untersucht
werden, die zu verschiedenen EPS-Clustern gehoren, das Perforin codieren oder wie
CMM_0431 (codiert fiir ein Hamagglutin-dhnliches Protein) 10 Tage nach Infektion der
Tomate verstarkt exprimiert wurden.

In in vitro-Systemen, deren Bedingungen genauer eingestellt werden kdonnen und die eine
hohere Reproduzierbarkeit aufweisen, kdnnten zudem weitere Analysen zur Reaktion von
Cmm auf Xylemsaft und Tomatenblatthomogenat durchgefiihrt werden. Méglich ware hier
z.B. erhohte Konzentrationen dieser Substanzen zu verwenden oder den Xylemsaft bzw. das
Homogenat von Pflanzen zu verwenden, die mit unterschiedlichen Cmm-Stammen infiziert
wurden. Da die Xylemsaftmenge insbesondere aus infizierten Pflanzen relativ gering ist, ist
es fraglich, inwieweit diese Analysen mit Xylemsaft durchfiihrbar sind. Zudem stellt sich die
Frage, ob Salicylsdure, die nur in infizierten Pflanzen und mit zunehmender Virulenz des
verwendeten Cmm-Stamms in hoheren Konzentrationen nachgewiesen wurde, einen
Einfluss auf Cmm hat. Zunachst kdonnte das Wuchsverhalten von Cmm nach Zugabe
verschiedener Konzentrationen an Salicylsaure untersucht werden. Je nach dem Effekt, den
die Salicylsdure auf das Wachstum von Cmm hat, konnte in einem weiteren Schritt das
Expressionsmuster von Cmm nach Zugabe von Salicylsdure bestimmt werden. Auch
Pflanzentests mit SA-Mutanten der Tomate waren von Interesse, um zu (berprifen, ob
Salicylsaure ahnlich wie Ethylen an der Ausbildung der Krankheitssymptome beteiligt ist.

Zur weiteren Analyse von DtxR sollte durch Verwendung anderer Eisenverbindungen wie z.B.
Eisen(ll)-Sulfat, untersucht werden, ob das Regulon von DtxR von der verwendeten
Eisenverbindung abhéngig ist. Hierbei ware z.B. von besonderem Interesse, ob auch nach
Zugabe von Eisen(ll)-Sulfat die Virulenzgene (celA, ppaC) differentiell exprimiert werden,
oder ob hierzu speziell Xylemsaft erforderlich ist.
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8 Anhang

8.1 Plasmidkarten

Hindlll, 1
EcoRI, 4125 Sphl, 7
Mscl, 3906 | Pstl, 13
\ Xbal, 25
|BamHl, 31
/I Smal, 224
‘ohpC ,EcoRI, 341
Smal, 576
bla __Fspl, 758
CMM_1623
Cmis2p0159d05 __Ncol, 912
4125 bps pOKU9-cmBa
< tRNA-Val 4164 bps
Fspl, 2847
BamH|, 2827 CMM_1624 ~
BamHl, 2748 Pstl, 1308
Fspl, 2635 cMM_1625 V4
'\ BamHlI, 1509
\Smal, 1514
/ \ Kpnl, 1518
BamHI, 2282 EcoRI, 1821 EcoRl, 1530
EcoRl, 5058
Miscl, 4839 | Ecorv, 10
‘ahpC
P Fspl, 758
bla
CMM_1623
\V4 pMF1624R
Fspl, 3780— tRNA-Val 5058 b
BamHI, 3760 N
<
o~
EcoRI, 3450
CMM_1625
Miscl, 3312 cmx  cMM_1624' \ EcoRV,1809
A EcoRI, 1821

Mscl, 2882 |
Ncol, 2879 BamHl, 2282

Abbildung 8.1: Karten der Plasmide Cmis2p0159d05, pOKU9-cmBa und pMF1624p.



Anhang 159

8.2 Einteilung der Cmm-Gene in funktionelle Gruppen

Tabelle 8.1: Funktionelle Gruppeneinteilung aller auf dem Microarray Cmm3kOLI reprdsentierten Cmm-Gene.
Die Gruppe ,hypothetische Proteine” enthéalt auch die 108 in der manuellen Annotation verworfenen ORFs.
Informationen zu jedem einzelnen Gen befinden sich auf der dieser Arbeit beiligenden CD (S. 189).

Gruppe Anzahl
| Metabolismus 578
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus 212
Glycolyse 27
Pentose-Phosphatweg 26
Citrat Zyklus 25
oxidative Phosphorylierung 20
Gbrige Zucker und andere C-Verbindungen 21
Energie, Rest 2
Pyruvat, Umwandlungsreaktionen verschiedener Energietrager (ATP; PO4; NAD(P)) 5
n-Glycan (Glucosidasen) 40
Aminozucker 10
Nukleotidzucker 3
Inositol 7
Epimerasen / Isomerasen 19
Zuckeraktivierung (Phosphatasen) 7
Aminosduren 134
Aminotransferasen 6
Asparagin, Aspartat, Glutamin, Glutamat, Alanin 10
Prolin, Arginin 15
Glycin, Serin, Threonin 12
Lysin, Valin, Threonin Biosynthese 25
Histidin 10
aromatische AS (Tryptophan, Phenylalanin, Tyrosin) 21
Methionin, Cystein 18
Harnstoff 5
Katabolismus und Proteinmodifikation 12
Nukleotide 60
Purin 39
Pyrimidin 15
Nukleotide, Rest 6
Lipide 47
Fettsauren 25
Carotinoid-/Chinonvorstufensynthese (Steroidbiosynthese) 4
Lipide, Rest 18
Coenzyme 83
Pantothenat 13
Vitamin B6 6
Riboflavin 6
Nicotinsaure 4
Thiamin 3
Folsdure 8
Hamoglobin 17
Menachinon 10
Molybdan 7
Lipoat 4
S-Adenosyl-Methionin 5
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Sekunddrmetabolismus

Phosphat

Eisen

Chalcon, Lantibiotikum

Carotinoid

Il Zelluldre Prozesse

Zellzyklus

Teilung

Partitionierung

Zellwand

Peptidoglycanbiosynthese

Undecaprenol

Teichonsduren

Glycosyltransferasen

Zelloberflache

Sortasen

EPS-Cluster |

EPS-Cluster Il

EPS-Cluster lll

EPS-Cluster IV

11l Informationsspeicherung und -prozessierung
Replikation

Replikation

DNA Polymerasen

Reparatur

Glycosylasen (z.T. an Reparatur beteiligt)
Methylierung

Nukleasen

Rekombination

Transposasen etc.

Replikation, Rest

Transkription

Transkription

weitere an der Transkription beteiligte Proteine
Translation

ribosomale Proteine

tRNA-Prozessierung und Modifikation
Initiation, Elongation, Termination
Translation, Rest

GTP Bindeproteine

IV Potentiell relevant fiir die phytopathogene Interaktion
Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung
ABC, Energiemetabolismus
ABC, Zellteilung

ABC, Aminosauren

ABC, Zucker

ABC, Zellwand

ABC, anorganische lonen
ABC, Abwehr

Permeasen, ohne weitere Zuordnung
Permeasen, Energiemetabolismus Permeasen

Biosynthese

EPS

ABC

160

42
11
16

177
34
13
21

143
25

10
18
19

11
19
22
13
277
116
26

19

10
15

14
24
11
13
137
54
23
12
41

921
393
21

53
74
12
50
18
57
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Permeasen, Aminosauren

Permeasen, Nukleotide

Permeasen, Zucker

Permeasen, Coenzyme Permeasen
Permeasen, Zellwand

Permeasen, anorganische lonen
Permeasen, Abwehr

Transporter, Energie

Kanale

Phosphotransferasesysteme
Proteintransport

Sec-System

Tat-System

Signalpeptidase

Signalerkennung (signal recognition)
Konjugation

Piline

Regulatoren
Transkriptionsregulatoren
Zwei-Komponenten-Regulatoren
winged helix DNA Bindeproteine
Sigmafaktoren

Histon ahnliche Proteine
Mox-Regulatoren (ATPasen, Proteinebene)
Serin/Threonin Protein-Phosphatasen
weitere Regulatoren (Proteinebene)
Stress

Hitzeschock, Chaperone
Clp-Proteasen

Kalteschock
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase
Alkalischock

generelle Schockproteine

Resistenz

Hydroperoxid

Thioredoxin

Kupfer

Radikale (Fenton)
Eisen/Schwefel-Cluster

Antibiotika

Sonstige: Restriktionsenzym, Cytochrom, Hamoglobin
Mycothiol

extrazellulare Enzyme

extrazellulare Serinproteasen
Pseudogene, extrazelluldre Serinproteasen
weitere extrazelluldre Proteine (z.B. Cellulasen, Tomatinase, Xylanasen)
intrazelluldre Proteasen

Metalloproteasen

Cysteinproteasen

Serinproteasen

andere Proteasen

Typll-Sekretionssystem

161

288
179
59

20

15

36
13

u b o wnm

60

14

v N

12

a4
21
8(3)
15
39
16

17
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V Schlecht/kaum charakterisiert
generelle Funktionszuordnung
Methyltransferasen

SAM abhiangige Methyltransferasen
Dehydrogenasen
Acetyltransferasen

ATPasen

Hydrolasen

DNA-Bindeproteine

Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine
hypothetische Proteine
Pseudogene

162

1286
244
10

109
46

62

1042
501
502

39 (23)
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8.3 Differentielle Genexpression in der spat-logarithmischen Wuchsphase
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Tabelle 8.2: In der spat-logarithmischen Wuchsphase differentiell exprimierte Gene der Genregionen I-llI
(Positionsplot). Die Gene sind jeweils nach der Zugehorigkeit zu den funktionellen Gruppen sortiert.
Schwellenwerte: M > |0,93]|, A>8,39,p<0,05 n2>7.

GenDB-ID Genname maogliche Funktion M9
Genregion |
CMM _0877 araD L-Ribulose-5-Phosphat-4-Epimerase (EC 5.1.3.4) -1,10
CMM _0878 araA L-Arabinose-Isomerase (EC 5.3.1.4) -1,47
CMM_0860 rpl 50S ribosomales Protein L10 -2,48
CMM_0861 rplL 50S ribosomales Protein L7/L12 -2,23
CMM _0857 clpC ATP-abhéangig Protease, ATPase Untereinheit (EC 3.4.-.-) -1,19
CMM_0866 - a-Glucosid ABC Transporter, Substratbindeprotein -1,86
CMM_0867 - o-Glucosid ABC Transporter, Permease -1,57
CMM_0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -2,12
CMM_0881 - Zucker ABC Transporter, Permease -1,90
Genregion |l
CMM _1736 pgiA Glucose-6-Phosphat-Isomerase (EC 5.3.1.9) -1,33
CMM_1738 opcA Glucose-6-P-Dehydrogenase Effektor -1,33
CMM_1735 talA Transaldolase (EC 2.2.1.2) -1,09
CMM_1737 zwfA2 Glucose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) -1,64
CMM_1739 pglA 6-Phosphogluconolactonase (EC 3.1.1.31) -0,95
CMM_1752 rpsA 30S ribosomales Protein S1 -2,10
CMM_1727 - konserviert hypothetisches Protein, beteiligt am Fe-S-Cluster -1,00
Assembly
CMM_1729 - 2Fe-2S Ferredoxin -1,26
CMM_1730 - konserviert hypothetisches Protein, beteiligt am Fe-S-Cluster -1,25
Assembly, ABC Transporter
CMM_1728 - ABC Transporter, ATP-bindendes Protein -1,18
CMM_1746 whiA konserviert hypothetisches Protein -1,38
Genregion Il
CMM_2584  rpoA DNA-gerichtete RNA-Polymerase, a-Untereinheit (RNAP, -1,65
a-Untereinheit) (EC 2.7.7.6)
CMM_2579  rpsl 30S ribosomales Protein S9 -1,74
CMM_2580 rpIM 50S ribosomales Protein L13 -1,30
CMM_2583 rplQ 50S ribosomales Protein L17 -1,53
CMM_2585 rpsK 30S ribosomales Protein S11 -1,60
CMM_2586 rpsMm 30S ribosomales Protein S13 -1,17
CMM_2599 rplO 50S ribosomales Protein L15 -1,79
CMM_2600 rpmD 50S ribosomales Protein L30 -1,98
CMM_2601 rpsE 30S ribosomales Protein S5 -1,83
CMM_2602 rpIR 50S ribosomales Protein L18 -0,94
CMM_2603 rplF 50S ribosomales Protein L6 -2,50
CMM_2605 rplE 50S ribosomales Protein L5 -1,63
CMM_2606 rplX 50S ribosomales Protein L24 -1,83
CMM_2607 rpIN 50S ribosomales Protein L14 -2,21
CMM_2608 rpsQ 30S ribosomales Protein S17 -1,85
CMM_2609 rpmC 50S ribosomales Protein L29 -1,08
CMM_2610 rplP 50S ribosomales Protein L16 -2,19
CMM_2612 rplV 50S ribosomales Protein L22 -2,61
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CMM_2614 rplB 50S ribosomales Protein L2 -1,20
CMM_2615 rplW 50S ribosomales Protein L23 -2,24
CMM_2616 rplD 50S ribosomales Protein L4 -2,33
CMM_2618 rpsJ 30S ribosomales Protein S10 -2,02
CMM_2622 rpsG 30S ribosomales Protein S7 -1,27
CMM_2620 tuf Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) -1,67
CMM 2621 fusA Elongationsfaktor G (EF-G) -1,75
CMM_2598 secY Praprotein Translocase, SecY Untereinheit -0,94
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8.4 Bestimmung der Metabolitmengen in Xylemsaft

Tabelle 8.3: Quantitativer Nachweis von Metaboliten des Uberstands einer NCPPB382-Kultur in Xylemsaft. Die
Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten ist in Klammern angegeben. Fett: signifikanter Unterschied
(t-test; p < 0,05) zu Werten der Probe 5 h; *: signifikanter Unterschied zu Werten der Probe 6 h.

Konzentration [uM] Xylemsaft 5h 6h 23 h
Lysin 1,566 0 0 0
Citrat 271,57 261,71 229,20 * 4,750
(£11,22) (£8,90) (£0,467)

Fumarat 24,07 103,18 144,56 *52,30
(£7,78) (£10,05) (£38,81)

Malat 4018,30 4234,95 4192,58 * 77,422
(£332,44) (£245,34) (£47,87)

Succinat 165,48 322,20 390,19 * 155,55
(£4,22) (£23,30) (£93,20)

Harnstoff 30,41 23,20 42,32 54,87
(+£8,53) (£27,94) (£24,44)

Fructose 259,60 79,58 5,488 0,129
(£13,91) (£8,02) (£0,07)

Glucose 374,82 77,35 28,90 0,343
(£15,33) (£41,11) (£0,30)

myo-Inositol 2,167 2,176 2,189 * 2,202
(£0,004) (£0,004) (£0,004)

Tabelle 8.4: Qualitativer Nachweis von Metaboliten des Uberstands einer NCPPB382-Kultur in Xylemsaft. Die
Standardabweichung von 3 biologischen Replikaten ist in Klammern angegeben. Fett: signifikanter Unterschied
(t-test; p < 0,05) zu den Konzentrationen nach 5 h; *: signifikanter Unterschied zu den Konzentrationen nach
6 h.

relative Konzentrationen Xylemsaft 5h 6h 23 h
B-Alanin 0,080 0,070 0,066 * 0,035
(£0,002) (£0,005) (£0,004)
Isoleucin 2,419 1,456 1,105 * 0,149
(£0,048) (+0,087) (£0,039)
Leucin 3,411 2,569 1,813 * 0,076
(£0,195) (£0,239) (£0,028)
Serin 0,377 0,182 0,092 0,143
(£0,072) (£0,021) (£0,107)
Threonin 0,435 0,406 0,350 * 0,082
(£0,022) (£0,016) (£0,025)
Valin 2,959 2,865 2,659 * 1,582
(£0,108) (x0,071) (£0,089)
V-Aminobutyrat (GABA) 8,646 7,341 6,433 * 0,507
(£0,233) (£0,489) (£0,140)
Glycerat 0,169 0,211 0,287 0,481
(£0,010) (£0,096) (£0,019)
Maleinsiure 0,230 0,281 0,339 *0,161
(+0,011) (£0,022) (£0,052)
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Uracil 0,046 0,055 0,056 * 0,074
(+0,023) (+0,008) (+0,005)
Ribose 0,363 0,535 0,498 0,444
(+0,013) (+0,024) (+0,070)

Tabelle 8.5: Identifizierung und Bestimmung der relativen Konzentration von Metaboliten aus dem Xylemsaft
uninfizierter und mit verschiedenen Cmm-Stammen infizierter Tomatenpflanzen. Der Standardfehler von
finfzehn (5 bei mock-infizierten) biologischen Replikaten ist in Klammern angegeben. Grau unterlegt:
signifikanter Unterschied (t-test; p < 0,05) zu Werten von Xylemsaft mock-infizierter Pflanzen (XS,,.«); fett und
unterstrichen: signifikanter Unterschied zu Werten von XSsg,; *: signifikanter Unterschied zu Werten von XS;qo.

relative Konzentrationen XSss XSchpc XS100 XSmock
B-Alanin 0,148 0,039 0,032 0
(£0,020) (£0,007) (£0,003)
Cystein 0,025 0,028 0,032 0,022
(£0,003) (£0,006) (£0,003) (£0,005)
Isoleucin 4,315 * 0,888 0,480 0,315
(£0,381) (£0,091) (£0,051) (£0,033)
Leucin 5,288 * 1,075 0,529 0,278
(£0,564) (x0,112) (£0,068) (£0,060)
Methionin 0,197 0,338 0,336 0,134
(£0,045) (£0,061) (£0,052) (£0,017)
Prolin 1,225 *0,181 0,036 0,033
(£0,330) (£0,034) (£0,006) (£0,009)
Serin 1,230 0,458 0,247 0,150
(£0,231) (£0,108) (£0,034) (£0,036)
Threonin 1,216 * 0,234 0,115 0,062
(£0,164) (£0,027) (£0,010) (£0,007)
Valin 6,238 * 1,056 0,661 0,431
(£0,633) (£0,101) (£0,060) (£0,041)
y-Aminobutyrat (GABA) 7,144 5,627 4,804 1,772
(+0,857) (£1,346) (+0,680) (£0,210)
Glycerat 0,255 0,205 0,237 0,175
(£0,031) (£0,021) (x0,011) (£0,020)
Maleinsaure 0,195 0,290 0,331 0,424
(£0,020) (£0,034) (£0,020) (£0,009)
Uracil 0,338 *0,132 0,057 0,052
(£0,019) (£0,006) (£0,003) (£0,004)
Ribose 0,437 0,416 0,354 0,200
(£0,054) (£0,073) (£0,031) (£0,015)
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8.5 Differentielle Genexpression von Cmm in Gegenwart von Tomatenhomogenat

oder Xylemsaft

Tabelle 8.6: Differentielle Genexpression durch Zugabe von Tomatenblatthomogenat. Ansatz I: Transkriptions-
profil von Zellen 12 min nach Zugabe von 5 % Tomatenblatthomogenat. Ansatz Il: Transkriptionsprofil
logarithmischer Zellen in M9-Minimalmediumsy r1om- Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte:
M > |0,93]; p £0,05; n 2 7; Apnsatz 1 = 7,82, Aansatz 1 2 8,21. Die Anzahl aller differentiell exprimierten Gene ist in

Klammern angegeben.

Gruppe

Anzahl induzierter
Gene (M 2 0,93)

Anzahl reprimierter
Gene (M £-0,93)

1(31)

I1(23)

1(38)

11(62)

| Metabolismus
Energiemetabolismus; Kohlenstoff
Pentose-Phosphatweg

Citrat-Zyklus

Gbrige Zucker und andere C-Verbindungen
n-Glycan

Aminosauren

Methionin, Cystein

Harnstoff

Aminotransferasen

Lipide

Fettsauren
Carotinoid-/Chinonvorstufensynthese
weitere Lipide
Sekunddrmetabolismus

Eisen

Il Zelluldre Prozesse

Zellwand

Glycosyltransferasen

EPS-Cluster |

11l Informationsspeicherung und -prozessierung
Translation

ribosomale Proteine

Translation, Rest

IV Potentiell relevant fiir phytopathogene
Interaktion

Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung

ABC, Aminosauren

ABC, Zucker

ABC, anorganische lonen

ABC, Abwehr

Permeasen, ohne weitere Zuordnung
Permeasen, Energiemetabolismus
Permeasen, Zucker

Permeasen, anorganische lonen
Phosphotransferasesysteme
Proteintransport

Konjugation

Regulatoren
Transkriptionsregulatoren

4

5

R RN R

10

(R Y

5

35

N
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Sigmafaktoren

Serin/Threonin Protein-Phosphatasen
Stress

Hitzeschock, Chaperone

Kalteschock

Resistenz

Radikale (Fenton)

Antibiotika

Sonstige: Restriktionsenzym, Cytochrom,
Hamoglobin

extrazellulare Enzyme

extrazellulare Serinproteasen
Pseudogene, extrazelluldre Serinproteasen
weitere extrazellulare Proteine (z.B. Cellulasen,
Tomatinase, Xylanasen)

intrazelluldre Proteasen
Metalloproteasen

Serinproteasen

V Schlecht/kaum charakterisiert
generelle Funktionszuordnung
Methyltransferasen

Dehydrogenasen

Hydrolasen

Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine
hypothetische Proteine

168

10

Tabelle 8.7: In Gegenwart von Tomatenblatthomogenat reprimierte Gene aus der chp-Region, die nicht fir
Serinproteasen codieren. Weitere differentiell exprimierte Gene aus dieser Region sind in Tabelle 5.7

aufgefiihrt. Angegeben sind die M-Werte der Ansatze | und Il. Fett: M-Wert <-0,93.

GenDB-ID Genname Funktion | 1l
CMM_0045 - hypothetisches Protein -1,39 -2,28
CMM_0037 - hypothetisches Protein -1,34 -1,49
CMM_0072 - Zn-abhangig Hydrolase -1,17 -2,69
CMM_0073 - Acyl-CoA-Synthetase (AMP-bildend) -0,90 -1,84

Tabelle 8.8: In Gegenwart von Tomatenblatthomogenat differentiell exprimierte Gene aus der tomA-Region
(Genregion Il in Abbildung 5.9). Angegeben sind die M-Werte der Ansatze | und Il. Fett: M-Wert > 0,93; *: M-

Wert ist nicht signifikant, da p > 0,05.

GenDB-ID Genname Funktion

CMM_0099  bglE

CMM_0100  bglF
(EC3.2.1.-)
CMM_0102  bglH

CMM_0103  bgll
(EC 3.2.1.37)

CMM_0095 cytB 3Fe-4S Ferredoxin

CMM_0104 - Zucker Permease (MFS Superfamilie)

B-Galactosidase/B-Glucuronidase

B-Galactosidase (EC 3.2.1.23)
B-Xylosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 43

B-Glucosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 3

0,24
*0,11

0,39
0,75

*0,27
*0,19

1,07
3,25

2,00
2,28

1,34
1,34
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Tabelle 8.9: In Gegenwart von Tomatenblatthomogenat differentiell exprimierte Gene, die fir
Hitzeschockproteine/Chaperone, ein Stress induziertes DNA-Bindeprotein oder Transporter codieren.
Angegeben sind die M-Werte der Ansdtze | und Il. Fett: M-Wert > 0,93; *: M-Wert ist nicht signifikant, da

p > 0,05 oder Apnsata £ 7,83 bzw. Apnsara < 8,21.

GenDB-ID Genname Funktion | 1l
CMM_0153 dnaJi Chaperon, curved DNA-binding Protein 0,34 1,01
CMM_0316 - ATPase mit Chaperon Aktivitat, ATP-bindende 1,14 *-0,02
clpY Untereinheit
CMM_2092  hsp20 Hitzeschockprotein, HSP20-Familie 1,10 1,02
CMM 2478 grol 60 kDa Chaperonin (Protein Cpn60) (GroEL Protein) 0,56 1,28
CMM 2568 groS 10 kDa Chaperonin (Protein Cpn10) (groES Protein) 0,18 1,16
CMM_1461 dpsA Stress induziertes DNA-Bindeprotein 1,67 1,23
CMM_0104 - Zucker Permease (MFS Superfamilie) *0,19 1,34
CMM_0325 - ABC Transporter (fusionierte Permease/ATPase) -0,93 *0,07
CMM_0396 - Na+ Efflux ABC transporter, Permease -1,05 1,63
CMM_0866 - a-Glucosid ABC Transporter, Substratbindeprotein -1,49 -1,59
CMM_0867 - a-Glucosid ABC Transporter, Permease -1,23 -0,84
CMM_0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -2,26 -0,90
CMM_0881 - Zucker ABC Transporter, Permease -1,57 -0,82
CMM_1087 mnhAB multisubunit Na+/H+ Antiporter, NADH-Chinon 0,41 1,33
Dehydrogenase (EC 1.6.5.3)
CMM_1274 - multidrug ABC Transporter, ATP-bindendes Protein -0,96 -0,46
CMM_1505  fruB Phosphotransferase System, Phosphocarrier *0,12 1,30
Protein HPr (EC 2.7.1.69)
CMM_1627 - Metall ABC Transporter, Permease -0,80 -1,10
CMM_1669 amtB Ammonium Transporter, Amt-Familie -0,32 1,10
CMM_1790 - Anion ABC Transporter, Substratbindeprotein 1,36 -1,00
CMM_1949 - MFS Permease 1,85 -0,49
CMM_1959 - Peptid ABC Transporter, Permease 0,97 *-0,12
CMM_1960 - Peptid ABC Transporter, Substratbindeprotein 1,74 -0,27
CMM_2051 - 2-Oxoglutarat/Malat Translocator, DASS-Familie 1,67 1,24
CMM_2281 - Metall ABC Transporter, Permease 0,97 *-0,13
CMM_2282 - Metall ABC Transporter, ATP-bindendes Protein 1,31 *-0,11
CMM_2283 - Metall ABC Transporter, Substratbindeprotein 1,96 -0,31
CMM_2423 - Peptid ABC Transporter, ATP-bindendes Protein 1,13 *-0,27
CMM_2626 - polare Aminosauren ABC Transporter, ATP- 1,23 -0,18
bindendes Protein
CMM_2627 - polare Aminosauren ABC Transporter, Permease 1,38 *-0,17
CMM_2878 - Citrat Transporter, CitMHS-Familie 1,00 1,55
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Tabelle 8.10: Differentielle Genexpression durch Zugabe von Xylemsaft. Ansatz I: Transkriptionsprofil von
Zellen 12 min nach Zugabe von 10 % Xylemsaft. Ansatz Il: Transkriptionsprofil logarithmischer Zellen in M9-
Minimalmediumigy.x,. Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte: M 2 |0,7[; p < 0,05; n 2 7; Apnsatz |
> 8,31, Annsatz 11 2 8,23. Fett und unterstrichen: Schnittmenge der differentiell exprimierten Gene stimmt unter
beiden Bedingungen exakt (iberein. Die Anzahl aller differentiell exprimierten Gene ist in Klammern angegeben.

Gruppe Anzahl induzierter Anzahl reprimierter
Gene (M 20,7) Gene (M £-0,7)

1(12) 11 (10) 1(11) 11(12)

| Metabolismus 4 1 3 4
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus

Citrat Zyklus 2 1 - -
Nukleotide

Pyrimidin 1 - - -
Coenzyme

Hamoglobin - -
Sekundarmetabolismus

Phosphat 1 - - -
Il Zelluldre Prozesse 0 1
Zellwand

Teichonsduren - - -
Zelloberflache - 1 - -
11l Informationsspeicherung und -prozessierung 1 0 0 0
Translation

ribosomale Proteine 1 - - -
IV Potentiell relevant fiir phytopathogene 5 3 6 5
Interaktion

Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung - -
ABC, anorganische lonen - -
Permeasen, Zucker 2 -
Permeasen, anorganische lonen - -
Phosphotransferasesysteme 1 - - -
Proteintransport

Konjugation - - 1 -
Stress

Hitzeschock, Chaperone - 2 - -
Resistenz

Radikale (Fenton)
extrazellulare Enzyme
extrazellulare Serinproteasen - - 1 -
intrazelluldre Proteasen

Serinproteasen 1 - - -
V Schlecht/kaum charakterisiert 2 5 2 2
generelle Funktionszuordnung

Dehydrogenasen - - 1 -
Hydrolasen - 1 - -
Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine 1 1 - -
hypothetische Proteine 1 2 1 1
Pseudogene - 1 - 1

=
=

o IN
=W

[N

N
I

[uny
[y

=
=
1
1
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Tabelle 8.11: Real-time-RT-PCR Ergebnisse zum Experiment "Xylemsaft" (Ansatz | und Il). Die mittels Microarray
erhaltenen Werte sind als 2" angegeben. Ist die Transkriptmenge unter der Versuchsbedingung verringert, ist
der negative, reziproke Wert des Verhiltnisses zur Kontrolle angegeben (Verhiltnis 0, 5 = -2).

GenDB-ID Genname maogliche Funktion 2" RT-PCR
CMM_0166 fhuD Fe**-Siderophor ABC Transporter, -1,99 -5,99
Substratbindeprotein
< CMM_1129 - Siderophor-interagierendes Protein -2,63 -2,78
g CMM_1461 dpsA Stress-induziertes DNA-Bindeprotein 4,67 22,54
< CMM_2094 alcA Siderophorbiosynthese-Enzym / -2,75 -1,51
Monooxygenase
CMM_2878 - Citrat Transporter, CitMHS-Familie 2,23 1,36
= CMM_0166 fhuD Fe3+—Siderophor ABC Transporter, -2,12 -4,15
5 Substratbindeprotein
é CMM_0601 hemO Hamoxygenase (EC 1.14.99.3) -2,20 -6,02
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8.6 Differentielle Genexpression der dtxR-Mutante nach Zugabe von 10 %
Xylemsaft

Tabelle 8.12: In CMM101dtxRA1 im Vergleich zu CMM101 differentiell exprimierte Gene 20 min nach Zugabe
von Xylemsaft. Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte: M > |0,7|; p<0,05; n>7; A >7,50.

Gruppe Anzahl Anzahl

induzierter Gene: reprimierter Gene:
M 20,7 (31) M < -0,7 (25)

| Metabolismus 6 6

Energie-, Kohlenstoffmetabolismus

Citrat Zyklus - 3

Ubrige Zucker und andere C-Verbindungen - 2

Aminosaure

Katabolismus und Proteinmodifikation - 1

Nukleotide

Purin 1 -

Coenzyme

Hamoglobin 1 -

Sekundarmetabolismus

Eisen 4

Il Zelluldre Prozesse 1

Zellwand

Teichonsauren 1 -

EPS-Cluster Il - 1

EPS-Cluster lll - 1

IV Potentiell relevant fiir phytopathogene Interaktion 16 8

Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung 1 -

ABC, Aminosauren - 1

ABC, Zucker 2 -

ABC, anorganische lonen 7 -

Permeasen, ohne weitere Zuordnung 1 -

Permeasen, Energiemetabolismus 1 -

Permeasen, anorganische lonen 4 -

Regulatoren

Transkriptionsregulatoren - 1

Resistenz

Radikale (Fenton) - 1

Antibiotika - 1

extrazellulare Enzyme

extrazellulare Serinproteasen - 3

weitere extrazelluldre Proteine (z.B. Cellulasen, - 1

Tomatinase, Xylanasen)

V Schlecht/kaum charakterisiert 8 9

generelle Funktionszuordnung

Dehydrogenasen 1 1

Hydrolasen 1 -

Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine 2 4

hypothetische Proteine 3 3

Pseudogene 1 1
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Tabelle 8.13: Real-time-RT-PCR Ergebnisse zum Experiment "DtxR/CMM101". Die mittels Microarray
erhaltenen Werte sind als 2" angegeben. Ist die Transkriptmenge unter der Versuchsbedingung verringert, ist
der negative, reziproke Wert des Verhiltnisses zur Kontrolle angegeben (Verhiltnis 0,5 - -2).

GenDB-ID Genname  mogliche Funktion 2" RT-PCR

CMM_0601 hemO Hamoxygenase (EC 1.14.99.3) 4,68 6,30

CMM_1129 - Siderophor-interagierendes Protein 5,87 2,12

CMM_2094 alcA Siderophorbiosynthese-Enzym/ 11,31 5,22
Monooxygenase

CMM_2095 - Siderophorbiosynthese-Enzym/ 6,49 2,48

L-Aminosaure Decarboxylase (EC 4.1.1.-)

Tabelle 8.14: Cluster I-VI des hierarchischen Clusterings der Transkriptomdaten der Experimente mit Xylemsaft
und dem Stamm CMM101dtxRA1 (dtxR’). Xylemsaft: Ansatz I: Transkriptionsprofil von Zellen 12 min nach
Zugabe von 10 % Xylemsaft. Ansatz II: Transkriptionsprofil logarithmischer Zellen in M9-Minimalmedium;gy.x,.
*: mindestens ein Kriterium fir p, n oder A nicht erfiillt. Fett: M-Wert > |0,7].

Gen- Xylemsaft

GenDB-ID name maogliche Funktion Ansatz| Ansatzll dtxR

Cluster |

CMM_0165 fhuC Fe3+—Siderophor ABC Transporter, ATPase -0,36 -0,54 1,87

CMM_0166 fhuD Fe3+—Siderophor ABC Transporter, -0,99 -1,09 2,50
Substratbindeprotein

CMM_0167 fhuB Fe3+—Siderophor ABC Transporter, Permease -0,56 -0,44 1,07

CMM_0363 - Fe3+—Hydroxamat ABC Transporter, -0,62 -0,77 1,30
Substratbindeprotein

CMM_0601 hemO Hamoxygenase (EC 1.14.99.3) -0,90 -1,14 2,23

CMM_1129 - Siderophor-interagierendes Protein -1,39 -1,47 2,55

CMM_2093 alcBC Siderophorbiosynthese-Protein -0,36 -0,56 2,47

CMM_2094 alcA Siderophorbiosynthese-Enzym/Monooxygenase -1,46 -2,05 3,50

CMM_2095 - Siderophorbiosynthese-Enzym/ -0,66 -1,02 2,70
L-Aminosdure Decarboxylase (EC 4.1.1.-)

CMM_2176 - konserviertes, sekretiertes Lipoprotein -0,53 -0,74 1,45

CMM 2349 fecB1 Fe**-Siderophor ABC Transporter, -0,65 -0,78 1,37
Substratbindeprotein

CMM_2931 fecB2 Fe-Siderophor ABC Transporter, -0,84 -0,83 1,78
Substratbindeprotein

CMM_PSEU - Pseudogen, Siderophor-interagierendes Protein -0,73 -0,77 1,13

DO_0030

CMM_1281 - Glycosyltransferase -0,61 -1,00 2,37

CMM_1323 guaB Inosinmonophosphat-DH (EC 1.1.1.205) -0,58 -0,41 1,17

CMM_2837 - Membranprotein *.0,13 -0,26 1,36

Cluster Il

CMM_0373 phnM Metall-abhangige Hydrolase, am 0,77 *-0,04 *-0,26
Phosphonatmetabolismus beteiligt

CMM_1782 carB  Carbamoyl-Phosphat-Synthase, grol3e 0,71 *-0,15 *0,25
Untereinheit (EC 6.3.5.5)

CMM_2787 rplK 50S ribosomales Protein L11 0,76 *0,19 -0,16

CMM_1353 - membrangebundene Protease 1,00 0,18 *-0,46

CMM_1885 dctA  Na+/H+-Dicarboxylat Symporter, DAACS-Familie 1,49 *-0,06 0,47

CMM 2878 - Citrat Transporter, CitMHS-Familie 1,16 *0,69 *0,47
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CMM_1505 fruB Phosphotransferasesystem, Phosphocarrier 091 *-0,20 *-0,11
Protein HPr (EC 2.7.1.69)
CMM_1376 - konserviert hypothetisches Protein 0,77 *0,12 *0,25
CMM_0510 - hypothetisches Protein 0,94 0,30 -0,22
Cluster Ill
CMM_2285 - ABC Transporter, dupliziertes ATP-bindendes -0,33 * 0,06 0,78
Protein
CMM_0866 - o-Glucosid ABC Transporter, -0,42 *-0,17 1,02
Substratbindeprotein
CMM_0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -0,42 *-0,18 0,87
CMM 2928 fecE Fe**-Siderophor ABC Transporter, ATP-bindendes  *-0,07  * 0,03 0,73
Protein
CMM_2892 - Transporter, RND-Familie *.0,06 *-0,21 0,73
CMM_1089 mnhD multisubunit Na+/H+ Antiporter, NADH-Chinon -0,36 0,44 0,74
Dehydrogenase (EC 1.6.5.3)
CMM_1669 amtB Ammonium Transporter, Amt-Familie *.0,08 *0,33 0,76
CMM_0387 - NAD(FAD)-abhangige Dehydrogenase *-0,22 *-0,15 1,03
CMM_0064 - Hydrolase 0,21 *0,50 0,70
CMM_2415 - konserviert hypothetisches Protein, Thioredoxin *.041 *-0,07 0,72
CMM_2017 - konserviertes, sekretiertes Protein *0,01 *0,29 0,71
CMM_1250 - hypothetisches, sekretiertes Protein *.0,14 *-0,12 0,78
pCM2 0034 - hypothetisches Protein *-0,44 *-0,15 0,78
CMM_PSEU - Pseudogen, Transkriptionsregulator, Lacl-Familie *0,37 0,82 0,41
DO_0002
Cluster IV
CMM 2536 sbtC  Subtilisin-dhnliche Serin-Protease, (EC 3.4.21.-) -0,72 *-0,04 -0,26
CMM_0396 - Na® Efflux ABC Transporter, Permease -0,87 0,01 0,69
CMM_2175 - Fe2+—Permease, OFeT-Familie -1,15 -0,52 0,86
CMM_2177 - mogliche Fe-abhangige Peroxidase -0,68 -0,40 0,73
pCM1 0015 - sekretiertes Protein -0,95 *-0,06 *-0,15
CMM_1973 - Acyl-CoA-Dehydrogenase -0,81 *0,04 -0,42
CMM_0631 - hypothetisches, sekretiertes Protein -0,77 -0,52 0,37
Cluster V
CMM_0530 - Oxidoreduktase *-1,03 *-0,30 -1,08
CMM_1557 - hypothetisches, sekretiertes Protein -0,51 -1,01 -0,99
Cluster VI
CMM_0322 - Dipeptidase *-0,39 *0,32 -0,72
CMM_1014 wcqgD NDP-Zucker-Epimerase *0,43 0,70 -0,78
pCM2_0035 rhsA Rhs dhnliches Protein *0,16 0,85 -0,75
CMM_0151 dnakK Chaperon (Hitzeschockprotein 70) 0,21 0,80 *-0,20
CMM _2092 hsp20 Hitzeschockprotein, HSP20-Familie 0,37 0,88 *-0,26
CMM_1588 - Oligopeptid ABC Transporter, Permease *-.0,05 *045 -0,83
CMM_0663 - Carboxylesterase, Typ B (EC 3.1.1.-) *0,18 0,89 *-0,12
CMM_1971 - konserviert hypothetisches Protein, Hydrolase 0,24 0,71 *0,01
oder DNA-Bindeprotein
CMM_1285 - hypothetisches Protein *-0,17 *0,55 -0,90
CMM_2901 - hypothetisches Protein 0,18 1,11 -0,43
pCM2 0041 - hypothetisches Membranprotein *0,07 0,75 *-0,15
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Tabelle 8.15: Haufigkeit mit der wahrend des Pflanzentests infizierte Pflanzen in die einzelnen Kategorien "tot",
TN ()", "Welke" bzw. "keine Welke" eingestuft wurden. Die Kategorie “Welke” umfasst die Kategorien
(+) bis tot. Werte der Mutanten die sich signifikant (mittels t-Test) von den Werten der entsprechenden
Kontrollstamme unterscheiden sind fett gedruckt und die Felder grau hinterlegt.

Stamm Test/  tot[%] ++ [%] + [%] (+) [%] Welke [%] keine
Schale Welke [%]
NCPPB382 1-1 19,9 29,0 11,3 2,4 62,7 37,3
2-1 24,8 20,6 12,2 2,3 59,9 40,1
3-1 25,6 23,9 13,8 2,2 65,5 34,5
3-2 26,8 26,0 10,7 1,6 65,1 349
Mittelwert 24,3 249 12,0 2,1 63,3 36,7
Standardabweichung 3,0 3,5 1,4 0,4 2,6 2,6
CcMM101 1-1 11,1 18,8 25,6 1,9 57,4 42,6
2-1 26,5 15,4 11,1 2,5 55,5 44,5
3-1 16,1 22,6 19,1 1,6 59,4 40,6
3-2 18,4 21,2 17,5 1,4 58,4 41,6
Mittelwert 18,0 19,5 18,3 1,9 57,7 42,3
Standardabweichung 6,4 3,2 6,0 0,5 1,7 1,7
Cmm1624 1-1 18,4 219 14,6 1,6 56,5 43,5
1-2 13,2 21,0 11,4 1,5 47,1 52,9
1-3 15,1 16,2 12,2 0,5 44,0 56,0
2-1 23,4 18,4 9,2 1,7 52,8 47,2
3-1 15,9 25,1 11,6 0,9 53,5 46,5
Mittelwert 17,2 20,5 11,8 1,2 50,8 49,2
Standardabweichung 3,9 3,4 1,9 0,5 5,1 5,1
CMM101_1624 1-1 0,0 10,8 35,1 0,6 46,5 53,5
1-2 0,0 3,7 26,4 1,2 31,3 68,7
1-3 0,0 1,4 15,3 1,1 17,7 82,3
2-1 1,3 8,1 29,2 7,3 45,8 54,2
3-1 0,0 10,8 26,6 4,5 41,9 58,1
3-2 0,3 9,3 27,4 0,0 37,0 63,0
Mittelwert 0,3 7,4 26,7 2,4 36,7 63,3
Standardabweichung 0,5 3,9 6,5 2,8 10,9 10,9

Tabelle 8.16: Median, Mittelwert und statistische Tests zum Gewicht der mit NCPPB382, Cmm1624, CMM101
bzw. mit CMM101_1624 infizierten Pflanzen 28 Tage nach Infektion. Mit dem Shapiro-Test wurde tiberprift, ob
eine Normalverteilung vorlag, der F-Test wurde verwendet, um zu testen, ob die Varianzen der beiden Proben
homogen waren. Fiir alle hier verwendeten statistischen Tests gilt: ist der berechnete Wert kleiner als 0,05, so

ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese anzunehmen ist, kleiner als 5 %.

Stamm Median Mittelwert Shapiro- F-Test Wilcoxon- (t-Test)
Test Test

NCPPB382 0,09 0,50 2,8x10° 4,9x10°® 0,040 0,003

Cmm1624 0,22 1,44  9,7x10"

CMM101 0,51 1,17 1,6 x 10° 0,52 0,008 0,034

CMM101_1624 1,15 1,99 2,3x10°
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Tabelle 8.17: Titer der Cmm-Stamme in Tomatenpflanzen 28 Tage nach Wurzelinfektion. Titer in cfu/g
Pflanzenhomogenat.

Stamm Nr. Welkekategorie Titer Mittelwert Standardabweichung
NCPPB382 1 tot 5,45 x 10° 1,79 x 10™° 1,04 x 10*°
2 ++ 1,55 x 10"
3 tot 3,44 x 10"
4 tot 1,62 x 10"
5 ++ 1,81 x 10"
CMM101 1 ++ 1,69 x 10° 1,70 x 10" 1,40 x 10*°
2 tot 2,56 x 10%°
3 + 4,55 x 10°
4 tot 3,48 x 10"°
5 ++ 1,83 x 10"
Cmm1624 1 tot 3,16 x 10"° 1,58 x 10™° 1,12 x 10"
Schale 1 2 tot 2,42 x 10"
3 tot 1,35 x 10"
4 ++ 2,27 x 10%°
5 ++ 1,09 x 10"
Cmm1624 6 tot 1,21 x 10"
Schale 2 7 tot 1,63 x 10"
8 tot 4,40 x 10°
9 ++ 1,41 x 10"
10 ++ 4,20 x 10°
Cmm1624 11 tot 3,41 x 10"
Schale 3 12 tot 1,55 x 10"
13 + 1,18 x 10°
14 ++ 3,23 x 10"
15 ++ 8,16 x 10°
CMM101_1624 1 + 6,44 x 10° 5,33 x 10° 1,69 x 10°
Schale 1 2 ++ 4,73 x 10°
3 ++ 2,73 x 10°
4 ++ 4,32 x 10°
5 + 6,76 x 10°
CMM101_1624 6 + 7,30 x 10°
Schale 2 7 + 3,17 x 10°
8 + 3,84 x 10°
9 ++ 5,73 x 10°
10 + 8,47 x 10°
CMM101_1624 11 + 4,31 x 10°
Schale 3 12 + 6,59 x 10°
13 + 6,56 x 10°
14 + 3,39 x 10°

15 ++ 5,64 x 10°
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8.8 Differentielle Genexpression nach a-Tomatinzugabe

Tabelle 8.18: Bei Tomatinygmi, bzw. Tomatin,, differentiell exprimierte Gene. 10 min: Tomatinigmin, 4 h:
Tomatin,,. Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte:: M > |0,7]; p £0,05; n 2 7 ; Tomatinigmin A =
8,23; Tomating,: A 2 8,29.

Gruppe Anzahl induzierter Anzahl reprimierter
Gene: M 20,7 Gene: M <£-0,7
10 min 4h 10 min 4 h
(4) (28) (8) (59)

| Metabolismus 0 7 2 7
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus
Glycolyse - - 2
Pentose-Phosphatweg - - 2 3
Ubrige Zucker und andere C-Verbindungen - - - -
n-Glycan (Glucosidasen) - 5 - 1
Aminosaure
Aminotransferasen - 1 - -
Lysin, Valin, Threonin - - - 1
Methionin, Cystein - 1 - -
11l Informationsspeicherung und -prozessierung 0 1 0 40
Replikation
Rekombination - - - 1
Transkription
Transkription - - - 2
Translation
ribosomale Proteine - - - 33
Initiation, Elongation, Termination - - - 3
Translation, Rest - 1 - 1
IV Potentiell relevant fiir phytopathogene 2 10 6 11
Interaktion
Transporter
ABC, ohne weitere Zuordnung 1 - -
ABC, Aminosauren 2 1 -
ABC, Zucker - 1 5 4
ABC, anorganische lonen - 2 - -
Permeasen, ohne weitere Zuordnung - 1 - -
Permeasen, Zucker - 1 - -
Transporter, Energie - - - 3
Regulatoren
Transkriptionsregulatoren - - - 1
Sigmafaktoren - 1 - -
Histon dhnliche Proteine - - - 1
Stress
Kalteschock - - - 1
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase - - - 1
Resistenz
Hydroperoxid - 1 - -
Sonstige: Restriktionsenzym, Cytochrom, - 1 - -
Hamoglobin

intrazelluldre Proteasen
Serinproteasen - - 1 -



Anhang 178

V Schlecht/kaum charakterisiert 2 10 0 1
generelle Funktionszuordnung

Dehydrogenasen 1 4 - -
Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine - 3 -
hypothetische Proteine 1 3 - 1

Tabelle 8.19: Real-time-RT-PCR Ergebnisse zu den a-Tomatin-Experimenten Tomatin,gmi, und Tomating,. Die
mittels Microarray erhaltenen Werte sind als 2 angegeben. Ist die Transkriptmenge unter der
Versuchsbedingung verringert, ist der negative, reziproke Wert des Verhaltnisses zur Kontrolle angegeben
(Verhaltnis 0,5 = -2). Tomatingmin: CMM_0866; Tomating,: CMM_0095-CMM_0877.

GenDB-ID Genname mogliche Funktion 2™ RT-PCR

CMM_0866 - a-Glucosid ABC Transporter, -2,29 -4,95
Substratbindeprotein

CMM_0095 cytB 3Fe-4S Ferredoxin 2,70 3,17

CMM_0100 bglF B-Glucosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 3 5,21 3,76
(EC3.2.1.9)

CMM_0103  bgll B-Xylosidase, Glycosyl-Hydrolase-Familie 43 3,91 3,21
(EC3.2.1.37)

CMM_0877 araD L-Ribulose-5-Phosphat-4-Epimerase -2,25 -3,26

(EC5.1.3.4)
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8.9 Daten zu den CatR-Experimenten

Tabelle 8.20: Differentielle Genexpression aufgrund der Inaktivierung von CatR. M9: CatRys 10 min:
CatRromatiominy 4 h: CatRromatan. Daten von 3 biologischen Replikaten. Schwellenwerte: M 2|0,7]; p € 0,05; n > 7;
A(CatRM9) 2 8186: A(CatRTomatlomin) 2 81851 A(CatRTomat4h) 2 9130

Gruppe Anzahl induzierter Gene: Anzahl reprimierter
M=20,7 Gene: M <-0,7
M9 Tomatin M9 Tomatin
10 min 4h 10 min 4 h

(17) (27) (23) (5) (6) (6)
| Metabolismus
Aminosaure
Methionin, Cystein - 1 - - - -
Il Zelluldre Prozesse
Zellwand
Zelloberflache 1 1 1 - - -
IV Potentiell relevant fiir phytopathogene
Interaktion
Transporter
ABC, Aminosauren - 1 - - - -
ABC, anorganische lonen - 1 - - - -
Permeasen, ohne weitere Zuordnung - 1 - - - -
Proteintransport
Konjugation - - - 5 6 6
Regulatoren
Sigmafaktoren - 1 - - - -
Histon ahnliche Proteine - 1 1 - - -
extrazellulare Enzyme
extrazellulare Serinproteasen 2 2 2 - - -
Pseudogene, extrazelluldre Serinproteasen 2 2 2 - - -

V Schlecht/kaum charakterisiert
generelle Funktionszuordnung

Dehydrogenasen - 1 - - - -
Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine 2 2 3 - - -
hypothetische Proteine 9 12 13 - - -
Pseudogene 1 1 1 - - -

Tabelle 8.21: In den Clustern | und Il enthaltene Gene. Das hierarchische Clustering wurde mit den Daten der
CatR-Experimente CatRyg (M9), CatRromatiomin (10 min)und CatRyomaan (4 h)durchgefiihrt. Alle Gene (43), die
mindestens unter einer der drei Versuchsbedingungen die Bedingungen fiir p, n, A und M (siehe Tabelle 8.20)
erfiillten, wurden fir diese Analyse verwendet. Cluster Il a und b sind Untergruppen des Clusters Il. Fett: M-
Wert > |0,7]|. Unterstrichene M-Werte: Mittels real-time-RT-PCR validierte Werte (Tabelle 8.22).

Tomatin
GenDB-ID Genname madgliche Funktion M9 10 min 4h
Cluster |
pCM2_0022 traE konserviert hypothetisches Protein, ATP- -0,71 -0,73 -0,84
bindendes Protein
pCM2_0023 - konserviertes Membranprotein -0,63 -0,76 -0,89
pCM2_0024 trbL Konjugations-Transfer Protein -1,13 -1,02 -1,46

pCM2_0025 - sekretiertes Protein -0,87 -0,82 -1,01
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pCM2_0026 - hypothetisches Membranprotein -0,90 -1,04 -1,22
pCM2_ 0027 - hypothetisches Protein -0,92 -0,90 -1,12
Cluster Il
pCM2_0053 phpA extrazellulare Serin-Protease 2,09 2,06 2,25
pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease 1,39 1,79 1,75
CMM_PSEU chpA' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease 1,01 0,90 0,86
DO_0010
CMM_PSEU chpA' Pseudogen, extrazelluldre Serin-Protease 1,93 1,86 2,03
DO_0008
pCM2 0036 - Transkriptionsregulator, Histon-ahnliches 0,69 1,18 0,91
Protein
pCM2_0035 rhsA Rhs dhnliches Protein 1,59 1,83 1,59
pCM2_0004 - hypothetisches Protein 0,59 0,92 0,74
pCM2_0012 - hypothetisches Protein, TraA 0,87 0,87 0,87
Konjugationsprotein
pCM2_ 0028 - konserviertes sekretiertes Protein 1,04 1,28 1,24
pCM2_ 0029 - hypothetisches Membranprotein 1,11 1,24 1,09
pCM2_0030 - hypothetisches Protein, DNA-Bindeprotein 1,11 1,25 1,22
pCM2_0037 - konserviert hypothetisches Protein 0,75 1,13 1,15
pCM2_0041 - hypothetisches Membranprotein 1,55 1,51 1,38
pCM2_0042 - hypothetisches Protein 1,61 1,17 1,10
pCM2_0047 - hypothetisches Protein 1,51 1,21 1,39
pCM2_0049 - hypothetisches Protein 0,76 0,91 0,90
pCM2_0051 - hypothetisches Protein 0,90 1,14 0,98
pCM2_0055 - hypothetisches Protein 0,94 1,00 0,75
pCM2_0065 - hypothetisches Protein 0,72 0,93 0,79
pCM2_ 0066 - konserviert hypothetisches Protein 0,68 1,05 0,73
pCM2_PSE - Pseudogen, MFS Permease 0,88 1,26 1,16
UDO_0004
Clusterll a
CMM_1336 metY O-Acetylhomoserin(Thiol)-Lyase (EC 2.5.1.49) * 0,10 0,75 *0,28
CMM_1960 - Peptid ABC Transporter, Substratbindeprot. 0,40 1,10 *0,35
CMM_2283 - Metall ABC Transporter, Substratbindeprot. 0,26 1,05 0,34
CMM_1949 - MFS Permease 0,24 0,76 *0,14
CMM _0243 sigY RNA-Polymerase Sigmafaktor, ECF- *0,17 0,80 *0,23
Subfamilie
CMM_1973 - Acyl-CoA-Dehydrogenase *0,07 1,17 *0,17
Cluster Il b
CMM_1107 - hypothetisches, sekretiertes Protein 0,54 0,54 0,70
pCM2_ 0061 - hypothetisches Protein 0,41 0,35 0,71
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Tabelle 8.22: Real-time-RT-PCR Ergebnisse zu den CatR-Experimenten. Die mittels Microarray erhaltenen
Werte sind als 2V angegeben. Ist die Transkriptmenge unter der Versuchsbedingung verringert, ist der
negative, reziproke Wert des Verhiltnisses zur Kontrolle angegeben (Bsp.: Verhiltnis = 0,5 - -2).

GenDB-ID Genname mogliche Funktion 2V RT-PCR
pCM2_0024 trbL Konjugations-Transfer Protein -2,19 -4,23
pCM2_0030 - hypothetisches Protein, DNA- 2,15 2,96

,E Bindeprotein
5 pCM2_0035 rhsA Rhs dhnliches Protein 3,02 14,45
pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease 2,62 4,89
pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease 4,26 5,36
c CMM_1973 - Acyl-CoA-Dehydrogenase 2,25 3,90
§ pCM2_0024 trbL Konjugations-Transfer Protein -2,03 -2,13
g pCM2_0035 rhsA Rhs dhnliches Protein 3,56 17,61
£ pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease 3,45 6,96
©  pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease 4,15 10,61
CMM_PSEU chpA' Pseudogen, extrazellulare Serin- 4,08 4,29

g DO_0008 Protease

o~ PCM2_0035 rhsA Rhs dhnliches Protein 3,01 63,39
5 pCM2_0052 phpB extrazelluldre Serin-Protease 3,36 6,40
pCM2_0053 phpA extrazelluldre Serin-Protease 4,76 9,62
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8.10 Daten zu den Quorum-Sensing Experimenten QS-10min und QS-6h

Tabelle 8.23: Gruppenzuordnung der differentiell exprimierten Gene der Experimente QS-10min (10 min) und
QS-6h (6 h). Schwellenwerte: p < 0,05; QS-10min: M > |0,7|,n 29, A>7,65; QS-6h: n>7, M > |0,93|, A >7,99.

Gruppe Anzahl induzierter Anzahl reprimierter
Gene Gene

10 min 6h 10 min 6h

(32) (11) (31) (97)

| Metabolismus
Energie-, Kohlenstoffmetabolismus

Glycolyse 1 - - 2
Pentose-Phosphatweg - - 2 2
Citrat-Zyklus - - - 3
Aminosaure

Aminotransferasen 1 - - -
Lysin, Valin, Threonin - - 1 -
aromatische Aminosauren - - - 1
Methionin, Cystein 3 1 - -
Lipide

Fettsauren - - - 2
Lipide, Rest 1 - - 1
Coenzyme

Hamoglobin - - - 1
Sekundarmetabolismus

Eisen - - - 2
11l Informationsspeicherung und -prozessierung

Replikation

Replikation - - - 1
Transkription

Transkription - - 2 3
weitere an der Transkription beteiligte Proteine - - - 1
Translation

ribosomale Proteine - - 19 38
Initiation, Elongation, Termination 1 - 1 3
Translation, Rest - - - 2
IV Potentiell relevant fiir phytopathogene

Interaktion

Transporter

ABC, ohne weitere Zuordnung - - - 1
ABC, Zellteilung - - 1
ABC, Aminosauren 5 1 -
ABC, Zucker - - 5 3
ABC, anorganische lonen 3 - - 1
Permeasen, ohne weitere Zuordnung 1 1 - -
Permeasen, Abwehr - - - 1
Transporter, Energie - - 1 3
Proteintransport

Sec-System - - - 3
Tat-System - - - 1
Signalpeptidase - - - 1

Konjugation - 1 -



Anhang 183

Regulatoren

Transkriptionsregulatoren 1 - - -
Zwei-Komponenten-Regulatoren - - - 1
Sigmafaktoren 1 - - -
Histon ahnliche Proteine - - - 1
Stress

Hitzeschock, Chaperone 1 - -
Clp-Proteasen - - -
Kalteschock - - -
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerase - - -
Resistenz

Hydroperoxid 1 - -
Radikale (Fenton) - - -
Eisen/Schwefel-Cluster - - - 2
extrazellulare Enzyme

extrazellulare Serinproteasen - 1 - -
intrazelluldre Proteasen

Serinproteasen - - - 1
V Schlecht/kaum charakterisiert

generelle Funktionszuordnung

Dehydrogenasen 5 1 - 2
Funktion unbekannt

konserviert hypothetische Proteine 2 1 - 3
hypothetische Proteine 6 4 - -

N P P W

Tabelle 8.24: Real-time-RT-PCR Ergebnisse zu den Quorum-Sensing Experimenten QS-10min und QS-6h. Die
mittels Microarray erhaltenen Werte sind als 2" angegeben. Ist die Transkriptmenge unter der Versuchs-
bedingung verringert, ist der negative, reziproke Wert des Verhiltnisses angegeben (Verhiltnis 0,5 2> -2).
QS-10min: CMM_0879-CMM_2804; QS-6h: CMM_0044.

GenDB-ID Genname mogliche Funktion 2" RT-PCR

CMM_0879 - Zucker ABC Transporter, -2,19 -2,33
Substratbindeprotein

CMM_0880 - Zucker ABC Transporter, ATPase -3,93 -1,90

CMM_2804 - Transkriptionsregulator, MarR-Familie 2,25 3,13

CMM_0044 ppaC extrazelluldre Serin-Protease 2,06 2,39

Tabelle 8.25: Cluster Il des hierarchischen Clusterings der QS-Experimente (QS-10 min, -6 h) und des wuchs-
phasenabhangigen Experiments (spat log). Die Gene sind nach ihrer Zugehdrigkeit zu den funktionellen
Gruppen | bis V und nach ihrer GenDB-ID sortiert. Fett gedruckte Gene aus Cluster Il sind Bestandteil der
Unterguppe II’. Unterstrichener M-Wert: Mittels real-time-RT-PCR validierter Wert (Tabelle 8.24). Fett: M-Wert
>10,7]|.

spat Qs
GenDB-ID Genname Funktion log 10 min 6h
Cluster I
cCMM_0183 - Aminotransferase 1,42 1,64 0,92
CMM_1336 metY 0O-Acetylhomoserin(Thiol)-Lyase (EC 2.5.1.49) 0,70 1,57 0,95
CMM_0573 menC O-Succinylbenzoat-CoA-Synthase (EC 4.2.1.-) 0,46 *0,24 0,72

CMM_2791 murB UDP-N-Acetylmuramat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.158) *0,18  *0,04 0,73
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CMM_0911 - hypothetisches Protein (Sortase Motiv) 0,37 0,28 0,84
CMM_1960 - Peptid ABC Transporter, Substratbindeprotein 1,21 2,17 1,10
CMM_1949 - MFS Permease 1,42 1,24 1,15
CMM_0222 - multidrug Resistenz Membranprotein *0,38  *0,06 0,73
pCM1_0006 - hypothetisches Protein 0,88 0,49 1,68
CMM_1101 - Transkriptionsregulator, TetR-Familie *0,11 0,31 0,82
CMM_0316 clpY ATPase mit Chaperon Aktivitdt, ATP-bindende UE 0,59 0,75 0,83
CMM_1205 - Peroxiredoxin 0,98 0,93 0,74
CMM 0044 ppaC extrazelluldre Serin-Protease 0,80 *0,09 1,04
CMM_1406 - konserviertes, sekretiertes Protein 1,35 1,59 1,08
CMM_1583 - konserviert hypothetisches Protein 0,98 0,49 0,76
CMM_0246 - hypothetisches Protein *0,55 0,51 0,92
CMM_1184 - hypothetisches Protein 1,22 0,99 1,64
CMM_1233 - hypothetisches Protein *-0,20  *0,29 0,72
CMM_1675 - hypothetisches, sekretiertes Protein 0,77 0,65 1,51
CMM_2358 - hypothetisches Membranprotein 0,49 1,19 1,01
CMM_2857 - hypothetisches, sekretiertes Protein 0,52 0,53 0,77
CMM_2923 - hypothetisches Membranprotein 0,94 0,71 1,80

Tabelle 8.26: Cluster A, B und V des hierarchischen Clusterings der QS-Experimente (QS-10 min, -6 h) und des
wuchsphasenabhangigen Experiments (spat log). Die Gene sind nach ihrer Zugehorigkeit zu den Gruppen | bis V
und nach ihrer GenDB-ID sortiert. Fett: M-Wert > |0,7].

spat Qs

GenDB-ID Genname Funktion log 10 min 6h
Cluster A
CMM_1736 pgiA Glucose-6-phosphat-lsomerase (EC 5.3.1.9) -1,33 -036 -1,39
CMM_1738 opcA Glucose-6-P-Dehydrogenase Effektor -1,34 -0,32 -1,25
CMM_1734 tktA Transketolase (EC 2.2.1.1) -0,90 -0,35 -0,73
CMM_1735 talA Transaldolase (EC 2.2.1.2) -1,09 -0,14 -1,36
CMM_0972 sdhC Succinat-Dehydrogenase, Cytochrom b Untereinheit -1,25 -0,38 -0,94

(EC 1.3.99.1)
CMM_1641 aceF Pyruvat/2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, -0,92 -0,30 -1,17

Dihydrolipoamid-Acyltransferase (E2) Untereinheit

(EC2.3.1.-)
CMM_2233 fumC Fumarat-Hydratase (EC 4.2.1.2) -0,82 -0,27 -0,80
CMM_2548 sucC Succinyl-CoA-Ligase [ADP-bildend], B-Untereinheit -1,37 -0,48 -1,36

(EC6.2.1.5)
CMM_0902 lysC Aspartokinase (EC 2.7.2.4) -0,87 *-0,20 -0,89
CMM_1096 ilvC Ketosaure-Reductoisomerase (EC 1.1.1.86) -1,12 -0,80 -0,82
CMM_1770 hisG ATP-Phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.17) -0,96 *-0,07 -0,71
CMM_1763 trpB Tryptophan-Synthase, B-Untereinheit (EC 4.2.1.20) -0,67 -0,28 -1,00
CMM_2543 ddaH Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (EC 3.5.3.18) -0,81 *-0,12 -0,92
CMM_0999 accD Acetyl/Propionyl-CoA Carboxylase, B-Untereinheit -0,84 -0,31 -0,96

(EC6.4.1.-)
CMM_0640 - konserviert hypothetisches Protein -0,99 -0,28 -1,31
CMM_1013 rmiA Glucose-1-Phosphat-Thymidylyltransferase (EC 2.7.7.24) -0,78 -0,13 -0,81
CMM_1017 wcqG Membranprotein -0,70 -0,25  -0,79
pCM2_0035 rhsA Rhs dhnliches Protein -1,06 -0,11 -0,92
CMM_0006 gyrB DNA-Gyrase, Untereinheit B (EC 5.99.1.3) -1,37 -0,60 -0,92
CMM_1651 - Topoisomerase I, Untereinheit A (EC 5.99.1.3) -0,83 -0,26 -0,95
CMM_2788 nusG Transkriptions Antiterminations Protein -1,27 -0,60 -0,99
CMM_2977 rnpA Ribonuclease P, Protein-Untereinheit (EC 3.1.26.5) -1,07 -0,40 -0,93
CMM_1357 rpmF 50S ribosomales Protein L32 -0,94 -0,32 -1,34
CMM_1367 rpsP 30S ribosomales Protein S16 -1,25 -0,52 -1,21
CMM_1490 rpmA 50S ribosomales Protein L27 -0,92 -0,28 -0,77
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CMM_1551 rpsT 30S ribosomales Protein S20 -1,30 -0,74 -0,85
CMM_1716 rpmkE2 50S ribosomales Protein L31 type B -1,16 *-0,14 -0,76
CMM_1804 rpsD 30S ribosomales Protein S4 -1,14 -0,50 -1,01
CMM_2010 rpml 50S ribosomales Protein L35 -0,63 -0,48 -1,09
CMM_2270 rply 50S ribosomales Protein L25 -1,17 -0,37  -1,39
CMM_2580 rpIM 50S ribosomales Protein L13 -1,30 -0,52 -1,24
CMM_2586 rpsM 30S ribosomales Protein S13 -1,17 -0,48 -1,39
CMM_2587 rpmlJ1 50S ribosomales Protein L36 1 -0,69 -0,15 -1,09
CMM_2602 rpIR 50S ribosomales Protein L18 -0,94 -0,62 -1,00
CMM_2609 rpmC 50S ribosomales Protein L29 -1,08 -0,84 -1,31
CMM_2614 rpiB 50S ribosomales Protein L2 -1,20 -0,74 -0,92
CMM_2935 rpsN 30S ribosomales Protein S14 -1,01 -0,40 -1,01
CMM_2961 rpsR 30S ribosomales Protein S18 -1,47 -0,60 -1,33
CMM_1802 alaS Alanyl-tRNA-synthetase (EC 6.1.1.7) -0,75 -0,25 -0,73
CMM_1793 efp Elongationsfaktor P (EF-P) -0,82 -0,15 -0,85
CMM_2461 - konserviert hypothetisches Protein, Translationsfaktor -0,63 -0,33 -1,41
CMM_1974 engA GTP-bindendes Protein -0,70 -0,49 -0,90
CMM_1728 - ABC Transporter, ATP-bindendes Protein -1,18 -0,36 -1,37
CMM_0085 - Zucker ABC Transporter, Permease -0,95 -0,57 -1,00
CMM_0166 fhuD Fe3+-Siderophor ABC Transporter, Substratbindeprotein -0,81 -0,19 -1,20
CMM_1164 atpE ATP Synthase, C Untereinheit (EC 3.6.3.-) -1,14 -0,56 -0,96
CMM_1169 atpD ATP Synthase, B-Untereinheit (EC 3.6.3.14) -1,02 -0,51 -0,86
CMM_1741 secG Protein-Export Membranprotein -0,69 -0,23 -0,98
CMM_1811 secF Protein-Export Membranprotein -1,09 -0,46 -1,10
CMM_1812 secD Praprotein Translocase, Untereinheit -0,78 -0,28 -0,91
CMM_1813 - Praprotein Translocase, Untereinheit -0,72 -0,30 -0,85
CMM_2598 secY Praprotein Translocase, secY Untereinheit -0,94 -0,32 -1,22
CMM_1686 tatC Sec-unabhéngige twin-arginine Protein Translocase -1,03 -0,20 -1,17
CMM_1363 ffhA Signal recognition particle Protein -0,63 -0,19 -0,85
CMM_1746 whiA konserviert hypothetisches Protein -1,38 -0,55 -0,78
CMM_2475 - Zwei-Komponenten-System, response regulator -0,80 *-0,15 -1,46
CMM _2934 hupB DNA-Bindeprotein -1,35 -0,40 -1,39
CMM_0151 dnak Chaperon (Hitzeschockprotein 70) -0,61 -0,34 -1,06
CMM_0153 dnali Chaperon, curved DNA-binding Protein -0,68 *-0,18 -0,89
CMM_2092 hsp20 Hitzeschockprotein, HSP20-Familie -0,86 *-0,14 -0,90
CMM_2484 - konserviert hypothetisches Protein, Protein-Disulfid- -1,39 -0,26 -1,14
Isomerase
CMM_0857 clpC ATP-abhangig Protease, ATPase Untereinheit (EC 3.4.-.-) -1,19 -0,49 -0,97
CMM_1464 clpP1 ATP-abhangige Clp Protease, proteolytische Untereinheit -0,90 -0,34 -0,91
CMM_2479 cspA2 Kalteschockprotein -0,92 -0,37 -1,02
CMM_0010 ppiA Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase (EC 5.2.1.8) -0,79 -0,42 -0,94
CMM_1463 tig trigger factor (TF) (Prolyl Isomerase, Chaperon) -1,19 -0,36 -1,16
CMM_1727 - konserviert hypothetisches Protein, beteiligt am Fe-S- -1,00 -0,40 -1,25
Cluster Assembly
CMM_1729 - 2Fe-2S Ferredoxin -1,26 -0,29 -1,20
CMM_1731 - konserviert hypothetisches Protein, beteiligt am Fe-S- -0,68 -0,27 -0,73
Cluster Assembly, ABC Transporter
CMM_2434 - Serin-Protease, S1C-Familie (EC 3.4.21.-) -0,67 -0,30 -1,42
CMM_1670 - Oxidoreduktase (EC 1.1.1.-) -1,44 0,59 -1,23
CMM_2098 - short chain Dehydrogenase/Oxidoreduktase -0,94 *-0,16 -0,86
CMM_0008 - konserviertes Membranprotein -0,97 *-0,09 -0,73
CMM_1356 - konserviert hypothetisches Protein -0,96 -0,47 -0,70
CMM_2553 - konserviertes Membranprotein -0,93 *-0,15 -1,02
CMM_2976 - konserviert hypothetisches Protein -0,91 -0,33 -0,90
CMM_0009 - hypothetisches Protein -0,73 -0,19 -0,91
CMM_0340 - Membranprotein -1,03 *-0,28 -0,84
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Cluster B
CMM_1737 zwfA2 Glucose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) -1,64 -0,48 -2,01
CMM_2094 alcA Siderophorbiosynthese-Enzym / Monooxygenase -1,32  -0,33 -1,96
CMM_2584 rpoA DNA-gerichtete RNA-Polymerase, a-Untereinheit (RNAP, -1,65 -0,79 -1,70
a-Untereinheit) (EC 2.7.7.6)
CMM_0860 rplJ 50S ribosomales Protein L10 -2,48 -0,66 -2,23
CMM_0861 rplL 50S ribosomales Protein L7/L12 -2,23 -0,47 -1,95
CMM_1383 rpsB 30S ribosomales Protein S2 -1,60 -0,28 -1,71
CMM_1489 rplU 50S ribosomales Protein L21 -1,46 -0,52 -1,93
CMM_1752 rpsA 30S ribosomales Protein S1 -2,10 -0,81 -1,96
CMM_2009 rplIT 50S ribosomales Protein L20 -1,19 -0,53 -1,79
CMM_2579 rpsl 30S ribosomales Protein S9 -1,74 -0,67 -1,63
CMM_2583 rplQ 50S ribosomales Protein L17 -1,53 -0,86 -1,82
CMM_2585 rpsK 30S ribosomales Protein S11 -1,60 -0,69 -2,02
CMM_2599 rplO 50S ribosomales Protein L15 -1,79 -0,74 -2,14
CMM_2600 rpmD 50S ribosomales Protein L30 -1,98 -0,81 -1,97
CMM_2601 rpsE 30S ribosomales Protein S5 -1,83 -0,65 -1,25
CMM_2603 rplF 50S ribosomales Protein L6 -2,50 -1,01  -2,49
CMM_2605 rplE 50S ribosomales Protein L5 -1,63 -0,91 -2,09
CMM_2606 rplX 50S ribosomales Protein L24 -1,83 -0,88 -2,06
CMM_2607 rpIN 50S ribosomales Protein L14 -2,21 -1,21  -2,56
CMM_2608 rpsQ 30S ribosomales Protein S17 -1,85 -1,01  -2,06
CMM_2610 rplP 50S ribosomales Protein L16 -2,19 -1,13 -1,98
CMM_2612 rplv 50S ribosomales Protein L22 -2,62 -1,25 -2,53
CMM_2615 rplW 50S ribosomales Protein L23 -2,24 -1,07  -2,49
CMM_2616 rplD 50S ribosomales Protein L4 -2,33 -1,09 -2,18
CMM_2618 rps) 30S ribosomales Protein S10 -2,02 -0,93 -2,26
CMM_2622 rpsG 30S ribosomales Protein S7 -1,27 -0,51 -1,53
CMM_2787 rplK 50S ribosomales Protein L11 -1,70 -0,77 -1,77
CMM_2937 rpmB 50S ribosomales Protein L28 -1,40 -0,49 -1,62
CMM_2960 rpll 50S ribosomales Protein L9 -1,76 -0,81 -1,83
CMM_1384 tsf Elongationsfaktor Ts (EF-Ts) -1,60 -0,55 -1,46
CMM_2620 tuf Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) -1,67 -0,53 -1,86
CMM_2621 fusA Elongationsfaktor G (EF-G) -1,76 -0,89 -1,76
CMM_2047 pnp Polyribonucleotid-Nucleotidyltransferase (EC 2.7.7.8) -1,78 -0,66 -2,11
CMM_1166 atpH ATP Synthase 6 Untereinheit (EC 3.6.3.14) -1,85 -0,84 -2,16
CMM_1167 atpA ATP Synthase, a-Untereinheit (EC 3.6.3.14) -1,28 -0,63 -1,67
CMM_2478 groEL 60 kDa Chaperonin (Protein Cpn60) (GroEL Protein) -1,43 *-0,24 -1,46
CMM_0144 - konserviertes, sekretiertes Protein -1,11 -0,28 -2,36
Cluster V
CMM_2944 - 2-Ketosaure-Dehydrogenase, E1 B-UE (EC 1.2.4.-) -0,37 *-0,04 -0,87
CMM_0278 - Chorismat-Mutase -0,42 *-0,15 -0,83
CMM_0728 purl Phosphoribosylformylglycinamidin-Synthase Il (EC 6.3.5.3) -0,70 *-0,04 -0,81
CMM_2597 adkA Adenylat-Kinase (EC 2.7.4.3) -0,66 -0,14 -0,76
CMM_1656 dutA Deoxyuridin-5'-Triphosphat-Pyrophosphatase (EC -0,46 *-0,18 -0,73
3.6.1.23)
CMM_1255 - Fettsdure-Desaturase (EC 1.14.-.-) *0,04 *0,09 -0,85
CMM_1616 fabF 3-Oxoacyl-[acyl-carrier-Protein]-Synthase (EC 2.3.1.41) -0,47 *-0,19 -1,04
CMM_1617 acpP acyl carrier Protein -0,42 -0,26  -0,75
CMM_1648 - Glutamin-Amidotransferase -0,33 *-0,18 -0,75
CMM_0601 hemO Hamoxygenase (dezyklisierend) (EC 1.14.99.3) *-0,16 0,27 -0,95
CMM_1777 metK S-Adenosylmethionin-Synthetase (EC 2.5.1.6) (Methionin- -0,37 *-0,01 -0,72
Adenosyltransferase)
CMM_1129 - Siderophor-interagierendes Protein -0,85 0,25 -1,24
CMM_1865 ftsl Peptidoglycan-Glycosyltransferase/Penicillin-Bindeprotein  *-0,12  -0,25 -0,74

(EC 2.4.1.129)
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CMM_1862 mraY Phospho-N-Acetylmuramoyl-Pentapeptid-Transferase (EC -0,35 -0,39 -0,87
2.7.8.13)
CMM_2648 - ATP-abhangige Helicase (EC 3.6.1.-) -0,40 *0,06 -0,91
CMM_1310 ftsX ABC Transporter, Permease, an Zellteilung beteiligt -0,18 -0,28 -1,00
CMM_1532 proX Prolin/Glycin/Betain/Cholin ABC Transporter, -0,53 -0,30 -0,75
Substratbindeprotein
CMM_2931 fecB2 Eisen-Siderophor ABC Transporter, Substratbindeprotein -0,49 *0,10 -0,80
CMM_0382 - multidrug Efflux MFS Permease -0,59 *-0,03 -0,93
CMM_1374 lepB Signalpeptidase | (EC 3.4.21.89) -0,27 -0,21 -0,80
CMM_1761 - Prolipoprotein Diacylglyceryltransferase (EC 2.4.99.-) -0,46 0,63 -0,99
CMM_1063 - Transkriptionsregulator, CarD-Familie -0,54 -0,14  -0,77
CMM_2476 - Sensor Protein (EC 2.7.13.3) -0,41 *0,00 -0,79
CMM_2568 groES 10 kDa Chaperonin (Protein Cpn10) -0,73 *0,23 -0,88
CMM_2062 dpsB DNA-Bindeprotein, Ferritin-dhnliches -0,33 *0,06 -1,05
pCM1_0020 celA Cellulase (EC 3.2.1.4) -0,53 -0,19 -0,90
CMM_2063 - short chain Dehydrogenase/Oxidoreduktase -0,51 *-0,10 -0,90
CMM_2088 - Oxidoreduktase -0,51 0,49 -1,54
CMM_2756 - Esterase/Lipase *.0,19 *-0,12 -0,82
CMM_2861 - Acetyltransferase -0,30 *0,21 -0,75
CMM_1195 - konserviert hypothetisches Protein -0,63 *-0,08 -0,71
CMM_1204 - konserviertes Membranprotein -0,52 -0,15 -0,84
CMM_1413 - konserviert hypothetisches Protein *-0,25 *-0,50 -0,88
CMM_1683 - konserviert hypothetisches Protein *-0,07 *-0,02 -1,33
CMM_1817 - konserviert hypothetisches Protein -0,62 *-0,06 -0,71
CMM_2231 - konserviert hypothetisches Protein *.0,34 *-0,13 -0,80
CMM_2524 - hypothetisches Protein *.0,27 *0,08 -0,76
pCM2_0047 - hypothetisches Protein *0,03 -0,44 -0,75
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8.11 Cmm-Expressionsmuster in planta

Tabelle 8.27: Ausgewidhlte Cmm-Gene, die 10 Tage nach Infektion 4 Wochen alter Tomatenpflanzen im
Vergleich zu einer Flissigkultur in der logarithmischen Wuchsphase in M9-Minimalmedium induziert oder
reprimiert waren. Schwellenwerte: M 2|0,93|; p £0,05; n > 7; A > 7,50. Daten von 3 biologischen Replikaten.

GenDB-ID Genname maogliche Funktion M-Wert
CMM_2506 pstC Phosphat ABC Transporter, Permease -1,03
CMM_2507 pstA Phosphat ABC Transporter, Permease -1,53
CMM_2508 pstB Phosphat ABC Transporter, ATP-bindendes Protein -1,22
CMM_0453 pitA Low dffinity Phosphatpermease 2,56
CMM_2084 pitB Low-affinity Permease flir anorganische Phosphate 2,31
CMM_0150 - zellwandgebundenes Oberflachenprotein 1,85
CMM_0430 - hypothetisches, sekretiertes Protein, Zelloberflachenprotein 0,95
CMM_0431 - Hamagglutinin/Hamolysin-verwandtes Protein 2,86
CMM_0501 - konserviert hypothetisches Protein (Sortase-Motiv) 1,81
CMM 0912 - hypothetisches Protein (Sortase Motiv) 1,42
CMM_2382 - konserviert hypothetisches Protein, Perforin 2,25
EPS-II

CMM_0821 wcoC Undecaprenyl-Phosphat-Zucker-Phosphotransferase -1,28
CMM_0822 wcoD Glycosyltransferase 1,59
CMM _0823 wcoE Phosphatidylglycerophosphat-Synthase (EC 2.7.8.-) 1,51
CMM_0824 wcoF Glycosyltransferase 3,37
CMM_0827 wecol Biosyntheseenzym eines extrazelluldaren Polysaccharids 1,72
CMM_0828 - hypothetisches Protein -1,20
CMM_0829 wcoK hypothetisches Protein 2,10
CMM_0830 - Glycosyltransferase 2,47
CMM_0833 wcoN Nucleotidzucker-Epimerase 2,21
CMM_0835 wcoP Transkriptionsregulator, MarR-Familie 2,61
EPS-III

CMM_1006 wcqgB Glycosyltransferase, Mannosyltransferase (EC 2.4.-.-) 1,56
CMM_1010 rmiB dTDP-Glucose-4,6-Dehydratase (EC 4.2.1.46) -1,28
CMM_1011 wcqC konserviert hypothetisches Protein, Zuckertranslocase -2,03
CMM_1013 rmiA Glucose-1-Phosphat-Thymidylyltransferase (EC 2.7.7.24) -2,69
CMM_1017 wcqG Membranprotein -1,75
CMM_1020 gIfA UDP-Galactopyranose Mutase (EC 5.4.99.9) -2,26
CMM_1021 wcq/ Glycosyltransferase -1,86
CMM_1022 wcgK sekretiertes Protein -1,71
CMM_1025 wzy4 konserviertes Membranprotein, Polysaccharidpolymerase -1,09
CMM_1030 wcgR Glycosyltransferase (EC 2.4.1.-) -1,31
CMM_1029 whiB1 Transkriptionsregulator, WhiB Homolog -1,00
CMM_1007 wzt Polysaccharid ABC Transporter, ATP-bindendes Protein -2,06
CMM_1008 wzm Polysaccharid ABC Transporter, Permease -1,75
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8.12 Funktionelle Gruppen der Cmm-Gene

Auf dem Microarray Cmm3kOLI reprdsentierte Gene von Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis und deren Zuordnung zu funktionellen Gruppen sowie eine Ubersicht aller
Gruppen befinden sich auf der beiliegenden CD.
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8.13 Abkiirzungsverzeichnis

% (v/v)
% (wW/v)
°C

A

aa

add.
Agr
AHL
AlIP

Ap, ApR
ATP
autom.
BCIP
BMBF
bp

BSA

bv.

CAS

cfu

Cm, cm®
C-Med
Cmm
Cv.
DEPC
DIG
DMF
DMSO
DNA
dNTP
dpi
EDTA
EGTA
EPS

et al.
EtBr
ETI
EtOH
ETS

g
GC-MS
h
H20mp
hierarch.
HPLC-MS
HR
IPTG

k

Volumenprozent

Gewichtsprozent

Grad Celsius

log, der Signalintensitaten (Microarrayanalyse)
Aminoallyl

additiv

accessory gene regulator
N-Acylhomoserinlacton

autoinducing peptide

Ampicillin, ampicillinresistent
Adenosintriphosphat

automatisch
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat
Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Basenpaare

Rinderserumalbumin

biovar

Chrom-Azurol-S

colony forming units

Chloramphenicol, chloramphenicolresistent
C-Medium

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
cultivar

Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleosidtriphosphat

days post inoculation
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis-(B-Aminoethylether)-tetraacetat
extrazelluldre Polysaccharide

et alii (und andere)

Ethidiumbromid

effector-triggered immunity

Ethanol

effector-triggered sensibility

Gramm
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
Stunde

entionisiertes Wasser aus der Millipore™-Anlage, autoklaviert
hierarchisch

high performance liquid chromatographie- mass spectrometry
hypersensitive Reaktion
Isopropylthiogalactosid

Kilo
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kb

Km

L
log-Phase
M

M
M9-Med
mA
MAMP
min

n

NBT
NCPPB
NIST
Nm, Nm
oD
ORF

p
PAMP
PCR

PR
Prot.
PRR

PTI

pv.

Qs
RNA
rpm

RT

s

SAR
SDS
Sm, Sm®
sp.
stat-Phase
subsp.
TBY

Tris

TTSS

u

UE

UaN

uv

Vol.

Wi

X-Gal
Xop

R
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Kilobasen

Kanamycin

Liter

logarithmische / exponentielle Phase

log, der Differenz der Signalintensitaten (Microarrayanalyse)
Molar

M9-Medium, Minimalmedium

Milliampere

microbe associated molecular pattern

Minute

Replikatzahl

Nitroblau-Tetrazoliumblau

National Collection of Plant Pathogenic Bacteria
National Institute of Standards and Technology
Neomycin, neomycinresistent

optische Dichte

open reading frame

Wert der Fehlerwahrscheinlichkeit, t-Test Statistik
pathogen associated molecular pattern
Polymerasekettenreaktion

pathogen related

Protein

pattern recognition receptor

PAMP-triggered immunity

pathovar

Quorum-Sensing

Ribonukleinsaure

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

systemisch erworbenene Resistenz
Natriumdodecylsulfat

Streptomycin, streptomycinresistent

Spezies

stationadre Phase

Subspezies

Trypton-Broth-Yeast
Tris-(hydroxymethyl-)Aminoethan
Typlll-Sekretionssystem

Unit

Untereinheit

Uber Nacht

ultraviolettes Licht

Volumen

Welkeindex
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid
Xanthomonas outer protein
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