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A. Zusammenfassung

A. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Antwort des symbschen Bodenbakteriunts
meliloti 1021 auf azidischen pH-Stress untersucht. MiteHdkes Sm6kOligddicroarrays
wurde die transkriptionelle Antwort vdd meliloti wahrend der ersten Stunde nach Umsetzen
von pH 7 auf pH 5,75 zu sechs Zeitpunkten erfd3st.Analyse deMicroarray-Daten mit
informatorischen Werkzeugen ergab, dass sich detabbéingige Expressionsverlauf
differentiell exprimierter Gene in acht Reaktiorefpe (Cluster) aufteilen lie3. Vier Cluster
vereinten Gene, die eine Induktion als Antwort deh pH-Stress aufwiesen, mit jeweils
unterschiedlichem Verlauf der Induktion wahrend deitreihe. In den Ubrigen vier Clustern
wurden Gene zusammengefasst, die eine Verringehneg Expression zeigten. In vielen
Fallen vereinigten die Cluster Gene, die hinsichtlihnrer kodieren Produkte auch in einem
funktionellem Zusammenhang stehen. Zwei groRe Ggpgn, die wahrend der Zeitreihe
differentiell exprimiert vorlagen, waren die Exopsdccharidgene (EPS ) und die
Motilitatsgene. Wahrend die EPS | Gene stark inglizivaren, wurde die Expression der
Motilitatsgene wahrend der Zeitreihe heruntergefahNeben diesen Genen waren u.a. Gene
des Stickstoffmetabolismus, der Methionin-Biosysthend Gene des lonen-Transportes von
der pH-Anderung betroffen.

Um Regulatoren der pH-Toleranz v@nmeliloti zu identifizieren wurden Regulatorgene
mutiert, die wahrend der Zeitreihe differentiellpexniert vorlagen. Von 55 identifizierten
Regulatorgenen konnten fir 43 von ihnen entspratdhdtutanten untersucht werden. Von
diesen Mutanten zeigten solche mit Mutatiosmal887, smc02584 (actR), smc03015 (visN),
smc03046 (rem) und smc04348 einen pH-abhangigen Wachstumsphanotyp. Durch
Microarray-Analysen markerfreier Mutanten dieser Gene wurpetentielle Zielgene der
Regulatoren identifiziert. In desmal887-Mutante lag ein benachbartes Multidrug-Efflux
System stark induziert vor und verursachte einekstpH-Sensitivitdt der Mutante. Das
Ausschalten vormactR hatte ebenfalls pH-Sensitivitat zur Folge und féifrur differentiellen
Expression der Gene zweier terminaler OxidassoABC und gxtA). Die Deletion von
smc04348 und visN verlieh den Mutanten einen Wachstumsvorteil bedngem pH. Das
verbesserte Wachstum eirsenc04348-Mutante hangt vermutlich mit der Uberexpression vo
ilvC zusammen, einerilousekeeping-Gen, dessen Genprodukt eine Schlusselrolle bei der
Isoleucin/Valin-Biosynthese spielt. Die aufgrund ddutation vonvisN inaktivierte Motilitat
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fuhrte bei niedrigem pH zu einem verbesserten Waahsler Mutante im Vergleich zum
Wildtyp. Der Phénotyp starkt die These, dass dasséhalten der Motilitat bei Stress ein
Mechanismus ist, Energie und Material fur die Saeswort einzusparen. Die Mutante von
rem, einem VisN/VisR untergeordnetem Regulator, zeigegegen eine erhdhte pH-

Sensitivitat.
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B. Einleitung

1. Das stickstofffixierende Bodenbakterium

Sinorhizobium meliloti

1.1. Die biologische Stickstofffixierung

Obwohl der Stickstoff seinen Namen der Tatsachdaréd, dass er Flammen |0scht oder
Lebewesen erstickt, ist er doch ein essentiellesnEht fur jede Form von Leben, da er
Baustein fur Proteine und DNA ist. In seiner moleken Form ist Stickstoff zu ca. 78 %
Bestandteil der Luft (Raumanteil), kann aber dehnoicht direkt in den Stickstoffkreislauf
(Abb. B-1) eingebracht und fur biologische Prozegsevendet werden. Der Grund hierfir
liegt in der homodimer-Form des in der Luft vorkoemden Stickstoffmolekils. Dessen zwei
Stickstoffatome sind durch drei kovalente Bindungérk aneinander gebunden und daher

chemisch relativ innert.

Die Nutzbarmachung der molekularen Form des Stiflsserfordert viel Energie und
wird als Stickstofffixierung bezeichnet. Im Weseatien sind drei Prozesse fir die
Stickstofffixierung verantwortlich. Die abiotisch&wrmen sind der Blitzschlag, der ca. 10 %
des globalen Stickstoffs fixiert (Spregit al., 1990) und die Produktion von Diingern, bei der
ca. 25 % fixiert werden. Das hierzu hauptsachlielwendete Haber-Bosch-Verfahren zur
Herstellung von Ammoniak ist fir 1% des weltweitEnergiekonsums verantwortlich
(Smith, 2002). Mit 60 % wird der meiste Stickstggtloch durch den biologischen Prozess
fixiert (Zahran, 1999). Dieser Prozess kann aussglth von Prokaryonten durchgefuhrt
werden und wird als einer der bedeutsamsten enzatgkkachen Prozesse angesehen. Fir die
Stickstofffixierung verantwortlich ist das heterodire Nitrogenase-Enzym. Die typische
Nitrogenase besteht aus zwei interagierenden Rkagiponenten, dem Eisenprotein (Fe-
Protein) und dem Molybdan-Eisen-Protein (MoFe-RnjteDas MoFe-Protein ist mit einer
relativen Molmasse von ca. 220000 deutlich grokeidas Fe-Protein. Es enthélt 30 Eisen-
und 2 Molybdanatome, die zusammen mit 32 Schweiglah in vier anorganischen

Komponenten organisiert sind und die katalytischéentren der Stickstofffixierung
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darstellen. Das kleinere Fe-Protein besitzt eineP/Indestelle und stellt dadurch die
Energie fur den Prozess bereit. Mit ausreichendenddn von ATP ist die Reduktion von
Stickstoff zu Ammonium durch die Nitrogenase beuR&emperatur moglich, wahrend das

chemische Haber-Bosch-Verfahren hierfir 500 °C 20@ Atmosphéaren Druck benétigt.

Den hohen energetischen Aufwand der Stickstofffixig einzugehen macht fur die
Prokaryonten nur Sinn, wenn Stickstoff in ihrer Ushgng limitiert ist und ausreichend
Energie in Form von organischen Verbindungen vadkan ist. Diese speziellen
Voraussetzungen haben dazu gefuhrt, dass sich defdtéd der stickstofffixierenden
Bakterien einen sehr speziellen Lebensraum erdtzrtDie Wurzel einer Pflanze. Dieses
Habitat bietet sowohl Bakterium als auch Pflanzetélte. Da das Stickstoffvorkommen das
Pflanzenwachstum limitiert, aber energiereiche woigEhe Verbindungen durch die
Photosynthese ausreichend vorhanden sind, versctaff Bakterium der Pflanze den
Stickstoff im Austausch gegen energiereiche Kohtdheerbindungen. Die Pflanze bildet
eigens hierzu ein neues Pflanzenorgan aus, das éiKndétichen. Diese symbiotische
Beziehung liefert Schatzungen zufolge eine Menga %89 bis 175 Millionen Tonnen
fixierten Stickstoff jahrlich (Burnst. al., 1975; Paul, 1988). Von dieser Menge, so wird
geschatzt, werden ca. 25-30 % auf Ackerland und30e26 auf Weideland fixiert. Die
Symbiose mit dem héchsten Stickstoffeintrag in &itkstoffkreislauf ist die zwischen
Rhizobien und Leguminosen. Die rhizobiellen Symérosmit den mehr als hundert
landwirtschaftlich bedeutungsvollen Leguminosendsimahrscheinlich fir ca. 50 % der
terrestrischen Stickstofffixierung verantwortlichate, 1995). Leguminosen sind bereits seit
dem Altertum fur ihre bodenverbessernde Wirkunganek (Burris, 1974). Gegen Ende des
19. Jahrhunderts konnten schlie3lich Untersuchungem Beijerinck zeigen, dass die
Bakterien in den Wurzelknélichen der Pflanzen féreth Stickstoffversorgung verantwortlich

waren.
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Abbildung B-1: Der Stickstoffkreislauf. Aus verschiedenen Quellen (A, D, C und D) wird Stickstoff
in fixierter Form dem Kreislauf zugefuihrt. Im Wesentlichen wird nur durch die biologische
Stickstofffixierung (C), den Blitzschlag (D) und das Haber-Bosch Verfahren zur Herstellung von
Kunstdinger (nicht gezeigt) atmospharischer Stickstoff direkt in den Kreislauf eingebracht (Quelle d.
Abbildung: Bayerisches Staatsministerium fir Umwelt).

1.2. Die Rhizobien-Leguminosen Symbiose

Die Gattung Rhizobium umfasst nach Kklassischer Auffassung alle Bakterigdie
stickstofffixierende Wurzelknéllichen mit Leguminoseausbilden koénnen. Einzelne
Rhizobienarten wurden ursprtnglich aufgrund ihrart8§pezifitat voneinander abgegrenzt,
so wurden z. B. Rhizobien, die aldedicago sativa (Luzerne) isoliert worden sind,
gemeinschaftlich der Spezidghizobium meliloti zugeordnet (Abb. B-2). Rhizobien sind
durchgéngig streng aerobe, Gram-negative, stab@hmigfe Bodenbakterien, die sich
chemoorganotroph erndhren. Allgemein sind sie dabp@der peritrich begeil3elt.
Taxonomisch werden alle Vertreter dieser Gruppe denroteobakterien zugeordnet.
Untersuchungen zeigten, dass die GattiRigzobium sehr heterogene Spezies vereint.
Vornehmlich durch den Vergleich von rRNA-Sequenkennten in den letzten Jahren die
verwandtschaftlichen Beziehungen der Rhizobien remtander bestimmt werden. Aktuell
werden die Rhizobien-Gattungéaor hizobium, Bradyrhizobium, Mesor hizobium, Rhizobium
und Snorhizobium unterschieden. Daher wirghizobium meliloti heute alsSnorhizobium

meliloti bezeichnet. Der Begriff Rhizobien wird weiterhis ®berbegriff fir Bakterien dieser
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funf Gattungen verwendet, obwohl die Rhizobien &aimonophyletische Gruppe bilden (Van
Berkumet. al., 1998).

Leguminosen stellen mit ca. 19000 Arten eine déRgn Pflanzenfamilien dar. Jede der
drei Subfamilien der LeguminoserCdesalpinioideae, Mimosoidae und Papilinoideae)
beinhaltet einige Gattungen, die von Rhizobien heduverden kénnen (Alleet. al., 1981).
Leguminosen sind sehr divers in Okologie und Molpbie und daher in allen Klimazonen
vertreten. Unter den Leguminosen gibt es einigdtige Kulturpflanzen wie z.B. Sojabohne,
Ackerbohne, Linse, Erbse, Klee und Luzerne. DerehdProteinanteil dieser Pflanzen kann in
Zukunft dazu beitragen, die Situation der Welteroah zu verbessern (Vance, 1997).

Abbildung B-2: S. meliloti Zellen und die Wirtspflanze Medicago sativa (Luzerne). Das linke Bild
zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme einiger S. meliloti Zellen auf einer Wurzelhaarspitze
(nach Dazzo, 1995). Das rechte Bild zeigt die charakteristischen lila Bluten der Wirtspflanze Luzerne.

Die Ausbildung von stickstofffixierenden Knoélichast das Resultat einer komplexen
Interaktion zwischen Rhizobien und Leguminosen.ddudie Sekretion von Wurzelexsudaten
lockt die Wirtspflanze die Bakterien chemotaxisch(Barbouret. al., 1991; Gaworzewaska
et. al.,, 1982). Nachdem die Bakterien die Wurzelhaare drtdiaben, kommt es zu deren
Anheftung. Durch pflanzliche Signale aktiviert, begen die Bakterien mit der Biosynthese
des Nod-Faktors, einem Lipochitinoligosaccharids dame morphologische Veranderung des
Wurzelhaares induziert (Wooet. al., 1989). Das Wurzelhaar krimmt sich und umschlief3t
die Rhizobien in einer Art Tasche. Innerhalb desche hydrolysieren die Bakterien die
Zellwand und dringen in das Zellinnere des Wurzabs ein (Ridget. al., 1985; Turgeon
et. al.,, 1985). Um die eindringenden Bakterien herum lagdit Pflanze neues
Zellwandmaterial an. Es entsteht eine nach inneohsende, rohrenartige Struktur, die
Infektionsschlauch genannt wird (Callah&mnal., 1981; Turgeoret. al., 1985). Parallel zur

Entwicklung des Infektionsschlauchs und ebenfalixikd den Nod-Faktor induziert, beginnen
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sich die Zellen im Wurzelcortex zu teilen, sodaas Kndllchenmeristem entsteht. Durch den
Infektionsschlauch wachsen die Bakterienzellenaa Knollichenmeristem ein und gelangen
dort, durch einen endocytose-dhnlichen Mechanismuglas Cytoplasma der Wirtszelle.
Umschlossen von der pflanzlichen Peribakteroidmamktifferenzieren die Bakterien zu
stickstofffixierenden Bakteroiden aus. Ausdifferiemtz S. meliloti Bakteroide sind langlich
geformt und vier bis finfmal so grof3 wie vegetaiigdlen. Die entstehende Organell-artige
Struktur (Lodwiget. al., 2003) von Peribakteroidmembran-umschlossenen Balesr wird
als Symbiosom bezeichnet und dient ausschlie3kchSdickstofffixierung. Das entstehende
Wurzelkndllchen ist nicht ganzlich mit Symbiosomansgestattet. Nicht determinierten
Wurzelkndllchen, wie sie bei der Symbiose v@mméiloti und Medicago sativa entstehen,
werden in unterschiedliche Zonen eingeteilt, diehsin ihrer Aktivitat hinsichtlich der

Stickstofffixierung unterscheiden (Abb. B-3).

L Knllchenleitbiindel
\. “

—f— Knéllchenparenchym
,'/

p —/— Knéllchencortex

 Wurzelkortex

Wurzel

Abbildung B-3: Ein Wurzelknélichen von M. sativa. Das linke Bild zeigt eine schematische
Darstellung des Wurzelknélichens mit der charakteristischen Einteilung in verschiedene Zonen. Die
Zone | besteht aus meristematischen Zellen. Zone Il ist der Infektionsbereich, in dem die Bakterien in
die pflanzlichen Zellen eindringen. In Zone Il findet die Stickstofffixierung statt. Innerhalb dieser Zone
sind die S. meliloti-Zellen zu Bakteroiden ausdifferenziert und bilden zusammen mit der
Peribakteroidmembran des Wirtes die stickstofffixierenden Symbiosomen. Die Zone IV ist der
Seneszens-Bereich, der mit fortschreitendem Alter des Kndllchens anwéchst. In diesem Bereich findet
keine Stickstofffixierung statt. Die Bakterien sind nicht mehr in Symbiosomen organisiert und leben
saprophytisch in der Wirtspflanze. Das rechte Bild zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme eines
Querschnitts durch ein indeterminiertes Wurzelknélichen (Quelle: Chao, 2005).
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1.3. Das Untersuchungsobjekt S. meliloti 1021

S meliloti kann Symbiosen mit Leguminosen der Gattuniytdicago, Melilotus und
Trigonella eingehen. Die Symbiose zwisch&mmeliloti undM. sativa bzw. M. truncatula gilt
als Modellsymbiose, da beide Symbiosepartner in \dergangenheit Objekt zahlreicher
Untersuchungen waren. Ein Ziel der Forschung ist dd& Symbiose hinsichtlich der
Stickstofffixierung effizienter zu gestalten. Diewgonnenen Erkenntnisse kénnten auf andere
Symbiosen Ubertragen werden. Eine erhohte Stidkigiefungsrate wirde einen weiteren
Schritt weg vom Gebrauch des kinstlichen Stickdtofgers bedeuten und kénnte in vielen
Teilen der Welt zu einer verbesserten Ernahrungstagren. Da der Infektionsprozess und
die Symbiose Analogien zu Pathogen-Wirts Interaidio haben, konnen die

Forschungsergebnisse auch das Wissen uber solchesBe vertiefen.

Das Genom vors. meliloti 1021 liegt komplett sequenziert vor (Barnettal., 2001,
Capelaet. al., 2001; Finaret. al., 2001; Galibertt. al., 2001). Das Genom ist hnlich wie bei
anderen Rhizobien komplex und setzt sich aus depliRons zusammen. Neben dem
3,65 Mb groRen Chromosom gibt es noch zwei Megaptes die als pSymA und pSymB
bezeichnet werden. Im gesamten Genom wurden 62Q4dtiygi Gene annotiert. Das
Chromosom beinhaltet essentielldousekeeping-Gene, Motilitdts- und Chemotaxisgene,
sowie Gene der Pflanzeninteraktion (Capetlaal., 2001). Das 1,35 Mb grol3e Megaplasmid
pSymA ist auf die Symbiose spezialisiert, da es migisten Gene der Nodulation und
Stickstofffixierung tragt (Banfalvet. al., 1981; Gattfert, 1993). Weiterhin scheint pSymA
aufgrund des abweichenden GC-Gehalts und Kodonabebs fremden Ursprungs zu sein
und eher Plasmideigenschaften aufzuweisen (Galdieral., 2001). Das 1,68 Mb grol3e
pSymB erweitert den akzessorischen Gen-Pool dedeBaks um zahlreiche Gene des
Substrattransportes und beinhaltet aul3erdem Generend Produkte an der
Exopolysaccharidsynthese und dem Katabolismus liggtesind. Durch zusatzliche
akzessorische Gene ist das Bakterium in der Lage,gg63ere Anzahl von Verbindungen zu
verwerten bzw. auf unterschiedliche Stresssituatioru reagieren und erhéht dadurch seine
Flexibilitdt bei der Auswahl des Habitates auf Kwseiner grol3eren genetischen Fracht.

Die Sequenzierung des Genoms ermdglichte es, Pnetend Transkriptomanalysen zu
etablieren. So konnte in zahlreichen Analysen ddexn Einsatz ddvlicroarray-Technologie
ein umfassendes Bild der transkriptionellen Antwash S. meliloti 1021 auf verschiedene

Lebenssituationen gewonnen werden, wie z.B. digaBdn im Kndllchen, bei geringem
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Sauerstoffparialdruck, unter Phosphatmangel odemdmotischem Stress (Becket. al.,
2004; Dominguez-Ferrerad. al., 2006; Krol et. al., 2004; Riberget. al., 2003). Daneben
konnte demMicroarray auch zur Identifikation von Zielgenen der RegulatoFur und RirA
eingesetzt werden (Chae. al., 2004; Chaoet. al., 2005). Es war ebenfalls mdglich,
komparative Genomanalysen mit ddvhicroarray durchzufuhren (Giuntinet. al., 2005;
Stienset. al., 2008). Proteomanalysen v@&meliloti brachten Erkenntnisse tber die globale
Zellantwort vonS. meliloti auf verschiedene Stress- oder Symbiosebedingufidjerdjevic

et. al., 2003; Djordjevic, 2004; Nater. al., 2000).

2. Die Auswirkungen von saurem pH auf Rhizobien

Die Sauretoleranz von Wurzelkndllchenbakterien ldsguminosen ist ein Aspekt, dem
besondere Gewichtung zukommt. Saure Bdden sindlebales Phanomen. Die Ansduerung
des Bodens ist haufig ein Resultat von sowohl itrégier Verschmutzung als auch der
landwirtschaftlichen Nutzung von Anbauflachen (Rabst. al., 1991; Von Uexkdllet. al.,
1995). Die meisten Leguminosen bendtigen fir ihrckigdum einen neutralen oder leicht
sauren Boden-pH, insbesondere wenn sie auf symtiati Stickstofffixierung angewiesen
sind (Bordeleawet. al., 1994; Brockwellet. al., 1991). Die Produktivitat von kultivierten
Leguminosen wird durch die Bodenaziditat, je nagguminosenart, unterschiedlich stark
vermindert. Die LuzerneM. sativa) reagiert sehr sensitiv auf einen sauren Bodeihyevl
z.B. Lotus tenius auch saure Boden toleriert (Correfa al., 1997). Die Mechanismen der
pflanzlichen pH-Toleranz sind weitgehend unbekanMahrscheinlich hangen sie mit
Abwehrmechanismen gegen lonen von Aluminium und ddan zusammen, die bei
niedrigem pH in hohen Konzentrationen vorhanderd 8ilva et. al., 2000). Um den
negativen Einfluss der Bodensaure auf die Symbmseverringern, ist die Technik der
Pelettierung der Saat mit Kalk weit verbreitet. Bahigkeit zur Ausbildung einer effektiven
Symbiose auf sauren Béden hangt neben der pH-Taleter Wirtspflanze auch von der des

Symbionten ab.
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2.1. Mechanismen der pH-Toleranz bei Rhizobien

Rhizobien zeigen, ebenfalls artenabhangig, untexgdlith ausgepragte Toleranzen von
saurem pH. Generell sind schnell wachsende Rhinaliien weniger tolerant als langsam
wachsende Rhizobienarten (Grahetral., 1994). Studien unterschiedlicher Rhizobienisolate
konnten belegen, dass eine erhdhte Toleranz gegensduren Bedingungen mit der
Fahigkeit, den intrazellularen pH (PHzu halten, zusammenhéangt. So hat der Einsatz von
radioaktiven und fluoreszenten Indikatoren gezeigss Rhizobien im Normalfall einen leicht
alkalischen pHhaben (Graharet. al., 1994; O'Hareet. al., 1989), fallt der pHin S. meliloti-
Stammen jedoch auf 6,5 findet kein Zellwachstum mstatt (O'Haraet. al., 1989).
Sauretolerante Rhizobien, wie z.B. das eng3niteliloti verwandte Bakteriuns. medicae
(ehemalsS. meliloti WSM419), gelingt es selbst bei einem InkubatioHsvpn 5,5, einen pH
> 7 zu halten. Es ist bisher unklar, welche Eighafien diesen Stammen das Konstanthalten
des pH unter sauren Bedingungen ermdglicht, es sind jedeinige mdogliche Faktoren

bekannt.

Die Barrieren fur den Protoneneinstrom sind die Meanen der Zellen. Ein Ublicher
Mechanismus von Archaebakterien ist es, die Periitéabder Membranen gegeniber
Protonen durch Strukturveranderungen zu verring@eview, siehe De Rosa. al., 1991).
Rhizobienstamme zeigten nach Anzucht bei sauremepehfalls eine Verdnderung der
Membran in ihrer Lipid-Zusammensetzung (Balkgnal., 1998), dies konnte bisher jedoch
nicht mit einer gesteigerten Impermeabilitat der n\dean gegeniber Protonen in
Zusammenhang gebracht werden. Das [Bek konnte inS. medicae und Rhizobium tropici
CIAT899 (Tiwari et. al., 2004; Vinuesat. al., 2003) bei niedrigem pH als induziert gezeigt
werden. Das Genprodukt voripiA ist an der Formation von LPG (Lysyl-
phosphatidylglycerol) beteiligt (Sohlenkarep al., 2007), einem Membranlipid, das Schutz
vor saurem pH (Reew. al., 2006) und kationischen antimikrobiellen Peptiderierbt.

Da keine biologische Membran komplett undurchla$égrgProtonen werden kann, muss
sich die Zelle unter sauren Bedingungen immer nmiera erhOhten Protoneneinstrom
auseinandersetzen. Ein weiterer Mechanismus ist daher, den pH durch
Substratkatabolisierung bzw. eine verédnderte Méibnung konstant zu haltemR. fredii
akkumuliert bei Verringerung des pH Wertes intragét Homospermidine (Fujihare. al.,
1993). FUrE. coli ist bekannt, dass bei saurem pH intrazellular dhext durch die
Decarboxylierung der Aminosauren Glutamat und Argwerbraucht werden und dadurch
der pH alkalisiert wird. Die Endprodukte GABA{Aminobuttersaure) und Agmatin werden
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dann jeweils durch Antiport mit ihren Ausgangsstdish aus dem Zellinneren
heraustransportiert (Foster, 2004dactobacillus plantarum wechselt von der Milchsaure- zur
Acetoin-Produktion um eine Ansduerung des Zelénezu vermeiden (Tsaat. al., 1992).
Ein anderer bekannter Mechanismus depnkgtistant zu halten, ist der aktive Transport von
Protonen aus dem Zellinneren. In einigen Streptl&okwird bei saurem pH eine;fo-
ATPase zur Protonentranslokation induziert (Kobbhyais al., 1984; Kobayashét. al., 1986;
Sturr et. al., 1990). Dieses System ist essentiell fiir diese B@kteum das Uberleben bei
niedrigem pH zu sichern. F& meliloti ist ein potentieller KIH*-Antiporter bekannt, der den
intrazellularen pH bei alkalischen Bedingungen lidkert (Putnokyet. al., 1998).

Es sind nicht nur direkte Malinahmen von Bakteribmzebeschrieben, um den
intrazellularen pH anzuheben. Wahrend die Zellatireut in der Lage ist den intrazellularen
Raum zu schitzen, sind Komponenten aul3erhalb despl@dgmamembran oder auf der
Zelloberflache relativ schutzlos, wie z.B. Flage]l&€Chemorezeptoren, Zellwandstrukturen,
Pili usw. BeiR. leguminosarum ist der Verlust der flagellaren Motilitat nach Amht bei
saurem pH beschrieben (Bowet al., 1981). Eine andere Mdglichkeit die negativen
Auswirkungen eines sauren pH-Wertes zu verringeines daher, durch Sekretion von
Substanzen, das extrazellulare Milieu zu alkaksier Fir Rhizobien sind solche
Mechanismen bisher nicht bekanhielicobacter pylori z. B. sekretiert das Enzym Urease,
um durch die Spaltung von Harnstoff zu Ammoniak ud@,, den gastrischen pH zu
neutralisieren (Review, siehe Moblely al., 1995). Eine Zellantwort, die im Zusammenhang
mit einem solchen Mechanismus stehen konnte, estvefanderte Exopolysaccharidstruktur
von S medicae bei Anzucht im niedrigen pH-Bereich (5,8) (Dilwloret. al., 1999). Die
Oktasaccharidstruktur des Exopolysaccharids | (EP®ar nach Anzucht unter sauren
Bedingungen deutlich weniger acetyliert und pyriryl wahrend der Anteil an
Succinylierungen annaherend gleich blieb. Das Gmtykt von exoH ist an der EPSI-
Biosynthese beteiligt. Eine Mutante dieses Gensnisht in der Lage, das EPS zu
succinylieren (Glenrt. al., 1999) und hat einen saure- und zinksensitiven Rigar(ceigh
et. al., 1987). Einen Hinweis auf das Vorhandensein von edekten Faktoren, die das
Uberleben der Zelle bei saurem pH sichern, gebguefiinente mit der bakteriellen ATR
(adaptive acid tolerance response). Die ATR beschreibt eine Fahigkeit von Bakterigten,
nach Inkubation bei leicht saurem pH, eine erhOhtéeranz gegen stark sauren pH zu
erhalten. FUE. coli Zellen konnte gezeigt werden, dass leicht saurashdtumsmedium, in

dem Zellen ihre ATR entwickelt haben, dazu verweéneerden kann, pH-neutral
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angezogenerk. coli Zellen sofort die Fahigkeit der ATR zu verleiheRogbury et. al.,
1998).

Ein indirektes Problem, das mit saurem pH einhdrgsh die erhdhte Loslichkeit von
Metallionen, wie z.B. Aluminium, Kupfer, Zink, Maag, usw. Einige s&auresensitive
Rhizobienmutanten zeigen auch Sensitivitit gegenGb&, Cd™* oder Zink (Glenret. al.,
1999). DasS medicae actP-Gen codiert fir ein Protein mit Ahnlichkeit zu einP-Typ
ATPase, die wahrscheinlich fir das Erkennen und Bemsport von Schwermetallionen
zustandig ist. Einé&S. medicae actP-Mutante kann in saurem Medium wachsen. Wird dem
Medium Kupfer zugesetzt, ist bei einem pH von urig8 kein Wachstum der Mutante
feststellbar, wahrend der Wildtyp noch in der Lagtezu wachsen (Dilwortlet. al., 2001).
ActP stellt daher eine Verbindung von Saurestrasgimhergehender Schwermetallbelastung
dar. Umgekehrt scheinen erhohte Calciumkonzentratio von Vorteil fir die
Wachstumsraten vo8. meliloti und R. leguminosarum zu sein. So wird durch Zusatz von
Calcium die untere Grenze des pH-Wachstums vemtir{fgg@wiesonet. al., 1992; Reevet.
al., 1993), sowie die Uberlebensraten von Zellen ertdibtsehr saurem pH ausgesetzt waren
(Dilworth €t. al., 1999).

2.2. Regulation der azidischen pH-Antwort bei Rhizo  bien

Uber Regulationssysteme der azidischen pH-Antwant Rhizobien ist wenig bekannt. In
S medicae und R. leguminosarum konnte das ActS-ActR System als essentiell fidiazhen
pH-Stress identifiziert werden (Boestenal., 2000; Tiwariet. al., 1996). Das System ist ein
Homolog des RegAB Sensor-Regulatorpaares aus demutbakterium Rhodobacter
capsulatus. In Rhodobacter capsulatus wird RegAB fur die anaerobe Induktion des
Photosyntheseapparates benotigt (Moslewl., 1994; Sgangat. al., 1992). Die Gene des
homologen Histidin Sensor-Regulatorpaares werdeh mnedicae konstitutiv exprimiert und
kodieren fur den Sensor ActS und den Regulator AciBRurch Integration von
Reportergenkassetten in eiaetS-Mutante konnten einige Ziele der Regulation idenért
werden (Fenneet. al., 2004). Die ActS-ActR kontrollierten Gene kodiererteine flr eine
Vielzahl an metabolischen Funktionen von denen sebnige einen offensichtlichen
Zusammenhang mit der pH-Homdostase haben, wie gsB. (Detoxifizierung), hyuA
(Hydantoin-Utilisierung) undixN2 (microaerobische Atmung). Es konnte gezeigt werden
dass ActS-ActR Einfluss auf die Regulation vioxK und nifA haben, deren Genprodukte

12



B. Einleitung

wiederum Gene der Stickstofffixierung kontrolliereDie Regulation vonfixK und nifA
erfolgt in Abh&ngigkeit von pH und Sauerstoffvetbagkeit zusammen mit dem Sensor-
Regulatorpaar FixL-FixJ (Abb. B-4).

Ein anderes Regulatorgen, dessen Expression si@ medicae durch den pH-Wert
verandert, isphrR. Nach Anzucht vors medicae Zellen bei niedrigem pH-Wert ist das Gen
5fach hoher exprimiert als unter normalen pH-Bedimgen. Weiterhin zeigte sich eine
hohere Expression bei Kupfer-, Zink-, Ethanol-, Wéastoffperoxid-, Hitze-, Sucrose- und
Phosphatstress und in der stationaren Phase (Reeale 1998). Die Expression vophrR
wird nicht durch daactSactR System reguliert.

Niedriger pH,
geringer O, geringer O,

I
° () <[«

© l N l
—l n
fixXNOPQ Nitrogenase-Gene
a——1 o
@

Abbildung B-4: Schema der Regulation von ActS-ActR und FixL-FixJ in Abhangigkeit von
saurem pH und geringem Sauerstoffpartialdruck. Wahrend des Wachstums unter niedrigem pH
und/oder geringer Sauerstoffverfigbarkeit aktivieren die membrangebundenen Histidin-Kinasen ActS
und FixL ihre jeweiligen Regulatoren ActR und FixJ. Die aktiven Regulatoren kontrollieren dann,
wahrscheinlich durch Bindung an stromaufwarts gelegene Promotoren, die Regulation ihrer Zielgene.
Das eingekreiste ,+“-Symbol deutet an, dass entweder eine direkte oder indirekte Kontrolle der
Zielgene erfolgt (nach Fenner et.al., 2004).
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3. Analysen umfangreicher Genexpressionsdaten

Durch die Etablierung der ,—omics—Technologien* udi@ Mdoglichkeiten derhigh-
throughput Sequenziertechnologien entstehen immer umfangrechDatenmengen.
Insbesondere die Microarray-Technologie erforderte in den vergangenen Jahren
informatorische Werkzeuge, um die angefallenen &gamssionsdaten zu analysieren. Die
Ansatze zielen darauf ab, die Genexpressionsdatéhnliche Gruppen einzuteilen, um die
Datenmenge zu reduzieren und die Resultate in @imensichtlichen, fir den Experimentator
auswertbaren Form, verfligbar zu machen. Daribaukibesteht auch die Mdglichkeit eines
funktionellen Zusammenhangs zwischen Genen mitiéterh Expressionsprofil. Daher ist
die Clusteranalyse auch ein Werkzeug zur Annotag@morden (Sturn, 2001). Auch in dieser

Arbeit wurde auf informatorische Werkzeuge zur @usnalyse zurlckgegriffen.

Es haben sich im Wesentlichen vier Verfahren zantifikation von ahnlich exprimierten
Genen durchgesetzt, deren Einsatz zu zahlreichbhkRuonen fuhrte. Die Verfahren sind
hierarchisches Clusterk;Means, selbstorganisierende Kart&af(Organizing Maps, SOM)
und Hauptkomponentenanalys&ificipal Component Analysis, PCA).

Bei hierarchischem Clustern (Collins, 1999; Wen al., 1998) werden zunachst alle
Expressionsprofile als einzelne Cluster behandelt miteinander verglichen. Daraufhin
werden die zwei Cluster, deren Distanz zueinandergaringsten ist, fortan als einzelnes
Cluster weitergefuhrt. Dieser Vergleich wird itevafortgefihrt, bis alle Gene einem Cluster
zugewiesen sind. Das Resultat des hierarchischesteths ist eine Distanzmatrix, die sich in

einem Dendrogramm veranschaulichen lasst (Abb. 8)5,

Beim k-Means-Algorhitmus (Soukast. al., 2000; Tavazoiet. al., 1999; Zhexue Huang,
1997 a; Zhexue Huang, 1997 b) wird zunachst vom &der definiert, wie viele Cluster
vorliegen sollen. Anschlielend werden die Gene mahhidarer Expressionsprofile dem
ahnlichsten Cluster zugewiesen. Durch das neue dfie diesem Cluster verandert sich
dessen Mittelwert. Falls das Gen einem Cluster agninen wurde, wird auch dessen
Mittelwert neu angepasst. Dies geschieht solangekdéne Clusterzuweisung von Genen
mehr stattfindet. Das Resultat vdaMeans ist eine definierte Anzahl von Clustern
(Abb. B 5, B).

SOM (Kohonenet. al., 2009) liegt das Prinzip des Kohonen-Netzwerks zodey das

eines der popularsten neuronalen Netzwerk-ModstleDias Prinzip beruht darauf, dass eine
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definierte Anzahl von verknipften Neuronen durchltidimensionale Eingangsvektoren
trainiert wird. Die Eingangsvektoren (Genexpressdaien) werden aufgrund ihrer
Ahnlichkeit einem der Neuronen zugewiesen. Das oleuwiederum verandert seine
Eigenschaften und beeinflusst die der Ubrigen &bere Verknipfungen. Das Resultat ist ein
neuronales Netz, das die Topologie des Trainigssatd.h. der Genexpressionsdaten,

reprasentiert bzw. abbildet.

Durch PCA (Holter et. al., 2000) ist es moglich, Schlisselvariablen in einem
multidimensionalem Eingangssatz zu identifiziemdie,am besten die Unterschiede zwischen
den Beobachtungen beschreiben. WemrBeobachtungen (Experimente) aufVariablen
(Gene) gemacht wurden, ist es das Ziel der PCA Diieensionalitdt der Datenmatrix zu
verringern, indemr<n neue Variablen gefunden werden. Die Anzahlan Principal
Components beschreiben zusammen soviel Varianz m&fariablen wie maglich, wobei die
Principal Components untereinander unkorreliert und orthogonal zueiearsind. Die PCA
macht effektiv eine multidimensionale Regressioabge. Das Ziel der PCA ist es, lineare
Korrelationen zwischen den Eingangsdatensatzen iaderf und durch Filterung des
Rauschens die Dimensionalitdt zu verringern, um d&ngangsdatensatz einfacher

visualisieren und analysieren zu kdnnen (Abb. B-5,
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Abbildung B-5: Beispielhafte  Resultate
verschiedener Clusterungsmethoden.

Hierarchisches Clustering resultiert in einer
Distanzmatrix, die anhand des Baum-Diagramms
die  Ahnlichkeit der  Genepressionsprofile
untereinander bewertet (A). k-Means und SOM
ergeben eine zuvor definierte Anzahl an
Gruppen, deren beinhaltete Gene zueinander
jeweils moglichst ahnlich sind (B). PCA reduziert
die Dimensionen multidimensionaler
Eingangsdatensatze und bildet sie z.B. in einem

C dreidimensionalen Raum ab (C).
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4. Ziele der Arbeit

Die Antwort auf sauren pH-Stress ist farmeliloti bisher kaum und fiir Rhizobien, mit
Ausnahme vorS. medicae, nur rudimentar untersucht worden. Grundlegendeeiidrtnisse
Uber die Zellantwort konnten hilfreich sein, dagomgpmische Problem der ineffizienten
Symbiose auf sauren Bdden zu l6sen. Das Ziel ddreifrist es daher, zunachst die
transkriptionelle Antwort vors. meliloti 1021 auf azidischen pH-Stress in einer Zeitreihe z
erfassen. In einem weiteren Schritt werden danh,Basgis der gewonnenen Erkenntnisse,
potentiell an der pH-Stressantwort beteiligte Ratprgene gezielt mutiert. Durch
transkriptionelle Analysen dieser Regulatorgenmigtarsollen dann Ziele ihrer Regulation
identifiziert werden, um die basalen Regulationdmesmen der azidischen pH-

Stressantwort voB. mdliloti 1021 aufzudecken.

5. Publikationen

Im Rahmen dieser Dissertation ist folgende Pulibkeveroffentlicht worden:

Hellweg, C., A. Puhler, and S. Weidner2009. The time course of the transcriptomic

response ofinorhizobium meliloti 1021 following a shift to acidic pH. BMC Microbid:37.
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C.

1. Material

1.1

Material und Methoden

Bakterienstamme

Tabelle C-1 Eigenschaften der verwendeten Bakterienstamme

Stamm

relevante Eigenschaften

Referenz

S. meliloti Stamme

Rm1021

Rm1021Asmal887
Rm102AactR
Rm102AvisN
Rm102Arem
Rm102Asmc4348

Rm1021::smal887

Rm102MAsmal887::smal884

Rm102MAsmal887::smal885

Spontan resistente Mutante des Wildtyp RU4

Sni
Derivat von Rm1024sma1887, Sm
Derivat von Rm102hactR, Srh
Derivat von Rm1021AvisN, Sm
Derivat von Rm102Xrem, Sm
Derivat von Rm102Asmc04348, S

Derivat von Rm1021, pCH87::smal887,
Smi/Km'

Rm102MAsmal887, pCH84::smal1884,
Sri/Km'

Rm102MAsmal887, pCH85::smal1885,
Smi/Km'

7(’I\/Ieadeet. al., 1982)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

E. coli Stamme

E. coli DH5aMCR

E. coli S17-1

F endAl supE44 thi-1 A" recAl gyrA96 relAl
deoR A(lacZYAargF)U169 ®80dacZAM15
mcrA A(mrr hsdRMS merBC)

E. coli 294 ::)[RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)pro
resArecA, Tpr

(Grantet. al., 1990)

(Simonet. al., 1983)
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1.2. Plasmide

Tabelle C-2 Eigenschaften der verwendeten Plasmide

Plasmid Merkmale Referenz

Derivat von pK18, lacd, Km//Nm',

pK18mob mobilisierbar (Schaferet. al., 1994)
pK18mobsach Derival von P18, lace K/, (Schaferet. al., 1994)
pCH84 pK18mob mit ~400bp Region vemal884  diese Arbeit
pCH85 pK18mob mit ~400bp Region vemal885  diese Arbeit
pCH87 pK18mob mit ~350bp Region vemal887  diese Arbeit
1.3. Oligonucleotide

Name Sequenz (5-3))

Del_smal887_A CGTAACGAGCTTCGTATGTG

Del_smal887_B TGGAAGCATCGTCATTGGCGCATGATCGACCTCCGPMAG
Del_smal887_C CTAATCGGAGGTCGATCATGCGCCAATGACGATGCTTA
Del_smal887_D AACCAGGAGCCGACCTTGAT

Del_actR_A GGCAATCTACTGGAGAAC

Del_actR_B AAGGCGGCGCGAGTTATTCGATCAGAAGGCTCTTGT
Del_actR_C AATAACTCGCGCCGCCTT

Del_actR_D GGCGGCAATGACGATCTT

Del_visN_A CTGGTTCCGGAGTTGTAT

Del_visN_B GCATTACGCTGGTGATGTCAAGCCTTCGGATCAGTT
Del_visN_C AACTGATCCGAAGGCTTGACATCACCAGCGTAATGC
Del_visN_D CTTGAACAGACGCTTCTC

Del_rem_A GCATGCAGATCAACTACC

Del_rem_B ACCGAGCTTCTTGCGCAGTT

Del_rem_C GAATGATCGTGGTGGTTGAACTGCGCAAGAAGCTCGGT
Del_rem_D AGCAATGAGGCCGTCCGAAG

Del_smc04348_A CATGCAGCGACTTCAACT

Del_smc04348_B TACCTTCTTCAGGCTGCCATCGCCGAACCACTTGTA
Del_smc04348_C TACAAGTGGTTCGGCGATGGCAGCCTGAAGAAGGAT
Del_smc04348_D CGGAAGCGTCCTGATGAA

Int_smal884_A GATGCTATCCGGTACACT

Int_smal884_B GATCGTCGTCTCGATACT

Int_smal885_A GCTATGCCACTCTTGTCA

Int_smal885 B CACGTAACGAGCTTCGTA

Int_smal887_A CAAATCGCGAAGCGGTCAT

Int_smal887_B CTTCACGTCGACGCCTTGC
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1.4. Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Restriktionendonucleasen
T4-DNA Ligase
Tag-DNA-Polymerase
Pfu-Polymerase

RNaseA

DNaseA

DNA molecular weight marker
Superscript Il RT

Peqg-Lab

Roche

Peqg-Lab
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Roche

Invitrogen

1.5. Chemikalien

Chemikalien Bezugsquelle
Aceton Roth

Agar GIBCO
Agarose SeaKem
dNTPs Qiagen
Ethanol Roth
Isopropanol Roth

LB Base/Agar GIBCO
B-Mercaptoethanol Roth

HCI Roth

Tris ICN Biomedicals
Tryptone Oxoid

Yeast Extract Oxoid

1.6. Kits

Kit

Bezugsquelle

QlAprep Miniprep

QIAquick PCR Purification Kit
Rneasy Minikit

Rnase-Free DNAse Set
CyScribe Purification Kit

DNA Labeling and Detection Kit

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Amersham Biosciences
Boehringer
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1.7. Materialien

Material Bezugsquelle

EppendorfgefalRe Greiner/Star Lab/Brand

Glaswaren Schott

Klvetten Brand

Nitrilhandschuhe Ansell

Parafilm American

PCR-Stripes Biozym

PE-R6hrchen Greiner

Petrischalen Greiner

Pipettenspitzen Greiner/Star Lab

Sterilfilter Schleicher & Schuell

1.8. Software

Programm Referenz

BLAST (Altschul €. al., 1997)

Clone Manager 6.0 Sci Ed Central

EMMA (Dondrupét. al., 2003)

Genesis Sturn, 2001; .
http://genome.tugraz.at/Software/GenesisCenter.html

ImaGene Bio Discovery

1.9. Medien und Medienzusatze

1.9.1. Nahrmedien

LB-Medium
(Miller, 1972)

TY-Volimedium
(Beringer, 1974)

10x Hogness-Freeze Medium

Vincent Minimal Medium
(nach (Vincent, 1970), modifiziert)
Ldsung A

10 g/l
5 g/l
5 g/l

59/l
39/l
0,7 g/l

63 g/l

18 g/l
19/

5 g/l

9 g/l

44 % (vIv)

10 g/l

Bacto Tryptone
Yeast Extract
NacCl

Tryptone
Yeast Extract
CaC} x 2H,0

KoHPO,
KH,.PO
MgSQ,
Na-Citrat
(NH4)2SO,
Glycerin

Mannose oder Mannit
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19/
19/
0,6 g/l

Lésung B 2,59/
19/
Losung C (steril filtriert) 0,1 mg/ml
0,1 mg/ml
0,1 mg/ml

FeC} Stocklésung (steril filtriert) 10 g/l
2,78 g/l

Alle Lésungen werden getrennt autoklaviert bzwrikfiltriert. AnschlieBend werden gemischt:

- 900 ml Lésung A

- 100 ml Lésung B

- 1mlLésung C

- 1 ml FeC} bzw. FeSQ Stocklésung

1.9.2. Medienzuséatze

fur Festmedien 16 g/l
fur p-Galactosidase Nachweis

X-Gal-Stammldsung 40 mg/ml
IPTG-Stammldsung 25 mg/ml

Zu 1 | Medium wird jeweils 1 ml der jeweiligen Stenidsung gegeben.

1.9.3. Antibiotikazusatze

Die Antibiotika werden steril filtriert und jeweils ml zu 1 | des bereits abgekuhlten Mediums gegebe

KH,PO,
KoHPO,
KNO;

MgSQ, x 7H,0O
CaC} x 2H,0
Biotin
Ca-Pantothenat
Thiamin

FeCk
FeSQ x 7H,0

Agar

5-Bromo-4-Chloro-3-IndolyB-

D-Galactosid in N-N-
Dimethylformamid (DMF)

Isopropylthiogalactosid (IPTG)

Antibiotikum Abklrzung S. mdliloti E. coli
Kanamycin Km - 50 mg/l
Neomycin Nm 80 mg/l -
Streptomycin Sm 600 mg/ml -
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1.9.4. Puffer und Lésungen

Puffer fir Bakterien

PS (Puffersaline)

SM-Puffer

DNA- und Enzympuffer

TE-Puffer

OPA —Puffer Plus

Puffer und Lésungen fur DNA-Isolationen

E1l-Lysislésung

Na-Acetat

EDTA

RNase-Lysozym-Ldsung

Saccharose-Lésung
Proteinase K-Stocklésung

N-Lauroylsarcosin-Na-Lsg.

Proteinase K-Lauroylsarcosin-Lsg.

7 g/l
39/l
5 g/l

100 mM

10 mM
10 mM

10 mM
1mM

10x

25 % (wiv)
10 % (wiv)

Na,HPO,
KH,PO,
NacCl

NacCl
MgSQ,
Tris

Tris

EDTA

pH 7,5

Pharmacia Biotech

Saccharose
Ficoll

nach Autoklavieren zugeben:

0,4 mg/ml
1 mg/ml

3M

25 mM

1 mg/ml
2 mg/ml

20 % (wiv)
20 mg/ml
5 % (vIv)

25
1,2 mi

RNAse A
Lysozym

Na-Acetat
pH 5,3

EDTA
pH 8

RNAse A
Lysozym
in TE-Puffer l6sen

Saccharose in TE-Puffer

Proteinase K in TE-Puffer

N-Lauroylsarcosin-Na-Salz in

TE-Puffer

Proteinase K-Stocklésung
N-Lauroylsarcosin-Na-Lsg.
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Puffer und Lésungen fir Agarosegele

TAE-Puffer 40 mM Tris
10 mM Na-Acetat
1mM EDTA
pH 7,8

BPB/Glycerinlésung 50 % (viv) Glycerin in TAE-Puffer

1mM EDTA

2 mg/ml Bromphenolblau

Agarosegel 0,5-2 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer
2. Methoden
2.1. Kultivierung von Bakterienstdmmen
2.1.1. Bakterienanzucht

E. coli-Stammewerden in LB-Medium tber Nacht bei 37 °C kultivieEine Anzucht der
S meliloti-Stdmme erfolgt inTY oder in Vincent Minimalmedium (VMM) fir 36-48 hei
30°C. Die Anzucht von Bakterienstammen auf Festomed wird durch einen
Einzelkolonieausstrich und anschlieBende InkubatmanBrutschrank vorgenommen. Die
Kultivierung von Bakterienstdmmen im Flissigmediwnfolgt durch Animpfen einer
Einzelkolonie von einer Stammplatte. Dann wird #eltur im Roller oder im Schittler
inkubiert.

Fur Wachstumstests werden aus einer Vorkultur jeweine definierte Anzahl an
Bakterienzellen in entsprechende Medien Uberim@dei Bedarf werden zusatzlich
entsprechende Antibiotika hinzugegeben.

2.1.2. Anzucht von Kulturen fur pH-Stress-Experimente

S meliloti 1021 Kulturen werden in Erlenmeierkolben bei 30irid/incent Minimalmedium
angezogen und bei 140 rpm geschuttelt. Nach Eerieimer 0.3xgo von 0,8 wird die Kultur
in zwei gleiche Teile aufgeteilt und zentrifugi€#0000xg, 2 min, 30 °C). Der Uberstand
wird verworfen und die Zellpellets jeweils in frilem VMM mit saurem pH und VMM mit
pH 7 (beide auf 30 °C vorgewarmt) resuspendier. [iH-Werte des VMM Mediums werden
vor dem Autoklavieren mit Hilfe des pH-Meters eistg@lt, indem die VMM-L6sung A mit
entprechenden Mengen an HCI| oder NaOH versetzt Widghrend der Zentrifugations- und
Resuspensionsschritte ist darauf zu achten, dasslid#e Arbeitsmaterialien auf 30 °C
vorgewarmt sind. Die resuspendierte Kultur wird mame zuvor bei 140 rpm und 30 °C
geschuttelt. Zu definierten Zeitpunkten werden hhsBend parallel 5 ml der Kultur mit
saurem pH und der Referenz-Kultur (in VMM pH 7) geet und sofort zentrifugiert
(10000xg, 1 min, 4°C). Der Uberstand wird verwori@md das resultierende Pellet sofort
durch flissigen Stickstoff eingefroren.
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2.1.3. pH-abhangige Wachstumstests auf VMM-Festmedium

VMM-Festmediumplatten werden durch Einstellen des\Vjgertes von VMM LAsung A vor
dem Autoklavieren hergestellt. Der Agar wird ebdafaor dem Autoklavieren der Losung A
zugesetzt (16 g/l). Es ist zu beachten, dass sicbhddiese Methode keine Agarplatten mit
einem pH-Wert < 5,5 herstellen lassen, da der Agéerhalb dieses pH-Wertes nicht bindet.
Da sich der pH-Wert durch das Autoklavieren veré@naderd der pH nach Fertigstellung des
VMM-Festmediums abermals gemessen.

Einzelkolonien vorss. meliloti Kulturen werden o/n bei 30 °C in TY-Medium gerdlleNach
Zentrifugation der o/n Kulturen (10000xg, 2 min)ravider Uberstand verworfen und die
Zellpellets in Sm-Puffer (ohne Zusatz von Tris)usggendiert. Die 0.[9g0 der resultierenden
Kultur wird gemessen und durch Zusatz von Sm-Pudigr 1 eingestellt. 5 pul der Kultur
werden auf die VMM-Festmediumplatten (Rerferenz phtl Test pH) getropft. Nach 1d
Inkubation im Brutschrank (30 °C) wird das Wachstder Kulturen verglichen (ggf. durch
Fotos protokolliert). Je nach gewéhltem VMM-pH widieser Schritt nach 2d und 3d
wiederholt.

2.1.4. Herstellung von Dauerkulturen

Bakterien konnen in ca. 50 % (v/v) Glycerin furdéne Zeit bei —20 °C gelagert werden.

Bakterienkultur auf Platte anziehen

mit Glaspipette Bakterien von Platte abnehmen arigDD pl Nahrmedium resuspendieren
500 ul Glycerin (87 %) hinzugeben

30 min bei RT inkubieren, dann bei —20 °C einfnere

Fur eine dauerhaftere Lagerung empfiehlt es si@hKdlturen bei —80° C in HF-Medium
einzufrieren.

Bakterien in 10 ml Nahrmedium o/n anziehen

1 ml 10x Hogness-Freeze-Medium hinzugeben

— aliquotieren und bei —80 °C einfrieren

2.2. DNA-, RNA-Isolations- und Darstellungsmethoden

2.2.1. Gesamt-DNA-Isolation aus S. meliloti
(nach Meade et. al., 1982, modifiziert nach Smon)

Um Gesamt-DNA ausSmeliloti zu isolieren, muss zunachst die aul3ere Membraohdur
EDTA-Behandlung destabilisert werden. AnschlieBerfdigt die Zerstérung der Zellwand
durch Lysozym. Die eigentliche Lyse der Zelle egfotlurch ein Detergenz in Form von
Lauroylsarcosin. Die anschlieBende Phenolextraktidient dem Entfernen von
Proteinverunreinigungen im Lysat. Eine weitere aimg der DNA erfolgt durch
Isopropanolprazipitation und anschlieBendem Wascimén Ethanol. Bei der gesamten
Extraktion mul3 darauf geachtet werden, dass die DAt gescheert wird.

6 ml einer o/n-Kultur in PE-R6hrchen Gberfiihren

Zentrifugation, 5 min, 5000xg, RT

Pellet in 800ul 20 % Saccharose-Lsg. resuspendieren

30 min bei —20 °C inkubieren
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600 ul RNase-Lysozym-L6sung hinzufligen

1 h bei 37 °C rollern

500 pl Proteinase K-Lauroylsarcosin-Lsg. hinzufiigen

1,5 h bei 37 °C rollern

250 pl TE-Puffer und 250 ul 3M Na-Acetat hinzufligdarch invertieren mischen

1ml Phenol-Chloroform (1:1) zugeben und ca. 5 murertieren

Zentrifugation, 10 min, 4000xg, 12 °C

obere Phase in neues PE-R6hrchen, gegebenenfalisli®ierung wiederholen

1 ml Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) zu der Obesph geben und ca. 5 min. invertieren
Zentrifugation, 10 min, 4000xg, 12 °C

obere Phase in neues PE-RdOhrchen uberfluhren, geigblumen an kaltem Isopropanol
zugeben, und schutteln bis DNA ausfallt

Zentrifugation 20 min, 4000xg, 4 °C; Uberstand ahzn

1 ml 70% Ethanol zugeben, 5 min bei RT inkubieren

Zentrifugation, 5 min, 4000xg, 4 °C; Uberstand ahzn

DNA-Pellet bei 60 °C trocknen

Pellet in 200-300 pl kO o/n bei 4 °C |6sen

2.2.2. Kochlyse von S. meliloti-Zellen

Durch kochen werden Zellen lysiert und deren DNéidesetzt. Dieses Lysat ist zwar noch
von Zellbestandteilen verunreinigt, aber fur gewiitmnist die DNA trotzdem fir PCR-
Reaktionen geeignet.

mit Glaspipette Bakterien aufnehmen und in 1 nOHesuspendieren

8 min bei 100 °C kochen

Zelltrimmer abzentrifugieren, 8000 rpm, 1 min

4 ul des Lysats werden fur eine PCR-Reaktion mjib@esamtvolumen eingesetzt

2.2.3. Plasmidisolation aus E. coli (QlAprep Spin Miniprep Kit Protokoll)

Mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit von QIAGEN kdnndplasmide rasch isoliert werden.
Nachdem die Zellen mittels alkalischer Lyse aufpessen worden sind, erfolgt eine
Neutralisierung des Lysats unter salzreichen Bediggn. Chromosomale DNA,
Zelltrimmer, sowie denaturierte Proteine kénnen pidzipitiert und von der Plasmid-DNA
abgetrennt werden. Die Aufreinigung der Plasmidechgeht dann in S&ulen in einer
Zentrifuge.
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2.2.4. Eckhardt-Lyse von E. coli-Zellen
(Hynes et. al., 1985)

Diese Methode dient der raschen Kontrolle von Zedlef ihren Plasmidgehalt. Dabei werden
Zellen direkt in den Taschen des Agarosegels duyslozym und SDS-Einwirkung lysiert.
Die freigesetzten Plasmide werden anschlieRendeha@getrennt.

0,8-1 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer aufkochen

nach Abkuhlen des Gels of ca. 60 °C 1ml 20 % (MW5-L6sung zugeben, Gel giel3en
geringe Mengen einer Einzelkolonie mit sterilem @stbcher aufnehmen und in 10 pl TE-
Puffer resuspendieren

Zugabe von 20 pl E1-Lysislésung

20 pl der Probe auf Gel auftragen

die Proben in den Taschen ca. 15 min inkubieren

Vorlauf: 15-20 min bei 20 V

Hauptlauf 2-3 h bei 80-100 V

2 h wassern, regelmanig Wasser wechseln

Gel in Ethidiumbromid-Bad farben, anschlieRend wiss

Detektion der Plasmide unter UV-Licht

2.25. RNA-Isolation

Mit Hilfe des Qiagen RNeasy Mini Kits wird ein mdédiertes Protokoll fir RNA-Isolationen
ausS meliloti 1021 verwandt:

10 plIpB-Mercaptoethanol zu 1 ml RLT-Puffer geben (untezédp arbeiten!, 700 ul pro Pellet
im Eppi)

700 ul RLT in Ribolysertubes geben (Lysing Matrikidauer Deckel) und auf Eis stellen
Pellets in 200 ul Tris-HCI (steril, pH 8, 10 mM}tespendieren durch Auf und Abpipettieren
in Ribolysertubes tberfuihren

Ribolyser: 30 sec bei 6,5

3 min auf Eis

3 min bei 14000 rpm zentrifugieren (4 °C)

Uberstand (ca. 900 ml) in neues RNAsefreies Eggettieren (ohne Matrix!)

3 min bei 14000 rpm zentrifugieren (4 °C)

Uberstand in Greiner-Réhrchen uberfiihren (ohne iMatund jew. 450 pl Lysat mit 250 pl
Ethanol (96-100 %) durch Invertieren vermischendais Gemisch schlierenfrei ist

750 ul pro Saule auftragen

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren

Durchfluss verwerfen und ca. 750 ml Lysat aberraafsdie Saule geben

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren

Durchfluss verwerfen und den Rest des Lysates aiermaf Saule geben

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren

neues 2 ml Collectiontube unterstellen

500 pul RW1 Puffer waschen, 30 sec bei 14000 rpririkggieren, Durchfluss verwerfen

500 pl RPE Puffer waschen, 30 sec bei 14000 rprmizeneren, Durchfluss verwerfen

500 pl RPE Puffer waschen, 30 sec bei 14000 rprmiigneren, Durchfluss verwerfen

2 min bei 14000 rpm zentrifugieren

neues 1,5ml Eppi (Deckel abschneiden) unterstellen

30 ul RNase freies Wasser auf Filter pipettierémul&1 min stehen lassen
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1 min bei 14000 rpm zentrifugieren

Elutionsschritt wiederholen

1 pl eluierte RNA abpipettieren und mit 49 ul Wasaen Messen der 0.£3o/250
3 ul DNase und 6 pul RDD-Puffer zu 60 ul Eluat gebed 1 h bei 30°C inkubieren
77 pul RNA-Eluat und 200 pl RLT-Puffer BME) und 150 pl EtOH mischen und auf eine
Séule geben (bis ca.900 pl pro Saule)

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren, Durchflussveefen

350 pul RW1 Puffer

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren, Durchflussveefen

350 ul RW1 Puffer

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren, Durchflussveefen

neues 2 ml Collectiontube unterstellen

500 pl RPE

30 sec bei 14000 rpm zentrifugieren, Durchflussveefen

500 pl RPE

2 min bei 14000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verfen

Séule in 1,5 ml Eppi stellen (Deckel abschneiden)

30-50 pl RNase freies Wasser auf die Saule geben

1 min bei 14000 rpm zentrifugieren

eluierte RNA in RNasefreies Eppi transferrieren

bei —80 °C lagern

1pl mit 49 pl Wasser fur 2. 0.D. Messung vermischen

2.2.6. Aufkonzentrierung von RNA

RNA wird mit Microcon-30 Filtern von Millipore aufkzentriert. Das Aufkonzentrieren
besteht aus einer Reihe von Zentrifugations- undgdNschritten, die Prozedur sorgt daher
zusatzlich fur eine weitere Aufreinigung der RNA:

Microcon-Filter auf das Sammelgefal} stecken

20-30 pg RNA auf den Filter geben

500 pul DEPC-Wasser auf den Filter geben

10 min zentrifugieren, 12000 rpm

altes Sammelgefal3 verwerfen und neues Sammelgeféftzien

500 pul DEPC-Wasser auf den Filter geben

10 min zentrifugieren, 12000 rpm

altes Sammelgefal’ verwerfen und neues Sammelgeféfzien

500 pul DEPC-Wasser auf den Filter geben

8 min zentrifugieren, 12000 rpm

falls mehr als 16 pl Flussigkeit auf der Membramdsi in 1 Minutenschritten
weiterzentrifugieren und nach jedem Zentrifugatsmhsitt, die Menge tGberpriufen
Microcon umdrehen und auf ein neues SammelgeféResie

1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

Eluat je nach Bedarf mit MilliQ kD verdinnen

RNA in RNAse freies Eppendorfgefald tberfuhren
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2.2.7. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennungd Visualisierung von DNA. Dabei
wird die negativ geladene DNA in einer festen Gefmalurch eine angelegte Spannung zur
Anode gezogen. Die Wandergeschwindigkeit der DNAgh&on ihrer Gréf3e und Form ab.
Durch den Einsatz von Markern kann die Grof3e eDi#-Fragmentes bestimmt werden.
Durch das interkalierende Reagenz Ethidiumbromidl wie DNA gefarbt und anschlie3end
unter UV-Licht sichtbar gemacht.

0,5-2,0 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer ansetzen, Hat und in Gelkammer mit Kamm
giel3en, erkalten lassen

DNA-Probe mit BPB/Glycerin-Lsg. mischen und in @Gslthen geben

der Gellauf erfolgt in Abhangigkeit vom Gel zwischg0-100 V

2.3. Klonierungsexperimente

2.3.1. Ligation von DNA

Die endstandigen 5-Phosphatgruppen und 3’-Hydmgxydpen des Zuckergerilistes von
DNA-Molekilen kdénnen von Ligase unter Bildung vohoBphodiesterbriicken miteinander
verknupft werden. Voraussetzung ist allerdingssdfiese Fragmente entweder glatte Enden
(blunt ends) besitzen, oder dass die Uberhangeameér komplementar sind (sticky ends).

gespaltene Vektor-DNA und Insert-DNA im Verhaltaan 1:5-15 in Eppendorfgefald geben
2 ul 10x Ligase-Puffer zugeben

2 Units T4 DNA-Ligase zugeben

mit bidestilliertem HO auf 20 ul auffillen

2-4 h bei RT, oder o/n in Thermoskanne mit 20 °Cwen Wasser bei 4 °C inkubieren

2.3.2. Transformation von E. coli

Durch eine CaGiBehandlung kdnnek. coli Zellen kompetent gemacht werden. Kompetente
Zellen sind durch Transformation in der Lage, frar&uléare Plasmid-DNA aufzunehmen.

Herstellung von kompetentenE. coli-Zellen

E. coli aus einer o/n-Kultur in 10 ml frisches Mt Gberimpfen und bis zur logarithmischen
Phase (0.D. von ~0,5) anwachsen lassen

Zentrifugation, 5 min, 5000xg, 4 °C

Pellet in 5 ml 100 mM Ca@lLosung (4 °C) vorsichtig resuspendieren
30 min bei 0 °C inkubieren

Zentrifugation, 5 min, 5000xg, 4 °C

Pellet in 1 ml 100 mM Ca@lLésung (4 °C) vorsichtig resuspendieren
Zugabe von 175 pl kaltem Glycerin (87 %)

Zellen in 0,2 ml Portionen aliquotieren

2 h oder o/n bei 0 °C inkubieren

bei —80 ° C lagern

Transformation CaCl,-kompetenter E. coli-Zellen
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DNA zu 200 ul kompetentét. coli-Zellen geben

Inkubation: 30 min bei 0 °C

Hitzeschock: 3 min 42 °C

800 ml LBG zugeben und vorsichtig mischen

Inkubation: 45 min bei 37°C

100 pl auf entsprechende Selektionsplatte ausséneic

Zellen abzentrifugieren, Uberstand verwerfen

Zellen im Rucklauf resuspendieren und auf Selekiatte ausstreichen

2.3.3. Konjugation nach S. meliloti

S mdiloti kann weder durch Transformation noch durch Elekirafon DNA aufnehmen.
Der DNA-Transfer wird daher durch Konjugation vdh meliloti mit einem Donor
durchgefuhrt. Der zu transferierende Vektor musse eéMobilisierungsregion nfob-site)
tragen, undra-Gene besitzen.

Anzucht der Donorzellen bis zur logarithmischen dghalca. 0.Rgy 0,4-0,6); der
Rezipientenzellen bis zur Stationarphase (casg D0,7-0,9)

Mischen von 5x10Donor- mit 2x16 Rezipientenzellen

Zentrifugation 30 sec, 6000 rpm

Uberstand verwerfen, Pellet vorsichtig in Riickleguspendieren

Kreuzungsfilter auf TY-Platte legen, Konjuganterfbamgen

o/n bei 30 °C inkubieren

Kreuzungsfilter in 1 ml KO aufnehmen und 1-2 h bei RT inkubieren

Verdinnungsreihe anlegen und jeweils 100 ul awl$ieinsplatten auftragen

Inkubation bei 30 °C bis zum Anwachsen der Tranglganten (2-4 d)

2.4. PCR-Arbeitstechniken

2.4.1. Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

Standard-PCRs wurden nach Polymerase-Herstelldsangiurchgefuhrt.

2.4.2. Gene-SOEing

Die Methode des Gene-SOEing erlaubt es, fast hgdeDNA-Sequenzen miteinander zu
kombinieren. Durch Gene-SOEing werden Konstrukte 2eletion von Genen erzeugt. Im
ersten Schritt werden zwei PCR-Produkte erzeuge, dén zu deletierenden Bereich
flankieren. Durch homologe Verlangerungdixténsions) in den 5-Enden der Primer der
PCR-Produkte werden diese in einer weiteren PCReinvigt. Bei der Ermittlung der
Schmelztemperatur der Primer mu3 darauf geachtetengdass di&xtensions nicht in die
Berechnung miteinbezogen werden dirfen.

Die aufgereinigten PCR-Produkte werden in der Fasi®CR im Verhéltnis 1:1 alkemplate
hinzugegeben. Fur die Berechnung deknnealing-Temperatur sind nur die
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Schmelztemperaturen der &ul3eren Primer, sowi&demnsions zu berticksichtigen. Die PCR
wird nach den bereits beschriebenen Protokolleahdyafiihrt.

2.4.3. Real Time RT-PCR

Quantitative Real Time RT-PCRs werden mit dem Li@i¢tler der Firma Roche
durchgefuhrt. Die zuvor isolierte RNA durchlauft loght Cycler eine reverse Transkription,
bei der dieTemplate-DNA flir die folgende quantitative PCR gebildet aviDas verwendete
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit enthélt den FarfhsSYBR Green, der sich wahrend
der PCR an doppelstrangige DNA bindet und fur diangitative Nachweismdglichkeit der
DNA sorgt. Je Ansatz werden folgende Reagenzemar gightcycler Kapillare vereinigt:

10 pl SYBR RT-Master Mix

1 pl Primer 1 (10 pM)

1 pl Primer 2 (10 pM)

0,2 ul LightCycler RT Mix

300 ngTemplate RNA

mit H,O auf 20 pul Gesamtvolumen auffiillen

Programmablauf fur die RT RT-PCR im Lightcycler:

1. Reverse Transkription:
50 °C, 20 Minuten
2. Denaturierung:
95 °C, 15 Minuten
3. Amplifikation in 55 Zyklen:
94 °C 15 sec
55 °C 20 sec
72 °C 5 sec
4. Schmelzkurvenbestimmung:
65 °C 10 sec
Bis 95 °C mit 0,1 °C/s erhitzen

2.5. Microarray-Experimente

Die transkriptionelle Zellantwort vo& meliloti 1021 auf pH-Stress sowie die Auswirkungen
verschiedener Gen-Deletionen wurden anhand des Giigék Microarrays (Krol und
Becker, 2004) identifiziert. Er besteht aus 622@@lucleotiden mit einer Lange von 70
Nukleotiden. Von diesen sind 6208 Teil von jewedsiem der bekannten Gene aus
S meliloti, 4 beinhalten transgene SequenzguosA, lacZ, nptll, aacCl), 2 Stringenz-
Kontrollsequenzen und 12 Fremd-DNA-KontrollsequenzeUm S meliloti-Zellen
differentiell mit dem Sm6kOligddicroarray zu vergleichen, wurde aus deren Proben die
Gesamt-RNA isoliert, revers transkribiert und jewenit den Farbstoffen Cy3 und Cy5
markiert. Durch anschlieRende kompetitive Hybretishg auf denMicroarray kénnen dann
Unterschiede in der mRNA-Menge spezifischer Genektiert werden.

2.5.1. Markierung revers-transkribierter RNA mit Cy3 und Cy5
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Fur die kompetitive Hybridisierung gegen den Smég®Microarray mussen die isolierten
Gesamt-RNAs auS. meliloti-Zellen mit verschiedenen Farbstoffen gefarbt werddierzu
wird die RNA bei Anwesenheit von Aminoallyl-dUTPar&chst revers-transkribiert. An die
resultierenden Aminoallyl-Reste kénnen in einemteren Schritt die Farbstoffe Cy3 oder
Cy5 gekoppelt werden.

Reverse Transkription:

10 pg RNA mit RNAse freiem #0 auf 16 ul auffillen

2 pl Hexanukleotide zugeben

10 min bei 70 °C inkubieren

5 min bei 0 °C inkubieren

6 pl 5x First Strand-Buffer

3ul0,1MDTT

0,5 ul Rnase-Inhibitor

0,6 pul 50x dNTPs

1,5 pl (300 Units) Superscript Il Reverse Trandiasp zugeben

1 h bei 42 °C inkubieren

1 pl (200 Units) Superscript 1l zugeben

1 h bei 42 °C inkubieren

15 pl 0,2 M NaOH zugeben

10 min bei 70 °C inkubieren

15 pl 0,2 M HCI zugeben, mischen

450 pl MilliQ H,O zugeben und auf Microcon-Filter geben

10 min bei 12000 rpm zentrifugieren

neues Sammelgefal benutzen

450 ul MilliQ H,O zugeben

9 min bei 12000 rpm zentrifugieren

falls mehr als 20 ul Flussigkeit auf der Membrandsin 1 min-Schritten Zentrifugation
wiederholen

wenn weniger als 20 ul Flussigkeit auf dem Microaarbleiben, umdrehen und auf ein
neues Sammelgefald setzen

1 min bei 13000 rpm zentrifugieren

Eluat mit MilliQ H,O auf 20 pl auffullen und in RNAse freies Eppendefé3 Uberflihren

Kopplung der Fluoreszens-Farbstoffe:

1 ul 1M NaHCQ (pH 9) zugeben

Cy3- und Cy5-NHS Aligots in gefarbten Eppendorfgstn mit der cDNA mischen (Proben
vor Licht Schiitzen !)

1 him Dunkeln inkubieren

4,5 pl Hydroxylamin zugeben

15 min im Dunkeln inkubieren

Cy5-markierte Proben mit 600 ul Caputre-Buffer vieohen (CyScribe Purification Kit,
Amersham Biosciences)

Cy3-markierte Proben zugeben

Aufreinigung nach dem CyScribe Purification Kit-Rykoll

Qualitat der Proben tberprufen (Typhoon Scannempiiap)
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2.5.2. Hybridisierung der cDNA gegen den Sm6kOligo-Microarray

Alle Hybridisierungen wurden mit der ASP-Hybridisiegs-Station durchgefthrt.
Dummy Slides 5 min mit deionisiertem Wasser waschen

Dummy Slides 1 min mit Ethanol (96 % v/v) waschen

Dummy Slides in der Zentrifuge trocknen

Dummy Slides in die Hybridisierungskammer der ASBHSN einlegen
markierte cDNA in der Speed-Vac auf 20-25 pul eingéen

mit DIG Easy Hyp-Hybridisierungslosung auf ein Voemvon 250 pl auffullen
abzentrifugieren

ASP-Programm starten

Dummy Slides durch Array Slides ersetzen

Hybridisierungslésung auf 65 °C erwarmen

mit Hamilton-Spritze 250 ul Hybridisierungslésundtblasenfrei in die Kammer spritzen
Programm fir ca. 15 h ablaufen lassen

nach Ablauf des Programmes Slides aus den Kamméfereen

Slides fur 1 min in vorgewarmten 2xSSC mit 0,1 %/W6DS schutteln

Slides fur 1 min in 0,2xSSC mit 0,1% (w/v) SDS Inrachitteln

Slides fir 1 min in 0,2xSSC mit 0,1% (w/v) SDS Inrachitteln

Slides fur 1 min in 0,2xSSC schutteln

Slides fir 1 min in 0,2xSSC schitteln

Slides bei 18 °C in 0,1xSSC schiitteln

Slides durch Abzentrifugieren trocknen

mit ScanArray 4000 scannen

Nachdem die Slides gescannt worden sind, werden Biiddateien in Imagene 5.0
(Biodiscovery Inc., Los Angeles, Calif., USA) ansiBrt. Durch diese Software wird die
mittlere Signalintensitéat jedes einzeln&pots bestimmt. Hierzu wird das Verhéltnis der
Intensitaten (Cy3 zu Cy5 bzw. glzu ch;) jedes einzelnen Spots mit der FormekMg,
(Ri/Gi). R=lchirBgenii und G=lenorBg ch2i berechnet, wobei Bg; und Bghe das
Hintergrundrauschen des jeweiligen Farbkanals el#rddie mittlere Intensitat wird fir jeden
oot berechnet: Alog(RG)%°. Soots werden als leer behandelt, wenn der R-Wert indreid
Farbkanalen kleiner als 1,5 ist (R= (Mittelwert deSignals-Mittelwert des
Hintergrunds)/Standartabweichung des Hintergrurid®.anschlielBende Normalisierung der
Daten und die T-Statistiken werden mit EMMA 2.0 Kkdiert (Dondrup et. al., 2003)
(www.cebitec.uni-bielefeld.de/groups/brf/softwarafea). Fir die weiteren Analysen werden
die Daten auf einen A-Weet 0,8 gefiltert. Fur das durchgefiihrte Zeitreiherp&xment
wurden nur Gene betrachtet, die zu 5 von 6 Zeitmmkinen M-Wert hatten. Dieser musste
mindestens einmal wahrend des Zeitreihen-Experieserinen M-Wert vors2 oder<-2
haben. Die Clusterbildung und Visualisierung detebaerfolgt durch die Software Genesis
(Sturn, 2001)

(http://genome.tugraz.at/genesisserver/genesigselescription.shtml).

2.5.3. Clusterbildung der Microarraydaten durch k-Means

Im Rahmen dieser Arbeit sind Gene aufgrund ihrepréssionsdaten durch die Genesis
Software in 8 Cluster eingeteilt worden. Diese Bafte bedient sich verschiedener Verfahren
zur Clusterbildung, im Falle der 8 Cluster wukd®leans (Soukast. al., 2000; Tavazoiet.

al., 1999; Zhexue Huang, 1997a; Zhexue Huang, 1997geeatzt.

k-Means ist ein verbreitetes Verfahren zur Clustdunig, weil es auf einem einfachen
Prinzip beruht und gute Resultate erzielt. Es @MY Salf Organized Maps) sehr dhnlich und
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kann als ein Bayesischer (hdochste Wahrscheinlichkeizatz zur Clusterbildung verstanden
werden.

Die grundsatzlichen Ideen dieses Ansatzes sindied,age eines Cluster abzuschatzen und
eine Einteilung der Datenpunkte auf die Clustezuoehmen. Dabei wird ein Ansatz benutzt,
um den anderen neu zu definieren. Wenn also eirschittzung der zentralen Lagen der
Cluster erfolgt ist, dann wird jeder Datenpunkt d&tuster mit der &ahnlichsten Lage
zugeordnet. Danach wird das Zentrum jedes Clustirand der beinhalteten Datenpunkte
neu definiert. Derk-Means-Algorythmus fahrt dann in mehreren Iteraionfort die
Datenpunkte den Clustern zuzuordnen und die Lag€ldster neu zu definieren.

Um die Zuteilung der Datenpunkte vorzunehmen, wiadf eine Kostenfunktion
zuruckgegriffen.

Derk-Means-Algorythmus sieht folgendermal3en aus:

Weise jeden Vektor einem deCluster zu

Kalkuliere den Mittelwert det Cluster

Kalkuliere die Distanz zwischen dem Objekt uedhdMittelwert des Clusters

Weise das Objekt dem Cluster zu, dessen Mittéldean Objekt am néchsten ist
Kalkuliere jene Cluster neu, denen Objekte zifjeider weggenommen wurden

. Wiederholte die Schritte 3 bis 5 bis keine Neugisungen mehr vorgenommen
werden

ouAwNE
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D. Ergebnisse

1. Physiologische Charakterisierung von
S. meliloti 1021 unter pH-Stress

S meliloti 1021 und seine Wirtspflanzen sind Modellorganisrigneine symbiontische
Beziehung zwischen Prokaryont und Pflanze. Ein igdatiftretender Faktor, der diese
Symbiose behindert, ist ein niedriger pH-Wert desddhs. Da beide Partner Teil der
Symbiose sind, kann man bei dieser funktionelleaifeichtigung nur schwerlich einen der
beiden Partner als verantwortlich identifizieremglmehr missen beide Partner gesondert
betrachtet werden.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die grundlegendenchdeismen der rhizobiellen
Zellantwort auf azidischen pH-Stress am Beispied opdellorganismuss. meliloti 1021
aufzudecken, um einen Teil der komplexen Prozesseerstehen. Zum Erreichen dieses
Zieles wurde die transkriptionelle Antwort der Zelauf pH-Stress analysiert. In einem
weiteren Schritt wurden dann regulatorische Gereadf pH-Stress reagierten, mutiert und
charakterisiert. Zunachst mussten jedoch die plogigchen Faktoren, innerhalb derer die

pH-Stressantwort untersucht werden sollte, festgelerden.

1.1. Ein pH von 5,5 bildet die Untergrenze fir Wach  stum von
S. meliloti 1021

Stress bezeichnet zum einen, durch spezifische réuffeize hervorgerufene
physiologische Reaktionen, die zur Bewadltigung bdsoer Anforderungen beféahigen, und
zum anderen, die dadurch entstehende Stoffwechasibeg. Ein eingeschranktes Wachstum

bei einem bestimmten pH-Bereich, im Vergleich zurarmalen* Wachstum, belegt demnach
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Stress fur das Bakterium. Um den pH-Bereich eiremmgn, der fus meiloti 1021 Stress
bedeutet, wurden daher pH-abhangige Wachstumstagisnommen.

Als Wachstumsmedium wurde Vincent Minimalmedium (MW (Vincent, 1970)
ausgewahlt, da dessen Komponenten, im Gegensagmem Vollmedium, definiert sind.
Weiterhin entspricht dessen Zusammensetzung miaaien Kohlenhydraten und Salzen
eher dem Nahrstoffangebot innerhalb der Mehrzahl Béden als bei einem Vollmedium.
Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Erleryaikolben bei 30° C.

Da die pH-Stressantwort des Bakteriums auf einedriggen pH untersucht werden sollte
und nicht bekannt war, ab welchem pH-Bere&meliloti 1021 gestresst ist, wurde dessen
Wachstumsgeschwindigkeit zu 5 unterschiedlichenSpattwerten getestet (Abb. D-1). Mit
HCI und NaOH ist der pH-Startwert des jeweiligersfigediums eingestellt worden. Getestet
wurden pH 5,5, pH 5,75, pH 6, pH 6,25 und pH 7. Baldichten der Kulturen wurden
indirekt Uber die Messung der optischen Dichte388 nm ermittelt. Die Messpunkte wurden
von drei parallel angezogenen biologischen Remikabestimmt und deren Mittelwert

errechnet.

0.D. 5g0

0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [n]

Abbildung D-1: pH-abhédngiges Wachstum von S. meliloti 1021 in VMM. Der Wildtyp wurde bei
funf unterschiedlichen pH-Stufen auf sein Wachstum untersucht. Die Zelldichte innerhalb der
angezogenen Kulturen wurde indirekt Gber die optische Dichte bei 580 nm bestimmt (y-Achse) und
gegen die bendtigte Inkubationszeit aufgetragen (x-Achse). Die Symbole der Wachstumsgrafen geben
den jeweiligen Start-pH des VMM Mediums an. Jeder Messpunkt wurde aus dem Mittelwert von drei
biologischen Replikaten errechnet. Die Standardabweichungen sind ebenfalls fir jeden Punkt
angegeben, da diese aber gering waren, verschwinden sie grétenteils unter den eingezeichneten
Messpunkten.
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Die so erhaltene Wachstumskurve zeigt den Ubliceemoiden Verlauf bei der
Referenzkultur (pH 7), mit dem Ende der lag-Phased4® h nach Inkubationsbeginn, dem
logarithmischen Wachstumsverlauf von 40 — 70 h nakbhbationsbeginn und dem Eintritt in
die stationaren Phase ab ca. 70 h nach Inkubatgish Bis auf die Kultur mit dem Start-
pH von 55 zeigen alle Testkulturen in graduellebstifung einen &hnlichen
Wachstumsverlauf. Ein hoherer Start-pH fihrte zgnifkant héheren Zelldichten pro
Zeiteinheit. Die deutlich reduzierte Zellteilungner S meliloti Kultur bei pH 5,5 im
Vergleich zu pH 5,75 zeigt an, dass hier ein pHggischer Grenzbereich vorliegt. Ein pH
von 5,5 scheint der minimale Wert fir ei@emeliloti Kultur zu sein, bei dem in VMM noch

Wachstum maoglich ist.

1.2. S. meliloti 1021 alkalisiert das Wachstumsmedium VMM

Die Anzucht der S meliloti 1021 Kulturen in einem Testsystem wie einem
Erlenmeyerkolben fihrt zwangslaufig zu einer komenlichen Verdnderung der
Medienzusammensetzung, da Inhaltsstoffe aufgenomumémetabolisiert werden, die dann
spater als Katabolyte wieder ausgeschieden wendaiterhin gelangen Komponenten der
Zellhille und sekretierte Proteine in das Mediunma. ddeser Prozess auch Einfluss auf den
pH-Wert des Mediums haben kann, ist nach dem pHuaiigen Wachstumstest (Abb. D-1)
eine End-pH Bestimmung durchgefuhrt worden (Tab)D-1

Tabelle D-1: Die Veranderung des Medium pH-Wertes nach 132 h Inkubation mit S. meliloti 1021.

2 3

Ausgangs-pH ' End-pH nach 132 h Inkubation pH-Differenz
55 5,46 -0,04
5,75 6,69 0,94
6 6,70 0,70
6,25 6,84 0,59
7 7,20 0,20

! Der Ausgangs-pH entspricht dem pH-Wert des VMM zum Zeitpunkt des Animpfens.
> Der VMM End-pH wurde nach Abzentrifugieren der Zellen nach 132 h Inkubation bestimmt.
® Die pH-Differenz entspricht der Veranderung des pH-Wertes wahrend der 132 h Inkubation.

Wie die Ergebnisse der End-pH Messung belegent filds Wachstum vo. meliloti
1021 zu einer Veradnderung des Medium pH-Wertes. Misnahme der bei pH 5,5

angezogenen Kultur erreichten alle Testkulturerereignd-pH, der nahe dem Neutralpunkt
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lag. Das Wachstum dieser Kulturen fuhrte somit mere deutlichen Alkalisierung des
Nahrmediums. Die bei pH 5,75 angezogene Kaultur lisikate das Medium mit einer
Anderung um pH 0,94 am starksten. Auch im Falle®iAusgangs-pH bei 7 wurde das
Medium noch leicht alkalisiert und erreichte eirigrd-pH von 7,20. Einzig bei der Testkultur
mit pH 5,5 konnte nach 132 h keine Alkalisierungtd@estellt werden. Da jedoch die
Zelldichte der pH 5,5 Kultur zu diesem ZeitpunktXB2 = 0.Dsgp 0,064) deutlich unter dem
Wert der Ubrigen Anzuchten lag (t 1320.Dsgo 2,4) ist keine direkte Vergleichbarkeit
gegeben. Die Messung der End-pH-Werte verdeutlades die Verlaufe des pH-abhéngigen
Wachstums (Abb. D-1) nur in der lag-Phase aussagekrsind, da sich das Medium

zunehmend alkalisiert.

1.3. Ein pH 5,5 in VMM ist nicht letal fir ~ S. meliloti 1021

Um sicherzustellen, dass der niedrige Start-pH%&nnicht letal firS. meliloti 1021 ist,
wurde zusatzlich eine Zelltiter-Bestimmung vorgenoen. Hierflr ist zunadchst eine
S meliloti 1021 Kultur bei pH 7 in VMM bis zu einer odg von 0,8 angezogen worden.
Daraufhin wurden die Zellen durch ZentrifugationtnvéMedium getrennt und zu gleichen
Teilen in frischem Medium bei pH 7 (als Referenmdbei pH 5,5 resuspendiert. Zu vier
Zeitpunkten wurde der Zelltiter bestimmt: Unmittatbvor der Resuspendierung, 10 min-,
1 h- und 6 h nach Resuspension (Abb. D-2).

1,0E+08 1

ot o7 T
ol A1 e [

4,0E+07 +— —

2,0E+07 4— —

0,0E+00 T T T 1
to 10 min 1h 6h

Abbildung D-2: Zelltiterbestimmung nach Umsetzten e iner S. meliloti 1021 Kultur in VMM-
Medium mit pH 5,5 . Nach 10 Minuten, 1 h und 6 h Inkubationszeit bei pH 5,5 und pH 7 (Referenz)
wurde der Zelltiter fur beide Kulturen bestimmt. Die Balkenhdhe entspricht dem Zelltiter, die Farbe
der Balken gibt den pH-Wert des Mediums an (grau = pH 5,5; wei3 = pH 7). Der Zelltiter wurde von
vier parallel ausgestrichenen Festmediumplatten bestimmt und deren Standardabweichung
errechnet.
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Der Vergleich des Zelltiters zu den vier verschregte Zeitpunkten zeigte, dass ein pH-
Wert von 5,5 nicht letal fU®. meliloti 1021 Zellen ist. Bis zu einer Stunde nach Umsetiazn
Kultur war, innerhalb der biologischen und messtesthen Schwankungen, keine Zunahme
des Zelltiters zu registrieren. Diese Stagnationfisadie bei pH 5,5 inkubierte Kultur auch 6
Stunden nach Umsetzen zu beobachten, wéhrend HieZder bei pH 7 inkubierten Kultur,
nach 6 Stunden signifikant zugenommen hatte. DisuRae aus der Zelltiterbestimmung
belegen und ergadnzen somit die vorangegangenen siacstests. Eine Zunahme des
Zelltiters, der bei pH 5,5 inkubierten Zellkultwar innerhalb der 6 h Inkubationszeit nicht

signifikant messbar.

2. |dentifikation der Rahmenbedingungen flr die
Untersuchungen der transkriptionellen
pH-Stressantwort von S. meliloti 1021 in einer

Zeitreihe

Da es das Ziel dieser Arbeit war, durch transkoipgile Analysen die pH-Stressantwort
von S meliloti 1021 zu erfassen und potentiell involvierte retpriache Gene zu
identifizieren, mussten zunachst Rahmenbedingurigstgelegt werden, unter denen diese
Analysen durchgefiihrt werden kdnnen.

Wie der Wachstumstest belegen konnte, wird das ¥fachvonS meliloti durch sauren
pH eingeschrankt und das Medium kontinuierlich bdikaxt. Wahrend das pH-abhéangige
Wachstum vonS meliloti 1021 (Abb. D-1) in der lag-Phase die deutlichstarierschiede
zeigte, sind die Unterschiede in der log-Phase mach gering. Dies konnte entweder
bedeuten, dass die Zellen nach Eintritt in die Pb@gse bereits eine Adaptionsphase
abgeschlossen hatten oder sich der pH zu dieseipuB&t bereits soweit alkalisiert hat, dass
ein relativ gutes Wachstum moglich war. Es standeddest, dass die Untersuchung der
transkriptionellen Antwort vorS. meliloti 1021 auf sauren pH zu einem relativ frihen
Zeitpunkt nach Stressen der Zellen untersucht vmesidite. Dies wirde sicherstellen, dass
die Adaptionsphase erfasst wird und wirde aulerdien Konstanz des pH-Wertes
gewdhrleisten. Die gewonnenen Erkenntnisse der evgemenden physiologischen
Charakterisierungen vos meliloti wurden in ein Arbeitsschema integriert (Abb. D-3),

anhand dessen pH-Stress-Experimente durchgefuhiewsollten.
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S. meliloti 1021 Ausgangskultur
VMM pH 7 (20 mM Bistris)

? R Inkubationszeit J R
50 ml ; ‘ 50 ml

VMM Probenentnahme zur RNA-Isolierung VMM
Test-pH pH 7
(ungepuffert) (ungepuffert)

Abbildung D-3: Arbeitsschema der Behandlung einer S. meliloti 1021 Ausgangskultur zur
Analyse der Zellantwort auf azidischen pH. 100 ml einer Wildtypkultur wurden in VMM angezogen
(auf pH 7,0 eingestellt und gepuffert mit 20 mM BisTris) und nach Erreichen einer 0.D. sg von 0,8 in
zwei gleiche Teile aufgeteilt und abzentrifugiert. Die resultierenden Zellpellets wurden daraufhin in
frischem Medium mit dem Test-pH und dem Referenz-pH (pH 7,0) fiir eine bestimmte Zeit inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurden Proben fiir die RNA-Isolation gezogen.

2.1. Physiologische Charakterisierung von  S. meliloti wahrend der

pH-Stressuntersuchung

Entscheidend war die Auswahl eines pH-Wertes, 8emeliloti Zellen in ihrem
Wachstum beeintrachtigt, nicht aber véllig hind&wllte kein Zellwachstum nach pH-Stress
stattfinden, wirde dies bei Untersuchungen desskrggtoms zur Folge haben, dass eine
grof3e Menge mit dem Zellwachstum assoziierter Gén@H-abhangig reguliert identifiziert
werden wirden. Der Kern der Zellantwort auf pH-Strestirde so tGberlagert werden.

Wie der Wachstumstest belegt hatte (Abb. D-1), diedZellen nach Anzucht bei pH 5,75
in ihrer Zellteilungsrate wesentlich langsamer bt neutralem pH. Im Vergleich zur
Situation nach Anzucht bei pH 5,5 jedoch, findetineine signifikante Zellteilung statt. Aus
diesem Grund wurde pH 5,75 zum Stressen der Zakkeh dem Arbeitsschema (Abb. D-3)
ausgewahlt. Nach dem Stressen wurde das Wachstupitde 75 Kultur und der pH 7 Kultur
beobachtet. Hierzu wurde eine Ausgangskultur in V&1 pH 7 angezogen. Um den pH-
Wert konstant zu halten, wurde dem Medium zus&tz20 mM BisTris zur Pufferung

zugesetzt. Nach Erreichen einer osk von 0,8 wurde die Zellkultur in zwei gleiche Teile
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geteilt und zentrifugiert. Wahrend des Umsetzensdem samtliche Materialien, mit denen
die Zellkultur in Kontakt gekommen ist, auf 30° @rgewarmt (Rotor, Zentrifugenbecher,
Wechselmedium, Pipetten). Die erhaltenen Zellpelairden dann in VMM mit pH 5,75 und
in VMM mit pH 7 (Referenzkultur) resuspendiert.

Um die physiologische Situation d& meliloti 1021 Zellen nach der Behandlung zur
Induktion des pH-Stresses zu untersuchen, ist dilg,g9 wahrend des Versuches gemessen
worden (Abb. D-4). Die Wachstumsgrafen, der bei pHund bei pH 5,75 inkubierten
Kulturen, gehen scherenformig auseinander. Diepb¢i7 inkubierte Kultur zeigte trotz
Zentrifugation und Resuspension weiterhin eineadinverlaufenden Wachstumsgrafen. Die
Behandlung der Zellen hatte demnach keinen naig@rilEffekt auf das Zellwachstum. Der
Wachstumsgraf der gestressten Kultur verlauft eest2,5 h nach Induktion des Stresses
linear, davor findet die Adaptionsphase statt. Badtelstelle des Grafen, der bei pH 5,75
inkubierten Kultur, deutet an, dass die Adaptiorsghnach ca. 1,5h zu groR3en Teilen

abgeschlossen ist.
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Abbildung D-4: Vergleich des Wachstums von S. meliloti 1021 nach einem Umsetzen in

Medium mit pH 5,75. Eine Ausgangskultur, die bei pH 7 inkubiert wurde, ist in zwei Teile aufgeteilt
worden. Die zwei resultierenden Kulturen wurden anschlieend in frisches VMM umgesetzt, das auf
pH 5,75 (Kreis) und pH 7,0 (Dreieck) eingestellt wurde. Der weitere Verlauf des Wachstums wurde
gemessen (y-Achse: 0.D.sgp). Die x-Achse entspricht der Zeit in Stunden seit Inkubationsbeginn der
Ausgangskultur. Die Unterbrechung der Linie ergibt sich aus der Prozedur des Teilens,
Zentrifugierens und Resuspendierens der Ausgangskultur.
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2.2. Identifikation des Zeitraumes zur pH-Stressunt  ersuchung

Fur die Untersuchung der Antwort vda meliloti auf pH-Stress galt es, neben der
Bestimmung eines geeigneten pH-Wertes, auch eieeigigeten Zeitraum zu bestimmen. Der
Wachstumsgraf einer bei pH 5,75 inkubierten Kulbmgigte bereits, dass nach ca. 1,5h
pH-Stress, ein Groliteil der Adaption abgeschlogstg\bb. D-4). Da die Auswirkungen der
transkriptionellen Antwort auf die physiologischéugtion zeitversetzt stattfinden, wurden
zunachst Real Time RT-PCR Experimente durchgefiimt,den Einfluss unterschiedlicher
Stresszeiten bei pH 5,75 auf die transkription@liéivitat von drei ausgesuchten Genen zu
erfassen (Abb. D-5). Als Testgene sihC, |piA undphoC ausgesucht worden. Das GérC
ist ein Housekeeping-Gen, dessen Genprodukt zur Synthese der Aminasdvaéin und
Isoleucin bendtigt wird (Aguilaet. al., 1991). Die Aktivitat dieses Genes korreliert daimér
der allgemeinen Stoffwechselaktivitat. Das G@mA kodiert fur ein Protein der Lysyl-
phosphatidylglycerol Synthese (Reeste al., 2006), einem Lipid, das scheinbar azidische
pH-Toleranz verbessert. Die Expression Wi ist pH-Stress spezifisch. Das GgmoC ist
Teil desphoCDET Operons (Bardiret. al., 1996). Das Operon kodiert fir ein Phosphat-
Transportsystem, das bei zuvor durchgeflihrten Sixgerimenten mitS meliloti, eine
differentielle Expression zeigte (Becket. al., 2004; Krol et. al., 2004), und daher als
Indikator fur allgemeinen Stress hinzugezogen wuiie Expression dieser Gene wurde
nach dem Arbeitsschema (Abb. D-3) zu 6 Zeitpunktach Umsetzen ein& meliloti 1021
Kultur von VMM pH 7 nach pH 5,75 erfasst (Abb. D-4)

Die Zeitpunkte sollten innerhalb der ersten Sturdsgen und eine anndhrend
logarithmische Verteilung haben, da die gro3tenaxderungen unmittelbar nach Umsetzen
der Kultur zu erwarten waren. Aus diesem Grund wulie® transkriptionelle Antwort dieser
Gene zu den Zeitpunkten 3-, 8-, 13-,18-, 33-, uBdhuten nach pH-Stress untersucht. Die
teilweise ungeraden Zeitpunkte sind entstanderdiel@ehandlung des Zentrifugierens und
Resuspendierens der Proben bis zum Einfrieren ®eebgerung von drei Minuten
verursachte.

Die Ergebnisse der RT RT-PCR (Abb. D-5) zeigtenvaslig eine starke Induktion des
GenslpiA als Antwort auf den pH-Stress. Die Ubrigen zwdegketen GenelvC und phoC,
waren nach Umsetzten in VMM mit pH 5,75 zumeistiragert. Die Induktion voripiA stieg
zunachst stetig an und erreichte bei t= 18 minMagimum mit ca. 170facher Expression.
Nach weiteren 15 Minuten hatte sich die Induktionf @as 110fache verringert, um

schlie3lich bei 7facher Induktion zu enden (t= G8)m
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x-fache Expression

210

-15

-20

Zeit [min]

13

18

x-fache Expression

",

<

L]

'-.l.ﬂ-.:\.:\.:ﬂ-.:'-':'-':'-.:'-l:ﬂ-.:\.:\.:ﬂ-.:'-':'-':'-

R e e T L L R R R R R R T
o g g R g

)

R
(A
1

I
PR R )

-25

w
®
i (LT Lty
[ R
i
®
w
&)

63
Zeit [min]

P O B N
PR !
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

x-fache Expression

3 8 13 18 33 63

Zeit [min]

Abbildung D-5: Ergebnisse einer RT-RT PCR zur Ident ifikation eines geeigneten Zeitraumes zur
Durchfiihrung eines pH-Schockexperimentes. Untersucht wurde die Expression von drei S
meliloti 1021 Genen (A: ilvC, B: IpiA, C: phoC) fur sechs Zeitpunkte (x-Achse) nach Umsetzten von
VMM mit pH 7 in frisches VMM mit pH 5,75. Die Balken entsprechen der Relation von
Transkriptmenge bei pH 5,75, im Vergleich zu pH 7, fir das jeweilige Gen und den jeweiligen
Testzeitpunkt (x-Achse).

Interpretiert man die Expression vdpiA als einen Indikator fur pH-Stress, ist das
Ergebnis dieses Versuches, dass eine spezifisahsktiptionelle Zellantwort auf den pH-
Stress stattfand und nach 63 Minuten beendet wiar@@nexpression voilvC nahm in der
gestressten Kultur im Vergleich zur ungestressterzir 13ten Minute stetig ab und erreichte
dort ein Minimum (23fach geringere Expression).vigiteren Verlauf wurde die Repression
geringer und blieb fir die Zeitpunkte t= 33 min urd63 min konstant bet -4. Wird die
Aktivitat von ilvC stellvertretend fiir die Stoffwechselaktivitat gegikinterpretiert, bedeutet
dies, dass neben der spezifischen pH-Stressanéwolt der Stoffwechsel, nach anfanglicher
Verringerung in der Aktivitat, innerhalb der Tegipde wieder fast auf normalem Niveau
liegt. Das GerphoC ist, mit Ausnahme von t= 3 min, fir die gesamtstperiode reprimiert,
dabei liegen die Expressionswerte der gestresstéinrim Vergleich zur ungestressten bei
-4,5. Die Genaktivitat voiphoC wurde stellvertretend fur den allgemeinen Stremszklle
untersucht. Die konstante Repression pbaC fir die 63 Minuten Dauer des Testzeitraums
zeigt, dass es auch Gene gibt, deren transkriporktivitdt nach pH-Stress dauerhaft

konstant verandert ist.
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Die Untersuchung der drei Kandidatengene belegs d& erste Stunde nach pH-Stress
ein geeigneter Testzeitraum ist. Die transkriptiienReaktion von zwei der getesteten Gene
endete innerhalb dieses ZeitraumigsA| ilvC). Die konstante Repression vphoC spricht
ebenfalls fur diesen Testzeitraum, da sich einigfuhktionen dauerhaft den veranderten
Bedingungen anpassen miussen.

Die transkriptionellen und physiologischen Untetsuggen konnten zeigen, dass nach
Umsetzen eine® meliloti Kultur in Medium mit pH 5,75 eine Adaption an dier&dnderten
Bedingungen stattfindet, die wahrscheinlich innbrhder ersten Stunde abgeschlossen ist.

Das experimentelle Setup konnte also flrMioroarray-Experiment verwendet werden.

3. Die transkriptionelle Zellantwort von  S. meliloti 1021

auf pH-Stress

Das Ziel dieser Arbeit war es, durch transkriptiénalysen, die pH-Stressantwort von
S meliloti 1021 zu erfassen und potentiell involvierte regulache Gene zu identifizieren
und zu charakterisieren. Durch die pH-abhangigerchstamstests wurden zusammen mit
den RT RT-PCR Analysen die Untersuchungsbedingufigedas Zeitreihenexperiment zur
Identifikation der transkriptionellen pH-Stressaattvvon S. meliloti 1021 festgelegt. Die
Antwort der Zelle auf pH-Stress sollte nach deneBrgssen der vorangehenden Analysen
nach Umsetzen in einen pH von 5,75 fir eine Stumdersucht werden. Auch die Zeitpunkte,
zu denen die transkriptionelle Antwort erfasst veerdsollte, wurden analog zu den RT
RT-PCR Untersuchungen gewahlt. Diese annahrendrifbgasche Zeitpunktverteilung
innerhalb der ersten Stunde (nach 3-, 8-, 15-,38-und 66 Minuten) nach pH-Stress wurde
deshalb vorgenommen, weil in den ersten Minuten dieitlichsten transkriptionellen
Veranderungen erfolgen sollten und im spaterenaViégine Stabilisierung erwartet wurde.

Das Erfassen und Analysieren des Transkriptomsmgt Sm6kOligoMicroarrays
durchgefuhrt worden. Diesavlicroarray wurde bereits mehrfach zur Stress-Analyse bei
S mdliloti 1021 eingesetzt (Becket. al., 2004; Chaget. al., 2005; Krolet. al., 2004).

Der Smé6kOligoMicroarray wurde speziell zur Erfassung des Transkriptoms von
S meliloti 1021 an der Universitat Bielefeld entwickelt (Krel al., 2004). Er besteht aus
6226 individuellen Oligonucleotiden mit einer L&ngeon 70 Basen. Von diesen
reprasentieren 6208 jewelils einen Teil eines dkam@ten Gene aus meliloti, 4 beinhalten
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transgene Sequenzegu$A, lacZ, nptll, aacCl), 2 Stringenz-Kontrollsequenzen und 12
Fremd DNA-Kontrollsequenzen.

Der pH-Stress wurde entsprechend dem Arbeitssciatnaiert (Abb. D-3). Unmittelbar
nach Resuspension des Zellpellets in frischem VMMrde die erste Probe gezogen,
zentrifugiert und durch flissigen Stickstoff schgekoren. Finf weitere Proben sind 5
Minuten, 10 Minuten, 15 Minuten, 30 Minuten und Mihuten nach Resuspension
entnommen worden. Wegen der benotigten Zeit vonMirauten fur die Behandlungsschritte
von der Zellentnahme bis zum Schockgefrieren wtaitigchlich jeweils die transkriptionelle
Antwort nach 3 Minuten, 8 Minuten, 13 Minuten, 18nuten, 33 Minuten und 63 Minuten
untersucht. Um die Daten abzusichern, sind die étrolon drei biologischen Replikaten zu
den 6 Zeitpunkten entnommen worden.

Nach dem Isolieren der RNA wurde sie revers trahgkt. Die resultierende cDNA
wurde mit den Farbstoffen Cy5 (pH 7) und Cy3 (pH59, gefarbt. FlUr jeden Zeitpunkt
wurden dann jeweils die Cy5 und Cy3 markierte DN @nenSide hybridisiert. Insgesamt
sind 18Microarray-Sides angefertigt worden (3 biologische Replikate zuetinkten). Die
Bilddateien der gescanntéficroarray-Sides wurden anschlie3end mit ImaGene und EMMA

analysiert.

3.1. Die Anzahl differentiell exprimierter Gene ste  igt mit

zunehmender Stressdauer

Als differentiell exprimiert werden Gene dann bebheiet, wenn sie einen Schwellenwert
des M-Wertes (logFache Verédnderung des Expressionswertes) ubertschreDieser
Schwellenwert ist empirisch und schwankt je nach&jdter Fragestellung. Fur die Analyse
der Zeitreihe war es erforderlich, die Anzahl digfedentiell exprimierten Gene auf ein Maf3
zu verringern, dass den Kern der transkriptioneflettantwort reprasentiert.

Die Ergebnisse der Zeitreihenanalyse zeigen eingliche zunehmende Anzahl
differentiell exprimierter Gene (Abb. D-6 A und B)it einer Stagnation von t= 13 min bis
t= 33 min. Tendenziell stieg sowohl die Anzahl meperter als auch induzierter Gene.
Abhangig vom gesetzten Schwellenwert des M-Werthw/ankt die Relation von induzierten
zu reprimierten Genen. Grundsatzlich liegen unapigamom Schwellenwert des M-Wertes
mehr Gene induziert als reprimiert vor, wobei diel&dfon von induzierten zu reprimierten

Genen mit Zunahme des M-Schwellenwertes steigt.
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Obwohl die RT RT-PCR Analysen der drei Kandidatermgeein Ende der
transkriptionellen pH-Stressantwort innerhalb desten Stunde nach pH-Stressapplikation

suggeriert haben, weisen die transkriptionellensvdagen auf eine anhaltende Antwort hin.

A
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Abbildung D-6: Anzahl an differentiell exprimierten Genen fir jeden Zeitpunkt des Zeitreihen

pH-Stress Experiments bei zwei unterschiedlichen Si  gnifikanz-Schranken (A: M =1 und M < 1;
B: M =2 und M < -2). Die Balkenhthe entspricht der Anzahl an induzierten (gestrichelte Balken) und
reprimierten Genen (wei3e Balken). Die entsprechenden Zeitpunkte werden durch die x-Achse
reprasentiert.
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3.2. Cluster-Analysen der transkriptionellen pH-Str ~ essantwort von
S. meliloti 1021

Um die Ergebnisse deMicroarray-Untersuchungen genauer zu analysieren, war es
notwendig, die angefallene Datenmenge zu filtenm, anschlie3end diejenigen Gene zu
erhalten, deren differentielle Expression releéntdie pH-Stressantwort waren. Da mehrere
Zeitpunkte untersucht worden waren bestand die Madkgit, dass Genprodukte nur
kurzfristig bendtigt wurden und ihre Gene nur fiinzelne Zeitpunkte eine differentielle
Expression zeigten. Daher sollte jedes Gen, de&sgmessionswert auch nur zu einem
Zeitpunkt wahrend des Zeitreihen-Experimentes dgniftkanzschwelle tUberschritten hatte
in die weiteren Analysen miteinbezogen werden. Dasteren bestand das Problem, eine
Signifikanzschwelle fur den Expressionswert (M-Wend definieren. Das GdpiA war das
einzig bekannte Gen, dessen erhthte ExpressionAats/ort auf pH-Stress bereits
beschrieben war (Tiwant. al., 2004) und dessen Expression auch wéahrend desiBeitre
Experimentes erhoht war. Dieses Gen erreichte eidelVert von 4,7. Allgemein
stressabhéngig differentiell exprimierte Gene wheC hatten M-Werte von maximal -2,7.
DasHousekeeping-GenilvC erreichte fur einen Zeitpunkt einen M-Wert von ER&irch diese
Beobachtungen und den Vergleich anderer stressgigha@xprimierter Gene aus zuvor
gemachtenMicroarray-Analysen wurde daher eine Signifikanzschwelle Wdr> 2 und
M < -2 angesetzt. Diese Signifikanzschwelle war imglegch zu zuvor mit dem Sm6kOligo
publiziertenMicroarray-Experimenten relativ hoch angesetzt (z.B>M,58 oder M< -1,58
in Krol et. al., 2004). In diesen Experimenten wurden jedoch énmezZeitpunkte und keine
ganze Zeitreihe betrachtet. Weiterhin sollten @ane einen A-Wert (Signalintensitat) von
> 8 haben. Auf den p-Wert (entspricht der Wahrsdlutikeit, dass der M-Wert=0 ist) wurde
nicht gefiltert. Das Filtern auf den p-Wert wurdieht vorgenommen, da die Gene wahrend
ihres Expressionsverlaufes den Wert 0 annehmeredurhlle Zeitpunkte, die einen M-Wert
von>2 oder<-2 hatten, wurden auf ihren p-Wert (korrigiert n&dbR, False Discovery Rate)
untersucht. Nur vier Zeitpunkte: (0,9 %) lagen oberhalb eines p-Wertes von 0,05séie
waren: t= 3 min,smc01523, P=0,07; t= 33 minsmc04173, P=0,09; t= 63 minsmb21026,
P=0,06; t= 62 min, smal736, P=0,22. Bei der rethBetrachtung einzelner Gene wurde der
p-Wert jedoch berlcksichtigt und falls notwendig, kinzelfallen darauf eingegangen.
Insgesamt resultieren aus diesen Filterkriterieh r2Bvante Gene.

Die Daten dieser 230 Gene sind dann auf verschéedféeisen geclustert worden, um

Gruppen von ahnlich reagierenden Genen zu ideetiin. Zunachst wurde durch

a7



D. Ergebnisse

hierarchisches Clustern ein Uberblick der Expressiaten gewonnen. Es zeigte sich, dass
sich die Daten grob in acht &hnliche Expressionduér unterteilen lassen. Hierarchisches
Clustern hatte jedoch den Nachteil, dass es alkerDen einem grol3en Cluster abbildete.
Daher wurden die Clustermethoden SOM urMdeans verwendet, mit der Vorgabe, dass acht
Cluster resultieren sollen. Als geeignete Metho@¢ $ich k-Means erwiesen. Die acht
Heatmaps von k-Means verdeutlichen die Homogenitat der Genexjmess innerhalb der
Cluster (Abb. G-1 bis G-8).

Durch die Cluster-Analysen konnten somit acht @ustmit individuellen
Expressionsprofilen erzeugt werden (Abb. D-7),gidd in vier induzierte- (Cluster A-D) und
vier reprimierte Cluster (Cluster E-H) einteileaflen. Sie unterscheiden sich nicht nur durch
Induktion und geringere Expression, sondern auaithd&Expressionsintensitat, sowie den
zeitlichen Expressionsverlauf. Die Cluster kdnnesbgn solche mit permanent exprimierten
Genen und Cluster mit zeitweise exprimierten Geaefyeteilt werden. Die Ubersicht der
Cluster (Abb. D-7) verdeutlicht weiterhin, dass distarksten transkriptionellen
Veranderungen innerhalb der ersten 20 Minuten mitiStress erfolgt waren. Nach dieser
Zeit hatte ein Grol3teil der Gene innerhalb der €lusine konstante differentielle- bzw. eine
sich konstant verandernde differentielle Expressomicht. Erwahnenswert ist weiterhin,
dass einzelne Cluster Gen-Gruppen beinhalten, mdiunktioneller Beziehung zueinander
stehen.

Die Cluster sind in ihrem Verlauf sehr individuetid wie folgt zu beschreiben:

Cluster A beinhaltet Gene, die wahrend des Zewreikrlaufs stark induziert vorlagen
und daher sicherlich von besonderer Bedeutung igipH-Stressantwort der Zelle sind. In
Cluster B befinden sich Gene, die eine Expresshorliéh zu Genen aus Cluster A haben,
deren Expressionswerte allerdings schwacher sindst€@ C besteht aus Genen, deren
Expressionswerte mit zunehmender Zeitdauer ansteig®er durchschnittliche
Expressionsverlauf der Gene in Cluster D zeigt éumzzeitige Induktion zwischen 10 und
30 Minuten nach pH-Stressbeginn.

Cluster E besteht aus Genen, deren Expressionsiglrbis zur 20. Minute verringerte
und dann konstant reprimiert blieb. Im Gegensataideeigten die Gene in Cluster F eine
stetige Verringerung ihrer Expression im Verlauf deitreihe. Cluster G besteht aus Genen,
deren verringerte Expression wahrend der ersteMiB@ten nach pH-Stress ein Minimum
durchlaufen hat. Cluster H ist mit nur 13 Genenldamste Cluster. Die beinhaltenden Gene

zeigten eine sehr kurze Repression zur 3. Minute.
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Abbildung D-7: Ergebnisse einer k-Means-Clusterberechnung des pH-Stress- Microarray-
Experimentes. Durch k-Means-Clusterberechnung sind die Expressionsprofile der einzelnen Gene in
acht mdglichst homogene Gruppen eingeteilt worden. Die abgebildeten Diagramme zeigen den
Mittelwert des M-Wertes (y-Achse) im Verlauf der Zeit (x-Achse) fir jedes der acht Cluster (A bis H).
Die Anzahl der Gene je Cluster ist angegeben. Die gestrichelte vertikale Linie gibt die Zeit t=20 min
nach Umsetzen der Kultur an.

3.2.1. Cluster A beinhaltet stark induzierte Gene deren Genprodukte flr eine

Membranumstrukturierung und Protein-Recycling notwendig sind

Das Cluster A enthélt 16 Gene, die eine zunehméngeession bis zu 18. Minute als
Antwort auf den pH-Stress zeigten und anschlielfzmdhohem Expressionslevel blieben
(Abb. D-7, A). Die abgeleiteten Proteine von 9 dérGene tragen Signalpeptid-Sequenzen.

Signalpeptide dienen als Erkennungsstellen zur efiekr des Proteins. Wahrend die
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Genprodukte von funf dieser potentiell sekretiefeoteine hypothetisch sind, kodieren zwei
dieser Gene fur lytische Proteine. Das GlegPl (smc02765) kodiert flr eine Protease,
wahrend das Gersmc01855 fur ein putatives Lysozym kodiert. Proteasen diertker
Remodellierung von denaturierten oder beschadigereinen, oder ihrer Degradation zu
freien Aminoséauren. Sie bilden zusammen mit Chapsrceein Qualitatskontrollsystem der
Zelle (Wickneret. al., 1999). Unmittelbar stromaufwarts vdegP1 befinden sich zwei Gene
(smc02366 und smc02367), die aufgrund ihrer starken Induktion ebenfalluster A
zugeordnet worden sind. Die Produkte dieser Geberhdlomologien zu RagAsic02366)
und RagB $mc02367). RagA und RagB sind bekannt aarphyromonas gingivalis, einem
gram-negativen Bakterium, das malfigeblich an depd®atose beteiligt ist (Curtiet. al.,
1991). Zusammen bilden RagA und RagB einen an ddfokerflache lokalisierten
Transporter aus, der durch einen TonB-abhangigerozeBs grof3e Protein-
Degradationsprodukte aktiv transportiert (Nagenal., 2007).

Aufgrund seines Expressionsprofils wurli@A ebenfalls Cluster A zugeordnet. LpiA-
Orthologe stellen eine neue Familie von integrieféembran-Proteinen in Proteobakterien.
Mit 13 transmembran-Helices sind sie strukturellprF und FmtC verwandt (Vinuesa.
al., 2003). Das Genprodukt vdpiA ist an der Formation des Membranlipids LPG (Lysyl-
phosphatidylglycerol) beteiligt (Sohlenkamet. al., 2007), das durch seine positive
Nettoladung zu einem Ruckstofl3 von kationischen, bmanzerstérenden Peptiden fuhrt
(Peschelet. al., 2001). Es konnte gezeigt werden, digig\ in Rhizobien notwendig fur die
Adaption an sauren pH-Stress (Reeste al., 2006) und dem Schutz vor kationischen,
antimikrobiellen Peptiden ist (Sohlenkamepal., 2007).

Das Gercah kodiert fur eine carbonische Anhydrase und wulzknélls aufgrund seines
Expressionsprofiles wahrend des ZeitreihenexpetiesenCluster A zugeordnet. Die
carbonische Anhydrase katalysiert die reversiblakiten von CQ und HO zu HCQ+H".

3.2.2. Die induzierten Gene in Cluster B kodieren hauptsachlich fur hypothetische
und konservierte Proteine und sind teilweise RpoE2-reguliert

Der Expressionslevel der Gene in Cluster B stiegremd der ersten 10 bis 20 Minuten
nach pH-Stress auf Werte um M = 2 an und blielafoauf diesem Niveau (Abb. D-7, B).

Das Cluster B ist mit 74 Genen das gro3te Clu&ierbesteht hauptsachlich aus Genen,
die entweder fur hypothetische oder konservierfgthetische Gene kodieren (41 Gene). Die

hohe Anzahl dieser Gene reflektiert moglicherwetie geringen Kenntnisse uber die
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rhizobiellen pH-Toleranzmechanismen. Von diesen Gdnen ist der Grof3teil auf dem
Chromosom (24 Gene) und pSymA (10 Gene) lokalisiBd Uber die Funktion der
Genprodukte dieser Gene keine Aussage zu macherkash man nur anhand ihrer
dominanten Lokalisierung auf dem Chromosom mutma@ass sie Teil der wesentlichen
genetischen Ausstattung von Sinorhizobien sind emdntuell housekeeping-Funktionen
haben.

Acht Gene der EPS | Biosynthese wurden aufgrunesititxpressionsprofiles Cluster B
zugeordnet. Die Induktion der EPS | Biosynthes@fif@nsichtlich eine wesentliche Reaktion
von S. meliloti 1021 auf den azidischen pH-Stress. Ein wichtigeguReor ¢hvl) dieser Gene
ist ebenfalls Teil von Cluster B. Da noch drei west EPS | Biosynthese-Gene flur die
Cluster-Analysen eingesetzt worden sind, jedoch andere Cluster verteilt worden sind
(zwei auf Cluster A und eins auf Cluster C), wirdsdin Sektion 3.3 eingehend diskutiert.

In einer Arbeit von Sauviaet. al. 2007 wurde untersucht, welche Gene Susliloti
einer Regulation durch RpoE2 unterliegen. Intergssaveise befinden sich in Cluster B 15
von 41 identifizierten RpoE2 regulierten Genama2071, katC, smb20086, ndiAl, glgA2,
smb21441, glgX2, smb21473, smc00063, smc00371, smc00792, smc00796, smcO0800,
smc00885, smc01446) (Sauviacet. al., 2007). EIf dieser Gene kodieren fur hypothetische
Proteine. Die Genprodukte von zwei Genen sind véichuTeil der Glycogen-Biosynthese
(9lgA2 und glgX2), ihre Funktion im Zusammenhang mit Stress isb@gadunklar. Das Gen
ndiAl wurde urspringlich bei Hungerstress v8n meliloti als differentiell exprimiert
identifiziert (Daveyet. al., 2000), jedoch ist die Funktion des Gens unbekdagainizig fur
katC kann ein funktioneller Zusammenhang zu pH-Stresgdstellt werden. Das GéatC
kodiert fir eine Katalase. Niedriger pH begunstiga. durch die erhdhte Ldslichkeit von
Metallionen, die Fenton-Reaktion, die zur Bildungnvzelltoxischen ROSréactive oxygen
species) wie Wasserstoffperoxid fuhrt. Katalasen setzes \déasserstoffperoxid zu Wasser

und Sauerstoff um.

3.2.3. Cluster C enthalt das Gen einer Oxidase mit geringer Sauerstoffaffinitat

und ein Chaperon

Cluster C enthalt 31 Gene, deren Expression im audérlder Zeitreihe zunimmt
(Abb. D-7, C).
Wahrend die ebenfalls induzierten Gene in ClustemA B spatestens zu t= 18 min den

hochsten Expressionswert erreicht hatten und damstéant die starke Induktion hielten,
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deutet das Expressionsprofil der Gene in ClustaufCeinen weiteren Anstieg hin. Wie auch
in Cluster B kodiert der Grof3teil der Gene inndshadn Cluster C flr hypothetische Proteine
(16 von 31 Genen).

Innerhalb dieses Clusters befindet sighoEL5. GroEL5 wurde als spezialisiertes
Stresschaperon beschrieben (Bittner A#. al., 2007). Fur S medicae konnte die
differentielle Expression der Proteine von GroESA (GroES2 nach funftagiger Inkubation
bei niedrigem pH nachgewiesen werden (Reatval., 2004). Chaperone haben eine wichtige
Rolle bei der Reparatur stressbedingt beschadader falsch gefalteter Proteine (Lund,
2001). Zusammen mit dem ProteasedegPl ist groEL5S das einzige Gen, dessen Produkt
eine Funktion im Zusammenhang mit der Qualitatsiadlietvon Proteinen hat.

Das ebenfalls in Cluster C lokalisierte GeyoB ist Teil descyoABC-Operons. Das
Operon kodiert fir eine putative terminale Oxidatie, eine geringe Affinitat fir Sauerstoff
besitzt, aber eine hohe Protonenpump-Aktivitat. Deranderte extrazellulare pH macht
scheinbar eine Anpassung der Elektronentransptetketorderlich. Da diese Oxidase bisher
noch nicht furS meliloti 1021 charakterisiert worden ist, ist ihre konkr&elle jedoch
unbekannt.

Daneben findet sich in Cluster C noax18, ein Gen mit unbekannter Funktion, dessen
differentielle Expression schon wahrend der Syndieowie Nahrstoffmangel beobachtet
wurde (Daveet. al., 2000; Okeset. al., 1999).

3.2.4. Die 23 zeitweise induzierten Gene in Cluster D bestehen aus Carboxylat-

Aufnahme- und Fettsaure-Degradationsgenen

Die Gene, die aufgrund ihres Expressionsprofilasstél D zugeordnet worden (Abb. C-
6, D) sind, zeigen eine zeitweilige Induktion wéidedes Zeitreihenexperimentes. Unter
ihnen befindet sickictA, dessen Genprodukt fur das DctA Dicarboxylatimpmtem kodiert.
Das Importsystem ist fis meliloti 1021 bereits gut charakterisiert worden (Watebral.,
1988) und eine breite Substratpalette ist besahmielvorden (Yurgelet. al., 2000). Der
Importer ist essentiell fir die Symbiose. Wahrendr dBakteroid-Phase nimmt er
Tricarbonsaure-Intermediate, wie z.B. Succinat,dvlahd Fumarat der Wirtspflanze auf, um
die Zelle mit der nétigen Energie fur die Stickffigferung zu versorgen.

Innerhalb von Cluster D befinden sich vier Geneedeputative Genprodukte einige
Schritte der Fettsauredegradierung katalysieres. ®ensmc00976 kodiert fur eine putative
Enoyl-CoA-Hydratase, die Gersenc00977 und smc02229 kodieren fur putative Acyl-CoA-
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Dehydrogenaseproteine. Daneben ist noch dasdgBpEh zu finden, dessen Genprodukt flr

eine Glycerol-3-Phoshatdehydrogenase kodiert.

3.25. In Cluster E befinden sich Gene des Stickstoff-Metabolismus, deren

Expression stark reprimiert ist

Cluster E besteht aus 22 Genen, deren Expressidessieh nach Umsetzen auf pH 5,75
im Vergleich zu pH 7 verringerten (Abb. D-7, E).eDExpressionswerte, der in diesem
Cluster vereinten Gene, sanken bis 10 Minuten pativeranderung und sind dann konstant
auf dem verringerten Niveau geblieben.

Cluster E beinhaltet Gene des Stickstoff-MetabalisnDas GemlnK kodiert fur ein Pl
regulatorisches Protein, dessen Aktivierung beickStoffmangel erfolgt. ginK liegt
zusammen mit dem ebenfalls in Cluster E lokaliseramtB in einem Operon. Die
Genprodukte dieser Gene bilden einen stickstoffagigén Sensor-, Regulations- und
Transportkomplex in der Cytoplasmamembran, derdam Ammoniumtransporter AmtB
und dem Regulator GInK besteht (Javede al., 2004). AmtB deuridyliert GInK bei
Transport von  (methyl-)Ammonium und fungiert dahemls Sensor fir
Ammoniumverfiigbarkeit.

Innerhalb von Cluster E befinden sich vier Geneetf, metK, bmt und ahcY), die
Funktionen im Methionin-Metabolismus haben.

Verschiedene Gene, deren Produkte lonentransptamsgskodieren, sind ebenfalls in
Cluster E organisiert. DastABCD Operon kodiert fir ein Mangan/Eisen-Transportsyste
(Chaoet. al., 2004; Plateraet. al., 2003). Die Geng@hoC undphoD sind Teile dephoCDET
Operons. Dapho-Operon kodiert fur ein PhosphattransportsystermmdiBaet. al., 1996).

3.2.6. Die Gene der Chemotaxis und Motilitdt befinden sich fast ausschlie3lich in
Cluster F

Cluster F besteht aus Genen, deren Expressionnkierich wahrend des Zeitreihen-
Experimentes sank (Abb. D-7, F). Es besteht haoplish aus Genen der Chemotaxis und
der Flagellen-BiosynthesdéldB, flgG, flgL, flgF, flgC, flgE, fliE, fIbT, motA, mcpU). Diese
Gene werden in Kapitel 3.3 gesondert betrachteheDan gibt es in Cluster F nogbpB,
dessen Genprodukt fir ein Lipoprotein kodiert. lgpmieine sind Komponenten der auf3eren

Membran.
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3.2.7. Die kurzzeitig geringer exprimierten Gene in Cluster G haben Funktionen
der Stickstoffaufnahme und Reduktion

Cluster G besteht aus Genen, deren Expressiomsicin der Zeitspanne von 8 bis 18
Minuten nach pH-Umsatz verringerte (Abb. D-7, Ganach ging die Expression der Gene
anndhernd auf einen M-Wert von -1 zurtck.

Die GenenirB, nirD undnarB wurden diesem Cluster G zugeteilt. Sie kodieren\iirit-
und Nitratreduktasen, die durch Reduktion schl@RIAmmonium bilden. AuchrtB ist
innerhalb dieses Clusters lokalisiert. Das Ge &t desnrtABC-Operons, das einen Nitrat-
Importer kodiert. Die Ubrigen zwei Gene dieses Opsrwurden fir die Clusteranalysen
gefiltert, weil der M-Wert unterhalb des Schwelletes lag.

Wie schon in Cluster E sind auch in Cluster G mbire Gene vertreten, die im
Zusammenhang mit der Aufnahme und Metabolisierumg Stickstoff stehen. Wahrend die
Gene in Cluster E eine verringerte Expression withges gesamten Verlaufs der Zeitreihe
hatten, zeigen die Gene innerhalb von Cluster G kingsames Angleichen des
Expressionsniveaus an das der pH 7-ReferenzkuittuCluster G sind auch die Gene eines
ABC-Transportsystems lokalisiertsnb21707, smb20602, smb20603, smb20604 und
smb20605). Dieses Transportsystem hat Homologie zu Trantspstemen des Aminosaure-
und HarnstofffAmid Imports. Daneben sind auch naerei Gene eines putativen ABC-
Transporters gnb20141 und smb20142) mit Homologie zu Dpp. Dieses Transportsystem
wurde inE. coli charakterisiert und ist fir den Import von Dipdpti zustandig (Olsodt. al.,
1991).

3.2.8. Die Gene in Cluster H bilden eine Randgruppe

Cluster H ist mit 13 Genen das Kkleinste Cluster AlC-6, H). Das mittlere
Expressionsprofil der beinhalteten Gene zeigte kimege Verringerung der Expression zum
ersten gemessenen Zeitpunkt. Es gibt keine Gengrupmerhalb dieses Clusters, die an
ahnlichen Stoffwechselfunktionen beteiligt sinds buf die GenencpW undfliP, die an der
Chemotaxis und Flagellarbiosynthese beteiligt siddben Genen, deren Genprodukte flr
hypothetische Proteine kodieren, sind noch ein f@erine sekretierte Peroxidasmnal1944)
(Barloy-Hubleret. al., 2004) und ein Nodulationsgen vertretendPl). Das GemodP1 war
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in S. medicae nach langerer Inkubation (mindestens 1d) bei seigim pH induziert (Tiwari
et. al., 2004).

Vieles deutet daraufhin, dass die kurzfristige Weerung der Expressionswerte zum
ersten Zeitpunkt, das Resultat einer Fehlinterpogtader Zelle eines pH-induzierten Reizes
ist. So zeigt auch keines der Gene, die innerhalb @luster H sind, einen signifikanten
Expressionswert hinsichtlich ihres p-Wertes (holfid) den ersten Testzeitpunkt. Dies
bedeutet, dass die Streuung der gemessenen Spsiiéiten zwischen den drei angefertigten
Microarrays sehr variierte. Eventuell fuhrten kleinste zeltbc Unterschiede bei der
Probenentnahme der drei biologischen ReplikateraBemn Varianzen, da die Expression der
Gene anfanglich sehr variable ist.

Wegen der geringen Anzahl an Genen, fehlender fgnz der Werte und scheinbar
artifizieller Expression der Gene, ist Cluster 14 aine Randgruppe zu betrachten, dessen

Expressionsprofil keine substanzielle Antwort adfptress beinhaltet.

3.3. Die zeitabhangige Expression der exo- und Flagellargene

Die Betrachtung der Cluster zeigte, dass zahlrei@bee der EPS I-Biosynthese und der
Motilitat wahrend des Zeitreihen-Experimentes ddfaiell exprimiert vorlagen. Fur beide
Gruppen wurde der Grol3teil der differentiell exparten Gene je einem Cluster zugeordnet.
Bemerkenswert ist weiterhin der gegensatzliche &gionsverlauf der beiden Gruppen. Die
EPS I-Biosynthesegene antworteten mit einer saimellnahme der Expression, gefolgt von
einer konstant hohen Expression, wahrend die GeneéMidtilitat im Verlauf der Zeitreihe
zunehmend reprimiert waren. Das Regulatorglevl ist zusammen mit den meistero-
Genen Cluster B zugeteilt worden.

Es ist furS. meliloti bekannt, dass ExoS und Chvl ein Zwei-Komponentgsieg bilden,
das die Succinoglycan-Biosynthese reguliert. Ulnstenmend mit dieser Beobachtung
zeigte eine genauere Untersuchung, der auf pSyndizken EPS I-Biosynthesegene (Abb.
D-8), hohe Induktionswerte fir den Groldteil aso-Gene. Die hochsten Induktionswerte
wurden jeweils zu t= 63 min gemessen. NebenaterGenen in Cluster B wurden drex{o-
Gene Cluster A und C zugeordnet. Bxe-Gene in Cluster AgkoV undexoH) sind unter den
am starksten induzierten Genen dieses ExperimeDtesProdukte dieser Gene sind fir die
letzten Schritte der EPS I-Biosynthese notwendig.s8d verantwortlich flr Succinylierung
und Pyrovylierung von EPS I. Der hohere ExpressiansvonexoH verglichen mit anderen
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exo-Genen konnte mit seiner Positionierung an erst&lleS eines groRen Operons
(exoHKLAMONP) zusammenhangen.
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Abbildung D-8: Zeitabhangige Expression der Gene de r exo-Genregion auf Megaplasmid
pSymB. Die jeweiligen Gene (x-Achse) sind mit ihrer Expression (y-Achse: M-Wert) in zeitlicher
Abhéngigkeit (z-Achse) abgebildet. Die Expressionsgrafen der Gene, die einem Cluster zugeordnet
worden sind, wurden farbig hinterlegt (rot: Cluster A; orange: Cluster B; gelb: Cluster C). Gene mit
weiRem Grafen wurden vor der Clusterbildung gefiltert, sind also nicht Teil der acht Cluster. Die
farbigen Pfeile geben die Orientierung der Gene an, die schwarzen Pfeile zeigen bekannte Operon-
Strukturen.

Die zentral gelegenen Gene dieses Operam\(undexoM) zeigten im Gegensatz zu den
umgebenden Genen keine signifikante Veradnderunegr ikxpressionswerte wahrend des
Zeitreihenexperimentes. Drei ORFs mit unbekanntankion innerhalb dieser Region
(smb21673, smb20952 und smb20953) zeigten keine differentielle Expression, was dara
hindeutet, dass sie entweder nicht funktionell sioder keine Funktion bei der
EPS I-Biosynthese haben. Da diese Gene nur durébrmatorische Genvorhersage
identifiziert wurden, ist es fraglich, ob ihre DNAbschnitte eine Funktion haben. Insgesamt
zeigt sich die Induktion dexo-Gene in Ubereinstimmung mit dem mucoiden Phaneigpr
S meliloti 1021 Kultur, die auf einer VMM-Platte bei niedngepH angezogen worden ist
(Abb. D-9).
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pH | rRm1021

7 Abbildung D-9: Mucoider Phéanotyp von

S. meliloti 1021 nach Anzucht auf einer
VMM-Agarplatte bei pH 6. Abgebildet ist der
Wachstumsphanotyp nach Anzucht auf einer
VMM-Agarplatte bei pH7 (oben) und pH6
(unten) nach 24

Wahrend die Expression dexo-Gene erhoht war, lagen zahlreiche Gene der Mttilit
und Chemotaxis reprimiert vofldB, flgG, flgL, flgF, flgC, flgE, fliE, fIbT, motA, mcpu).
Nach 63 Minuten Inkubation bei pH 5,75 wurde diérlsite Repression gemessen. VisR ist
der Hauptaktivator der Flagellargene und bildenusmen mit VisN die hierarchische Spitze
von drei untergeordneten RegulationsebenenviBdiim Zeitreihenexperiment bereits frih
stark reprimiert vorlag, wurde es Cluster E zugaetdDie Ubrigen Flagellargene folgten der
Repression ihres Hauptaktivators zeitlich versatel wurden daher Cluster F zugeordnet.
Das Gen des untergeordneten Regulators Rem wurdefadls wéhrend der Zeitreihe
zunehmend reprimiert, der Expressionswert erfidlterdings die Filterkriterien nicht. Eine
genauere Betrachtung der Flagellar-Biosynthesemegiaf dem Chromosom (Abb. D-10)
zeigt eine Repression der kompletten Region. Eifigée der Region waren deutlicher
reprimiert als andere. Die starkere RepressionmatA, flgF undflgE ist sehr wahrscheinlich
ein Resultat ihrer Lokalisierungen als jeweils @sgBen eines Operons. Es ist erwdhnenswert,
dass von den 10 stark reprimierten FlagellargenenCiuster F, funf fur Teile des
Flagellarruders kodierenflgF, flgB, flgC, fliE and flgG) und zwei fur Teile des
FlagellarhakendsflgE andflgL).
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Abbildung D-10: Zeitabh&ngige Expression der Motili tats-Genregion auf dem Chromosom. Die
jeweiligen Gene (x-Achse) sind mit ihrer Expression (y-Achse: M-Wert) in zeitlicher Abhangigkeit (z-
Achse) abgebildet. Die Expressionsgrafen der Gene, die einem Cluster zugeordnet worden sind,
wurden farbig hinterlegt (grin: Cluster E; hellgriin: Cluster F; graugriin: Cluster H). Gene mit weilem
Grafen wurden vor der Clusterbildung gefiltert, sind also nicht Teil der acht Cluster. Die farbigen Pfeile
geben die Orientierung der Gene an, die schwarzen Pfeile zeigen bekannte Operon-Strukturen.

Zeit [min]
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4, Identifikation von regulatorischen Genen der

azidischen pH-Antwort

Nachdem die unmittelbare transkriptionelle Antwaut den pH-Stress erfasst worden ist,
sollten im folgenden Gene identifiziert werden, die der azidischen pH-Toleranz von
S meliloti eine regulatorische Funktion haben. Dieser Schuvidipauf Gene, die Regulatoren
kodieren, wurde gewadhlt, weil durch die Identifikat potentieller Zielegene dieser
Regulatoren, funktionelle Zusammenhange und mdghekise regulatorische Netzwerke
aufgedeckt werden kénnen. Die Ergebnisse der ZsgneAnalyse wurden hierzu als Basis
verwendet, um Regulatorgene zu identifizieren, wiihrend des Experimentes differentiell
exprimiert vorlagen. In einem weiteren Schritt wemddiese Gene systematisch durch
Mutation inaktiviert und diese Mutanten dann, imgleichenden Wachstumstests auf VMM-
Agarplatten mit neutralem und niedrigem pH-Wertf @men pH-abhangigen Phanotyp hin
untersucht.

Zur Clusteranalyse der transkriptionellen Antwouf alen pH-Stress sind nur Gene
verwendet worden, deren M-Werte mindestens einndrend der Zeitreihe einen M-Wert
von > 2 oder < -2 erreichten. Da Regulatorgene haufig keine holédferentiellen
Expressionswerte zeigen, wurden die Grenzen fiendé&wuswahl zur gezielten Mutation
verringert. Als Kriterium wurde ein M-Wert vor 1 oder< -1, der von einem Gen
mindestens einmal wahrend des Zeitreihenexperirmeteicht werden musste, verwendet.
Insgesamt wurden 55 regulatorische Gene identifizi€ab. G-1). Unter diesen Genen
befanden sich 35 Regulatorgene, die bisher nicitagterisiert worden sind. Daneben gab es
z.B. Regulatorgene, deren Produkte eine Rolle beiRkgulation der Motilitatv{(sN, visR,
rem, flaF, fIbT) und Exopolysaccharidsyntheseh\l, exsF, exsl) spielen. Auch Gene von
extracytoplasmatischen Sigmafaktorepogl, rpoE2 undrpoE5) waren vertreten. Zusatzlich
zu den 55 identifizierten Regulatorgenen wurde ramt04348 ausgewahlt, da die Gene in
seiner Umgebung sehr hohe differentielle Expressiente nach pH-Stress aufwiesen.

Um Mutanten dieser Gene zu erhalten, wurde zum @&afl die S meliloti 1021
Mutantenbibliothek zurtickgegriffen, die Uber dRBzo0GATE-Portal zu erreichen ist

(Becker et. al., 2009), (www.cebitec.uni-bielefeld.de/transcriptogigtn-genome/sm-
mutagenesis.htm). Diese Bibliothek besteht aktuedus ca. 5000 Plasmid-
Integrationsmutanten. Die Insertionskonstrukte eliddutanten wurden auf Basis der PCR-
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Fragmente erstellt, die auch fur den Sm6KP@iRroarray verwendet worden sind (Ruberg
et. al., 2003). Von 55 erforderlichen Mutanten konnten 28sdr Bibliothek entnommen
werden.

In dieser Arbeit konnten weitere 20 Mutanten unterwendung der Primer, die fur die
Erstellung des Sm6KPCRlicroarrays verwendet wurden, erstellt werden. Die erstellten
PCR-Produkte wurden dazu in das Plasmid pUC19 é&tbnind das erhaltene Konstrukt per
Konjugation tbelE. coli S-17-1 nacts meliloti 1021 transferiert. Da pUC19 B meliloti
1021 nicht stabil repliziert, konnte durch Selektauf die Vektorresistenz (Kanamycin) nach
maoglichen Insertionsereignissen gesucht werden. DBeultierenden Mutanten sind
abschlieBend durch PCR auf die Insertion im gewitesc Gen hin untersucht worden.
Insgesamt konnten auf diese Weise von 56 im Zb#rexperiment identifizierten
Regulatorgenen 43 Plasmid-Integrationsmutanterterhaerden.

Von den ubrigen 12 Regulatorgenen lag fur 7 zwar Kenstrukt inE. coli S17-1 vor,
jedoch konnte keine erfolgreiche Konjugation n&meliloti 1021 nachgewiesen werden.
Fur die restlichen 5 konnte kein Konstrukt ersteirden, da keine erfolgreiche Ligation des
PCR-Amplifikates mit dem Vektor nachgewiesen werkiennte.

Um zu untersuchen, ob die Mutanten einen pH-abl@ngPhanotyp aufweisen, sind die
Mutanten auf VMM-Agarplatten jeweils bei pH 7 undd p5,75 angezogen worden
(Abb. D-11).

Nach 2 d Inkubation im Brutschrank bei 30° C wurdenTestkulturen auf ihr Wachstum
untersucht. Eine Mutante, die eine Insertion iregirRegulator mit einer moglichen Funktion
bei pH-Toleranz tragt, sollte auch einen pH-abhgergiPhanotyp aufweisen. Um einen pH-
abhangigen Phanotyp zu identifizieren, wurden jwvdie GroRe und Morphologie der
gewachsenen Kolonien auf den Platten mit pH 7 uad g5 des Wildtyps verglichen. Falls
das Koloniewachstums einer Mutante bei einer pHeStu Grof3e oder Morphologie zum
Wildtyp abwich, bei der anderen jedoch nicht, gdkr Phanotyp als pH-abhangig
(Abb. D-11).

Aus 56 untersuchten Integrationsmutanten hatteninBnepH-abhangigen Phéanotyp.
Hierbei handelte es sich um Stamme mit Integratiemal887, smc02584 (actR), smc03015
(visN), smc03046 (rem) und smc04348. Bei all diesen Mutanten entsprach die Grof3e der
Kolonie bei pH 7 der des Wildtyps. Die Kolonien desN-Mutante und deismc04348-
Mutante waren nach Anzucht bei pH 5,75 dicker &sdes Wildtyps, wahrend die Kolonien
der smal887-Mutante deutlich dinner als die des Wildtyps wareie Kolonien deractR-

Mutante und derem-Mutante waren zwar etwas dunner als die des WikJtiedoch nicht so
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dunn wie diesmal887-Mutante. DassctR bereits fUrS. medicae als regulatorisches Gen der
pH-Toleranz identifiziert werden konnte, spricht &lie gewéhlte Vorgehensweise. Weiterhin
wurden mit visN und rem zwei regulatorische Gene der Motilitat identifizie Das
Genprodukt vorsmal887 besitzt Homologien zu dem RND-Effluxsystem ReguigcrR.
Fur das Genprodukt vomsmc04348 konnten lediglich Homologien zu TetR &hnlichen

Regulatoren gefunden werden.

: lﬁj 1) 'ﬂ) ’,ﬁ}
0000 GO

S ) y

Abbildung D-11: Exemplarischer Wachstumstest von 23 Regulatormutanten auf VMM-
Festmedium in Abhangigkeit vom pH Wert. Das Wachstum des Wildtyps wurde mit dem der
Mutanten der Regulatorgene verglichen, die wahrend des Zeitreihenexperimentes differentiell
exprimiert vorlagen. Jeweils 5 pl Zellsuspension der Kulturen wurden zweifach (durch die gestrichelte
weie Linie getrennt) auf einer groRen VMM-Agarplatte mit pH 7 (oben) und pH 5,75 (unten)
aufgetropft. Die Zahlen geben eine fortlaufende Nummerierung der Mutanten an. Mutante 9 zeigte bei
pH 7 ein &hnliches Wachstum wie der Wildtyp, Mutante 22 jedoch hatte ein deutlich schlechteres
Wachstum als der Wildtyp. Bei pH 5,75 war das Wachstum sowohl von Mutante 9, als auch von
Mutante 22, schlechter als das des Wildtyps. Daher war nur fir Mutante 9 ein pH-abhangiger
Phanotyp festzustellen, da sie bei pH 7 ahnlich gut wie der Wildtyp wuchs. Mutante 22 hingegen
hatte ein pH-unabhangig schlechteres Wachstum als der Wildtyp.

61



D. Ergebnisse

4.1. Funktionelle Charakterisierung der Mutanten, d  ie einen pH-

abhéangigen Phanotyp zeigten

Um eine mogliche Rolle der funf identifizierten vdatorischen Gene im Zusammenhang
mit pH-Toleranz zu untersuchen, sollten die Mutantéeser Gene charakterisiert werden.
Durch Wachstumstests in Flissigmedium sollten zustaddie Wachstumsunterschiede zum
Wildtyp besser quantifiziert werden. Zur Identifiken potentieller Zielgene der Regulation
von mutierten Genen, sollten dahRticroarray-Experimente mit den Mutanten durchgefihrt
werden. Da in den Plasmid-Integrationsmutanten ldist des integriertem Plamids zu
unvorhersehbaren sekundaren Effekten fuhren kadrdas Plasmid au3erdem bei fehlendem
Selektionsdruck verloren gehen kann, sollten zustaaimarkerfreie Deletionsmutanten der

funf identifizierten regulatorischen Gene ersteirden.

4.1.1. Von finf Regulatorgenen wurden Deletionsmutanten hergestellt

Zum Erstellen des Deltionskonstruktes wurde diehfidc des Gene-SOEing verwandt.
Hierzu sind zunachst jeweils die beiden Flanken zledeletierenden Gens mittels PCR
amplifiziert worden. In einem weiteren Schritt wanddiese Flanken miteinander durch die
SOEing-PCR verknupft, so dass als Resultat ledligie native Sequenz um das Zielgen
erhalten blieb. Dieses Deletionskonstrukt wurdendemden pK18mobSacB Kloniervektor
inseriert, anhand dessen durch Selektion auf diktovieesistenz (Kanamycin) und
anschlieBendesuring des Plasmides (Sucrosemedium), die Deletion im o@ervon
S meliloti 1021 etabliert werden konnte. Auf diese Weise waorddie markerfreien
Deletionsmutanten  von smal887 (Rm102Asmal887), actR (Rml02AactR),
visN (Rm102AvisN), rem (Rm102Arem) und smc4348 (Rm102WAsmc04348) erstellt
(Abb. D-12). AbschlieRend wurde die erfolgte Dalati durch Sequenzierungen der
umgebenden Region bestatigt.

62



D. Ergebnisse

-897 3 595 1237,
— <« Awoibp) | A
smal885’ smal887 smal890
-516 81 583 1131
— ‘—” A o1 bp) P—’ <«
 —— } D ——
smc02583 actR 'actS
-537 99 655 1291
— ‘—” As55 bp) “—' <+
| ) ———— —
VisN visR smc0301
-537 15 598 1231
— ‘—” As82 bp) ”—' ]
—————— ) e S —
smc03045 rem flgE’
-533 81 466 1241
<« A3sabp) — <«
D ——— — e
ivC' smc04348 macA'

500bp I1000bp

| | | | I | | | | <:| A(384 bp)

MaRstab Zielgen deletierte Region Deletionsprimer

1241 Position relativ zu Zielgenstart

Abbildung D-12: Karte der genetischen Region um die deletierten regulatorischen Gene . Die
zur Deletion ausgewahlten Gene (rote Pfeile) und benachbarte Gene (blaue Pfeile) sind jeweils mit
deren Namen malfistabsgetreu eingezeichnet. Die Lokalisation der vier Primer zum Erstellen des
jeweiligen Deletionskonstruktes (schwarze Pfeile) deutet an, welcher Teil des Gens deletiert worden
ist (grauer Kasten). Die Lange des deletierten Bereichs ist angegeben.

Um die Ergebnisse des VMM-Plattentests der Plagntefrationsmutante zu bestatigen,
wurden die Deletionsmutanten auf ihr pH-abhangigachstum in Flissigmedium
untersucht (Abb. D-13). Erst durch diesen TestelieSich genauere Aussagen Uber das
gualitative Wachstum der Mutanten im Vergleich 2afbddtyp machen. Der Phanotyp auf der
Agarplatte kann subjektiv durch unterschiedlichestinemte Morphologien der Mutanten
verfalscht werden, z.B. wenn eine Mutante eine ladh6Exopolysaccharidbiosynthese
aufweist.
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Abbildung D-13: Wachstumstest der Deletionsmutanten in VMM-Flissigmedium bei pH 5,75

(oben) und pH 7 (unten). Der Wildtyp und funf Deletionsmutanten wurden auf ihr Wachstum bei pH 7
(oben) und pH 5,75 untersucht. Die Zelldichte der angezogenen Kulturen wurde indirekt Gber die
optische Dichte bei 580 nm bestimmt (y-Achse) und gegen die bendétigte Inkubationszeit aufgetragen
(x-Achse). Die Symbole der Wachstumsgrafen geben den jeweiligen Stamm an. Jeder Messpunkt
wurde aus dem Mittelwert von vier biologischen Replikaten errechnet. Die Standardabweichungen
sind ebenfalls fir jeden Punkt angegeben, da diese aber gering waren, verschwinden sie gré3tenteils
unter den eingezeichneten Messpunkten.
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Der Wachstumstest der Deletionsmutanten (Abb. DHéjtatigt mit Ausnahme von
Rm102AvisN die Ergebnisse des Wachstumstests der Integratidasten auf VMM-
Festmedium. Nach Anzucht bei pH 7 war der Wachstenesuf deractR-, smal887-, rem-
und smc04348-Mutante ahnlich dem des Wildtyps, Rm10XisN jedoch zeigte im Vergleich
zum Wildtyp ein schnelleres Wachstum.

Bei pH 5,75 hatten alle Mutanten einen untersciaedh Wachstumsverlauf im Vergleich
zum Wildtyp. DievisN- und diesmc04348-Mutante hatten eine verkirzte lag-Phase, wahrend
die log-Phase ahnlich wie beim Wildtyp verlief. Uskghrt verhielt es sich bei desm- und
der actR-Mutante, hier dauerte die lag-Phase langer als b¥ildtyp, das Wachstum in der
log-Phase verlief wieder ahnlich wie beim Wildtyjm deutlichsten eingeschréankt war das
Wachstum von Rm102kmal887. Erst nach ca. 150 h Anzucht wurde did°logse erreicht.

Die Mutante Rm102AvisN zeigte bei pH 7, genau wie bei pH 5,75, eine vextellag-
Phase im Vergleich zum Wildtyp. Das Wachstum sdhaéer pH-unabhéngig und generell
besser zu sein als das des Rm 1021 Wildtyps uetegdwahlten Bedingungen. Die ubrigen
Mutanten bestatigten den pH-abhéngigen Phanotyp.

4.2. Untersuchung der méglichen Ursachen des pH-abh  angigen

Phanotyps der Deletionsmutanten

Nachdem der pH-abhangige Phanotyp von vier Delstmrtanten nachgewiesen werden
konnte, sollten nun die Ursachen fur das veranddidehstumsverhalten untersucht werden.
Hierzu wurde die transkriptionelle Antwort der Maotan mit der des Wildtyps verglichen.
Die differentiell exprimierten Gene in der Mutargmd potentielle Zielgene der mutierten
Regulatoren bzw. Gene, die durch sekundare Effeleie Mutation in ihrer Expression
beeinflusst worden sind. Die Expressionsuntersehgad wahrscheinlich auch die Ursachen
fur den Wachstumsunterschied zwischen Wildtyp undtavite bei niedrigem pH. Die
identifizierten, differentiell exprimierten Generkiten daher eine Rolle im Zusammenhang

mit der pH-Toleranz vo®. meliloti 1021 spielen.
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4.2.1. Die Deletionsmutante Rm1021AactR zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine

gegensatzlichen Genexpression zweier Oxidasen

Das GenactR wurde bereits firS medicae durch Transposonmutagenese als ein
regulatorisches Gen der pH-Toleranz identifiziefimari et. al., 1996). Durch den hier
gewahlten Ansatz konnte das orthologe Gen aucB fireliloti 1021 als essentielles Gen der
pH-Toleranz identifiziert werden, da diactR-Mutante nach Anzucht bei pH 5,75 ein
langsameres Wachstum als der Wildtyp zeigte (Abt3p Das GermctR wurde zur Deletion
ausgewahlt, da es wahrend der Zeitreihe einem M-Wer 1,06 erreichte (t 63). Es bildet
zusammen mitactS ein typisches Zwei-Komponenten Regulationssystéeniferet. al.,
2004). ActS bildet die membrandurchspannende Hitillase, die den Regulator ActR nach
Erhalt des Aktivierungssignals aktiviert. 8 medicae konnten Gene der Stickstofffixierung
als ActR-abhéngig aktiviert nachgewiesen werdemiEeet. al., 2004). Das orthologe
S meliloti ActR ist zu 97,9 % identisch, ActS besitzt 94, H@mologie.

Um die transkriptionellen Differenzen von Rm1@2attR im Vergleich zum Wildtyp zu
identifizieren, wurden sowohl Mutante als auch Wjtdin VMM bei pH 5,75 angezogen und
jeweils drei biologische Replikate nach Erreich@reeo0.D.sgo von 0,8 geerntet. Nach den
Ublichen Prozeduren der RNA-Isolation und rever3eanskription wurden die jewelils
unterschiedlich gefarbte Mutanten- und Wildtyp-cDN®gen den Sm6kOligo hybridisiert
und nach dem Scannen durch Imagene und EMMA austgwals differentiell exprimiert
galten wiederum die Gene, deren M-Werté oder<-1 waren. Der Scatterplot zeigt eine
geringe Streuung der Messpunkte (Abb. D-14). Olleremes A-Wertes von 8 erreicht kein
Messwert einen M-Wert von 2 oder -2. InsgesamtiageRm102AactR 12 Gene induziert
vor, wahrend 21 Gene geringer als im Wildtyp expeirwaren (Tab. D-2). Das aufgrund der
Deletion am deutlichsten reprimierte Gen \&etR selber (M=-1,83).

Die differentiell exprimierten Gene deuten einergagesétzlichen Einfluss auf zwei
Komponenten der Elektronentransportkette an. Dietide vonactR verursacht sowohl eine
Induktion von GergxtA desgxtAB-Operons als auch eine geringere Expressiorcyt#sBC-
Operons. Beide Operons kodieren vermutlich fir eikdbiquinol Oxidase der
Elektronentransportkette. DaptAB-Operon kodiert fur Proteine mit Homologie zu einer
Cytochrome-Ubiquinol Oxidase, wahrend die Genprodukte dgsABC-Operon vermutlich
fur eine Cytochronme-Ubiquinol Oxidase kodieren. Die wesentlichen Ustbiede zwischen
diesen beiden Oxidasetypen liegen in der Affinitalu Sauerstoff und der

Protonenpumpaktivitdt. DasyoABC-Operon kodiert fir eine Oxidase mit geringer
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Sauerstoffaffinitat und hoher Protonenpumpaktiyitéihrend dagxtAB-Operon fir eine
Oxidase mit hoher Sauerstoffaffinitdt und niedriBestonenpumpaktivitat kodiert.

Elemente beider Oxidasen zeigten sich wahrend d¢Zegreihenexperimentes im
Wildtyp deutlich induziert, beide jedoch erst zusteten TestzeitpunktyoB: M=2,67; gxtA:
M=3,03). Analog dazu hatte auchctR den hdchsten Expressionswert zum letzten
Testzeitpunkt. DaactR bei pH 5,75 einen aktivatorischen Einfluss auf Higression von
cyoABC und einen repressorischen aufA hatte, beide aber im Wildtyp nach pH-Stress eine
Induktion zeigten, ist wahrscheinlich ein weitelRegulator involviert. In Zusammenhang mit
der differentiellen Expression der Oxidasen tretermutlich koreguliert einige Gene der
Ham-Biosynthese wie z.BhemA und ctaB und ein Cytochrom-GenflcC) auf, deren
Expression vomctR direkt oder indirekt beeinflusst wird.

Wie die transkriptionelle Analyse belegt, ist AdtRS. meliloti sicherlich kein globaler
Regulator. Die differentiell exprimierten Gene aigeine Regulationsaufgabe innerhalb der

Elektronentransportkette.

Rm21021AactR gegen Rm1021 bei pH 5,75

M-Wert

4 6 8 10 12 14 16
A-Wert

Abbildung D-14: Scatterplot der Microarrayresultate von Rm1021 AactR im Vergleich zu
Rm1021 nach Anzucht bei pH 5,75. Zu drei biologischen Replikaten von Mutante und Wildtyp wurde
jeweils ein Sm6kOligo-Microarray hybridisiert. Die Resultate sind in einem Scatterplot
zusammengefasst, bei dem jeder Punkt den Expressionswert (M-Wert; y-Achse) und Intensitatswert
(A-Wert; x-Achse) jedes Gens darstellt. Die gestrichelte Linie bei M=1 und M=-1 zeigt den
Schwellenwert an. Daruberliegende Gene werden als induziert (rote Punkte), darunterliegende als
geringer exprimiert <-1 (grine Punkte) betrachtet. Da die Grenzen fur den A-Wert bei =8 lagen
konnte ein groRer Teil der induzierten Gene die Kriterien nicht erfillen.
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Tabelle D-2: Differentiell exprimierte Gene der tra nskriptionellen Untersuchung von
Rm1021AactR im Vergleich zum Wildtyp nach Anzucht beipH5 ,75.

Name Alias M-Wert Y Annotation
smc02584 actR -1,83 pH-Toleranz regulatorisches Protein ActR
smb21489 cyoC -1,74 Cytochrom O Ubiquinol Oxidase Polypeptid Il (EQQ.3. -)
smc03104 hemA -1,69 5-Aminolavulinat Saure Synthase (EC 2.3.1.37)
smb21043 -1,38 Hypothetisches Protein
smc00972 dxs -1,29 1-Deoxy-D-Xylulose 5-Phosphat Synthase (EC 2.2.1.7)
smb20669 hyi -1,25 Hydroxypyruvat Isomerase
smal400 acdA -1,22 Acyl-CoA Dehydrogenase (EC 1.3.99.-)
smb21487 CyoA -1,17 Ubiquinol Oxidase Polypeptid Il Vorstufe (EC 1.16)3
smb21488 cyoB -1,16 Ubiquinol Oxidase Polypeptid | (EC 1.10.3.-)
smc00189 fbcC -1,14 Cytochrom b/g
smb21315 wgdB -1,13 Putatives Membran-Fusionsprotein WgdB (ehemals ExpD
smb21252 -1,12 Putative Glycosyltransferase
smb21105 -1,11 Putative Zuckeraufnahme ABC Transporter Permease
smb21206 -1,11 Putatives ABC Transporter ATP-Bindeprotein
smc00858 -1,10 Konserviertes hypothetisches Protein
smc03141 -1,10 Putative Diguanylate Phosphodiesterase
smc00450 ctaB -1,09 Protoham IX Farnesyltransferase (EC 2.5.1.-)
smc00590 -1,07 Putatives ABC Transporter ATP-Bindeprotein
smb20263 -1,07 Putatives periplasmatisches ABC-Transporter Aminasa&indeprotein
smc03225 -1,02 Hypothetisches, unbekanntes Protein
smb21670 -1,00 Konserviertes hypothetisches Protein
smb20578 pcaC 1,04 4-Carboxymuconolactone Decarboxylase (EC 4.1.1.44)
sma0579 cyaN 1,07 Adenylate Cyclase 2 (EC 4.6.1.1)
smc03847 cCmA 1,10 Putativer Ham-Exportierender ABC-Transporter
smb20078 1,11 Response Regulator
smc00280 1,16 Konserviertes hypothetisches Protein
smc00929 1,16 M@oglicher transkriptioneller Regulator
smb20364 1,17 Putative Eisen-3-Transportsystem Permease
smc01718 1,19 Hypothetisches Transmembranprotein
smal018 1,20 Hypothetisches Protein
smc04411 1,23 Membrangebundene lytische Murein Transglycosylas®Btufe (EC 3.2.1.-)
smc01671 1,46 Hypothetisches Protein
smc02255 gXtA 1,71 Cytochrom D Ubiquinol Oxidase Untereinheit | (EQQ.3.-)

Y Der M-Wert entspricht dem log,-Wert der Spotintensitaten der Mutante Rm1021AactR im Vergleich
zum Wildtyp nach Anzucht bei pH 5.75.
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4.2.2. Die konstitutive Expression eines RND-Efflux Systems verursacht die

pH-Sensitivitdt der smal887-Mutante

Das Gensmal887 war wahrend des Zeitreihenexperimentes zu allerssplenkten
induziert (fur t 8 lag kein Messwert vor) mit M-Wen von 1,11 (t3), 1,68 (t13), 1,37 (t18),
1,5 (t33) und 1,49 (t63). Das Gen kodiert fur eingeanskriptionellen Regulator mit
Homologie zu AcrR, einem Regulator eines Multid&ifjux Systems irE. coli (Ma et. al.,
1996).

Das Wachstum von Rm1024mal1887 war nach Anzucht bei pH 5,75 im Vergleiain z
Wildtyp am deutlichsten eingeschréankt (Abb. D-18)fgrund dieses stark eingeschrankten
Wachstums der Mutante wurde von einem transkriptlen Vergleich mit dem Wildtyp bei
pH 5,75 abgesehen. Der deutliche Unterschied inVdachstumsgeschwindigkeit lasst auf
einen erheblichen Stress der Zelle schlieR3en,rdieskriptionelle Analyse wiirde daher von
sekundaren Stressantworten Uberlagert werden. Aieserd Grunde wurde Dbei
Rm102MAsmal887 der Vergleich mit dem Wildtyp bei pH 7 dhgefuhrt. Wie zuvor bei
Rm102AactR, wurden die transkriptionellen Antworten dreaologischer Replikate nach
Erreichen einer 0.Dg0 von 0,8 mit dem Sm6kOligo untersucht.

Der Scatterplot deMicroarray-Experimentes (Abb. D-15) zeigt fur jedes Gen den M
und A- Wert. Unterhalb der Intensitatsgrenze eiAed/ertes von 8 streuen die Messwerte
deutlich. Oberhalb dieser Grenze fallen vier staduzierte Gene auf, die in genetischer
Nachbarschaft voamal887 liegen:smal885, smal884, smal882 undsmal890 (Abb. D-16).
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dawal887 fur einen Repressor kodiert, der die Gene im
naheren genetischen Umfeld kontrolliert. Die Ges®al834 und smal885 liegen
stromabwaérts benachbart vemal887 und haben Homologien zacrA undacrB (Ma et. al.,
1995). Die Gene kodieren . coli das periplasmatische VerbindungsstiaérA) und den
Multidrug-Protonen AntiporteracrB), die zusammen mit einem Kanal der duf3eren Membran
(tolC) ein Multidrug-Efflux-System bilden. Ein solches System dient damsschleusen eines
breiten Spektrums antimikrobieller Substrate wiB. ZAntibiotika, Detergenzien, Farbstoffe
und organische Ldsungen. Da Smal887 Homologien @R Aesitzt, einen bekannten
Repressor voracrAB (Ma et. al., 1996), ist die hohe Induktion der Ges®al884 und
smal885 in RmMAsmal887-Mutante schlissig. Das Ga&nal882 ist ein hoch induziertes
regulatorisches Gen, das stromabwarts smal884 lokalisiert ist. Ahnlich wiesmal887,
besitzt es Homologien zu AcrR.
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Rm1021Asmal887 gegen Rm1021 bei pH 7
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Abbildung D-15: Scatterplot der  Microarrayresultate von Rm1021 Asmal887 im Vergleich zu
Rm1021 nach Anzucht bei pH 7. Zu drei biologischen Replikaten von Mutante und Wildtyp wurde
jeweils ein Sm6kOligo-Microarray hybridisiert. Die Resultate sind in einem Scatterplot
zusammengefasst, bei dem jeder Punkt den Expressionswert (M-Wert; y-Achse) und Intensitatswert
(A-Wert; x-Achse) jedes Gens darstellt. Die gestrichelte Linie bei M=1 und M=-1 zeigt den
Schwellenwert an. Daruberliegende Gene werden als induziert (rote Punkte), darunterliegende als
geringer exprimiert <-1 (griine Punkte) betrachtet. Da die Grenzen fir den A-Wert bei =8 lagen,
konnte ein groRer Teil der induzierten Gene die Kriterien nicht erfillen.

| I2ooo |4000 6000 bp
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5,36 6,25 6,5 (-0,75) 3,5

Abbildung D-16: Physikalische Karte der Genregion u m smal887. Die Gene sind entsprechend
ihrer Leserichtung in Pfeilen dargestellt, die Gennamen sind angegeben. Die Zahlen in der untersten
Zeile geben die M-Werte des Microarray-Experimentes an, die Rm1021Asmal887 im Vergleich zum
Wildtyp hatte. Die Deletion von smal887 ist durch den grauen Kasten angedeutet.
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Durch die Deletion wurde bis auf 12 Basenpaare kiasplette Gersmal887 entfernt
(Abb. D-17). Direkt in Leserichtung angrenzend,ime@ét sich das hoch exprimierte Gen
smal890, das fir eine Thioredoxin-Reduktase kodiert.

Um zu Udberprifen, ob die hohe Expression vemal890 ein Resultat der
Promotoraktivitat vorsmal887 selber ist, wurde anhand von RT RT-PCR die Geresgion
im Hintergrund dersmal887 Integrationsmutante (Rm1021::smal887) untersuchtder
Integrationsmutante solltemal890 keine hohen Induktionswerte zeigen, wenn dessen
erhohte Expression in demal887-Mutante im Zusammenhang mit der Promotoraktivitat
von smal887 gestanden hatte. Zusatzlich wurden noch die Geasgijpnen vorsmal882,
smal884 und smal885 gemessen, um den Effekt der Genunterbrechungswah887 auch
fur die Integrationsmutante zu bestatigen.

Die Resultate der RT RT-PCR Messungen (Abb. D-le&tddigen die Ergebnisse der
Microarray-Experimente der Rm10Asmal887-Mutante auch fir Rm1021::smal887. Zwar
kénnen Messwerte von RT-PCR uMdcroarray nicht direkt miteinander verglichen werden,
jedoch zeigen sich in ahnlichen Abstufungen hotdriktionswerte flirsmal885, smal884
und smal882. Das Gersmal890 jedoch zeigt im Gegensatz zu ddicroarrayresultaten in
der Integrationsmutante, im Vergleich zum Wildtgme geringere Expression an. Damit ist
bestatigt, dass die hohe Expression wml890 in Rm102Asmal887 ein Effekt der
Deletion ist. Da durch die Deletion vamal887 bis auf den Promotor nahezu das ganze Gen
entfernt wurde, konnte die hohe Expression smal890 ein Resultat der Promotoraktivitat
von smal887 sein. Dies wirde auch bedeuten, dass Smal887 reipegssorischen Effekt auf
seinen eigenen Promotor ausubt.

Es liegt die Vermutung nahe, dass die hohe Exmes$es vorsmal884 und smal885
kodierten RND-Effluxsystems, die Ursache fiir den-gatsitiven Phanotyp demal3887-
Mutante ist. Daher sollte der Einfluss der Uberegpion vonsmal884 und smal885
untersucht werden. Um diese Gene in demral887-Mutante auszuschalten, wurden
Rm102MAsmal887 zusatzlich noch Plasmidintegrationen in @&®smen smal884 und
smal885 eingefigt. Die resultierenden Plasmidintegratiomsmten
Rm102Asmal887::smal884 und Rm1@3mal887::smal885 sind anschliel3end in einem
Wachstumstest (Abb. D-18) untersucht worden. Um Aliswirkungen der zusatzlichen
genetischen Last durch die Plasmidintegration Zassen, wurde die Rm1021::smal887-
Mutante ebenfalls untersucht.

71



D. Ergebnisse

14

12 1

104----------—-—-T—F---—--| |}

CP-Differenz (Zyklen)
D

smal882 smal884 smal885 smnal8$0

-2

Abbildung D-17: RT RT-PCR Resultate eines Vergleich es der Genexpression von smal882,
smal884, smal885 und smal890 in der smal887-Integrationsmutante (Rm1021::smal887) im
Vergleich zum Wildtyp Rm1021 . Nachdem die Zellen in VMM bei pH 7 bis zu einer 0.D. sg, von 0,8
angezogen worden sind, wurde die RNA isoliert und eine RT RT-PCR durchgefuhrt. Die Balken
geben die Differenzen in Zyklen an, die zwischen Integrationsmutante und Wildtyp, zum Erreichen
des Crossing-Points (CP) lagen.

Der Wachstumstest (Abb. D-19) belegt, dass die phsBivitdit von Rm1024smal887
mit der Uberexpression vorsmal884 und smal885 zusammenhangt. Wahrend in
Rm102MAsmal887::smal884 schon eine deutliche Verbessedewy Wachstums im
Vergleich zu Rm1024smal887 und Rm1021::smal887 zeigt, ist Dbei
Rm102MAsmal887::smal885 das Wachstum des Wildtyps fastewiergestellt. Die leichten
Wachstumsdefizite von Rm1024mal887::smal885 lassesich mit der Plasmidlast
erklaren. Der Vergleich von Rm1024mal887 mit Rm1021::smal887 veranschaulicht die
Auswirkungen der Plasmidlast. Die Mutante Rm1024a%887 wachst langsamer als die
smal887-Deletionsmutante. Neben den negativen Auswirkunghke eine Deletion von
smal887 verursacht, bedeutet die Plasmidlast in der stggtressten Zelle eine weitere
Wachstumseinschrankung.

Das schnellere Wachstum von Rm1A8mal887::smal885 im Vergleich zu
Rm102MAsmal887::smal884 konnte damit begriindet sein,diadseiden Gene ein Operon
bilden. Dasmal885 das erste Gen innerhalb des Operons bildet, sailiie Insertion zum
Verlust beider Transkripte fuhren und somit einedl3gren Einfluss haben. So konnte auch
mit Hilfe von bioinformatischen Promotorvorhersa@@mgramme vorsmal884 keine

Promotorsequenz identifiziert werden.
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Abbildung D-18: Wachstumstest zur Identifikation de r Ursachen des pH-sensitiven Phénotyps
von Rm1021 Asmal887. Neben dem Wildtyp Rm1021 (wei3es Dreieck) wurden 4 Mutanten getestet:
Rm1021Asmal887 (schwarzes Quadrat), ¥ Rm1021Asmal887::1885 (schwarzer Kreis),
Rm1021Asmal887::smal884 (weiller Kreis) und Int_smal887 (weiles Quadrat). n=4

4.2.3. Der gegensatzliche pH-Phanotyp der Mutanten von visN und rem

Die GenevisN undrem wurden jeweils zur Mutation ausgewahlt, da beigmé&wahrend
der Zeitreihe in den pH-gestressten Zellen reprinvierlagen.

Das GenvisN wies im Zeitreihenexperiment nach pH-Stress eivdiwert von -1,06 zu
t18 auf. VisN bildet zusammen mit VisR ein Heterodr aus. Ihre Gene liegen benachbart
auf dem Chromosom und sind umgeben von Motilitatege VisN und VisR sind die
Hauptregulatoren der Chemotaxis- und Flagellarg@murjik et. al., 2000). visR wurde
ebenfalls wegen hoher Repressionswerte wahrend Zedéreihe fir die Mutagenese
ausgewahlt, jedoch konnte keine Mutante erstelltdere Da die Aktivatoren jedoch
ausschlief3lich als Heterodimer aktiv sind, soliteeeDeletion vonvisN den gleichen Effekt
wie eine Deletion vowisR zeigen.

Das Gerrem kodiert fur einen Regulator der Motilitdtsgener ¥&sNR untergeordnet ist
(Rotter et. al., 2006) und ubt, genau wie VisNR, einen aktivatomstlEinfluss auf die

kontrollierten Gene aus. Da die Gene des UbergetednRegulatorpaares VisNR im
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Zeitreihenexperiment reprimiert vorlagen, ist eshawplausibel, dassem wahrend des
Zeitreihenexperimentes reprimiert war (M-Wert bes3= -1,2). Die Kontrolle von VisNR
Uber die Motilitdtsgene findet ausschlief3lich duremm statt, d.h. VisNR aktiviert derem-
Promotor, Rem selber dann die Motilitatsgene. Sdwleh Verlust vorvisN, visR oderrem
hat zur Folge, dass die Zelle nicht mehr motil ist.

Nach diesen Kenntnissen sollten MutationenvisN und rem einen &hnlichen pH-
Phanotyp zur Folge haben, der Wachstumstest (AbHL3)D jedoch zeigte einen
gegensatzlichen Effekt. Rm10&1isN erreichte nach Anzucht bei pH 5,75 schnellerldg-
Phase als der Wildtyp, wahrend Rm18gdm die log-Phase im Vergleich zum Wildtyp
verspatet erreichte.

Um die Ursachen fir die phanotypischen Differenzamn identifizieren, wurden
Microarray-Analysen der beiden Mutanten vorgenommen. Analogden vorangehenden
Experimenten wurde jeweils das Transkriptom deddé®iMutanten mit dem Wildtyp nach
Anzucht in VMM bei pH 5,75 verglichen. Von drei bgischen Replikaten sind nach
Erreichen einer o0.Igs0 von 0,8 die Zellen geerntet worden.

Die Scatterplots deMicroarray-Resultate (Abb. D-19) belegen die unterschiedhche
Einflisse, die eine Deletion vasN undrem auf das Transkriptom haben.

Wie der Scatterplot zeigt, liegen in desN-Mutante kaum differentiell exprimierte Gene
vor. Mit Berucksichtigung des p-Wertes ergeben sielch Anzucht unter niedrigem pH
lediglich zwei Gene als signifikant differentietk@imiert. Der errechnete p-Wert vawsZ
(0,053) lag knapp oberhalb des SchwellenwertesOv@s. Das Gen wurde daher gefiltert.

Das GerfixQ1 lag mit M= 1,18 hoher exprimiert vor. Es ist TdésfixXNOQP Operons,
das fur eine Cytochrom cbb3 Typ Oxidase mit hohiéin#ét zu Sauerstoff kodiert. Wahrend
der Bakteriod-Phase im Kndllchen ist diese Terngin@idase bei dem vorherrschenden
niedrigen Sauerstoffpartialdruck exprimiert. Dasite differentiell exprimierte Gen wégL
mit M= -1,55. Das Genprodukt vdigL ist Teil der Flagellarbiosynthese. Obwohl migN
das Gen des Hauptaktivators des Flagellarappaemisgeschaltet wurde, ist das Fehlen
weiterer differentiell exprimierter Flagellargen&ht verwunderlich, da im Zeitreihen pH-
Experiment gezeigt werden konnte, dass die Flagelle bei niedrigem pH im Wildtyp
geringer exprimiert wurden.

Wie der Scatterplot zeigt (Abb. D-19) waren in Ri21&rem mehr Gene im Vergleich
zum Wildtyp differentiell exprimiert. Insgesamt &g 5 Gene reprimiert und 13 Gene

induziert vor (Tab. D-3). Fast alle differentiellxgimierten Gene sind mit der
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Elektronentransportkette assoziiert. Ein regulatdver Zusammenhang von Rem mit

Elementen der Elektronentransportkette wurde bisioéit beschrieben.

Rm1021AvisN gegen Rm1021 bei pH 5,75
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Abbildung D-19: Scatterplot der Microarrayresultate von Rm1021 AvisN (oben) und
Rm1021Arem (unten) im Vergleich zu Rm1021 nach Anzucht bei pH 5,75.  Von drei biologischen
Replikaten der Mutante und des Wildtyps wurde jeweils ein Sm6kOligo-Microarray hybridisiert. Die
Resultate sind in einem Scatterplot zusammengefasst, bei dem jeder Punkt den Expressionswert (M-
Wert; y-Achse) und Intensitatswert (A-Wert; x-Achse) jedes Gens darstellt. Die gestrichelte Linie bei
M=1 und M=-1 zeigt den Schwellenwert an. Dariiberliegende Gene werden als induziert (rote
Punkte), darunterliegende als geringer exprimiert < -1 (griine Punkte) betrachtet.
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Tabelle D-3: Resultate der Hybridisierung isolierte  r RNA von Rm1021 Arem und Rm1021 gegen
den Sm6kOligo Microarray.

Name Alias M-Wert Y Annotation
smb20342 -3,54 putative Isoquinolin 1-Oxidoreduktase
smb20292 -2,38 hypothetisches immunogenes Protein
smb20343 -1,93 putative Isoquinolin 1-Oxidoreduktase
smb20263 -1,89 periplasmatisches Bindeprotein eines putativen AB&sporters
smb20284 -1,58 periplasmatisches Bindeprotein eines putativen AB&hksporters
smal04l 1,10 Kupfer-Bindeprotein
smal084 1,24 Phosphoketolase
small49 1,37 konserviertes hypothetisches Protein
small83 nosD 1,61 periplasmatisches Kupfer-Bindeprotein .
smal082 1,68 konserviertes hypothetisches Protein
smal220 fixN1 1,73 Cytochrom ¢ Oxidase Polypeptid |
smal213 fixP1 1,77 Di-Ham C-Typ Cytochrom
smal243 azul 1,81 Pseudoazurin
small82 nosZ 1,95 Di-Stickstoff Monoxid Reduktase
smc04089 2,11 konserviertes hypothetisches Protein
smal214 fixQ1 2,68 Stickstoff-Fixierungs Protein
sma0091 3,77 konserviertes hypothetisches Protein
sma0089 4,55 konserviertes hypothetisches Protein

Y Der M-Wert entspricht dem log,-Wert der Spotintensitaten der Mutante Rm1021Arem im Vergleich
zum Wildtyp nach Anzucht bei pH 5.75.

Unter den reprimierten Genen befanden sich zweieGis Operons einer Isoquinolin
Oxidoreduktase snb20342 und smb20343) und zwei Bindeproteine zweier ABC-
Transportsystemesfib20263 undsmb20284).

Die am starksten induzierten Gene kodieren fir teoat liegende konservierte
hypothetische Proteinesna0089 und sma0091). Daneben sind bis adifxO1 alle Gene des
fiXNOQP-Operons vertreten sowie zwei Gene der Di-Stickstohoxid Reduzierung. Das

GenfixQLl trat auch in devisN-Mutante als differentiell exprimiert auf.

4.2.4. In Rm1021Asmc04348 sind nex18 und ilvC differentiell exprimiert

Der Wachstumstest demc04348-Mutante belegte eine verkirzte lag-Phase bei 13 5,
im Vergleich zum Wildtyp (Abb. D-13). Wahrend desitZeihenexperimentes gab es fur die
ersten vier getesteten Zeitpunkte vanc04348 keine Messwerte, da die Spotintensitaten
unterhalb des Mindestwertes lagen, fir t 33 und lagen die Expressionswerte bei 0,2 und
0,04. Das Gersmc04348 wurde dennoch als Kandidat ausgewahlt, da das ldrdfs Gens
(Abb. D-20) stark differentiell exprimierte Genehvénd des Zeitreihenexperimentes enthielt.
Das stromabwarts lokalisieriévC (Isoleucin und Valin Biosynthese) war reprimiegin

stromaufwarts gelegenes Macrolid-Exportsystemcf undmacB) war stark induziert.
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smc04348 ist ein regulatorisches Gen der tetR-Familie, dag verwandte Gene in

S medicae und R. leguminosarum hat, deren Funktionen jedoch nicht weiter charaest

sind.
1000 2000 3000 4000 5000 bp
| ! | ! | ! | ! | ! |
ilvC smc04348 macA macB

Abbildung D-20: Physikalische Karte der Genregion u m smc04348. Die Gene sind entsprechend
ihrer Leserichtung als Pfeile dargestellt, die Gennamen sind angegeben. Das Gen des tetR-
Regulators Smc04348 (roter Pfeil) liegt umgeben von einem Macrolid-Exportsystem (blaue Pfeile) und
ilvC (gruner Pfeil), einem Gen dessen Produkt fur die Synthese von Isoleucin und Valin benétigt wird.
Die Gene zeigten wahrend des Zeitreihenexperimentes hohe M-Werte (ilvC: -3; macA:4,4; macB: 4,8).

Um die Funktion vonsmc04348 in S meliloti zu identifizieren, wurden von drei
biologischen Replikaten detsmc04348-Mutante Microarrays angefertigt. Dies geschah
nachdem die Zellen der Mutante bis zu einer gspvon 0,8 in VMM bei pH 5,75 angezogen
worden sind. Der Vergleich wurde wiederum gegenidobische Replikate des identisch
behandelten Wildtyps durchgefuhrt.

Der Scatterplot deMicroarray-Daten (Abb. D-21) zeigt, dass der Verlust \somc04348
die gegensatzliche Expression vdeC und nex18 zur Folge hat. Beide Gene lagen in
Rm102MAsmc04348 stark differentiell exprimiert vor, wok&iC einen M-Wert von 3,98
hatte undhex18 bei -2,52 lag. Das Genprodukt vamC ist entscheidend fir die Biosynthese
von Isoleucin und Valin. Die Funktion vawex18 hingegen ist unbekannt. Dieses Gen wurde
erstmals im Kndllchen als induziert identifizie@Ke et. al., 1999), aber die Expression ist
nicht nur knéllchenspezifisch. Aufgrund der Lokedising vonnex18 zusammen in einem
Operon mittspO ist ein Zusammenhang mit Nahrstoffmangelsituatiowahrscheinlich. Das
Gen tspO kodiert fir das Tryphtophan Rich Sensory Proteimem Protein, das an der
Regulation von Néahrstoffmangel-Genen beteilig{Bdveyet. al., 2000). Trotz der Lage von
tspO und smal078 im Operon mitnex18 treten diese jedoch nicht als differentiell expar
auf, sondern zeigen signifikante, schwache Remessi{spO M-Wert = -0,34;5mal078 M-
Wert = -0,76). Aufgrund der raumlichen NaheilC und der Zuordnung vosmc04348 zur
tetR-Familie ist eine direkte repressorische Kdlrowon ilvC anzunehmen. Die starke
Repression vonex18 hingegen war wahrscheinlich ein sekundarer EffigktUberexpression
vonilvC. Ein repressorischer Effekt von IlvC angx18 wirde Sinn ergeben, da llvC als Tell
der Aminosaurebildung nur bei Substratversorguniy akt. Unter Nahrstoffmangel wirde

nex18 induziert, da weniger IlvC vorliegt.
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Rm1021Asmc04348 gegen Rm1021 bei pH 5,75

A-Wert

M-Wert

Abbildung D-21: Scatterplot der  Microarrayresultate von Rm1021 Asmc04348 im Vergleich zu
Rm1021 nach Anzucht bei pH 5,75. Von drei biologischen Replikaten der Mutante und des Wildtyps
wurde jeweils ein Sm6kOligo-Microarray hybridisiert. Die Resultate sind in einem Scatterplot
zusammengefasst, bei dem jeder Punkt den Expressionswert (M-Wert; y-Achse) und Intensitatswert
(A-Wert; x-Achse) jedes Gens darstellt. Die gestrichelte Linie bei M=1 und M =-1 zeigt den
Schwellenwert an. Dariiberliegende Gene werden als induziert (rote Punkte), darunterliegende als
geringer exprimiert < -1 (grine Punkte) betrachtet.
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E. Diskussion

1. Die transkriptionelle Antwort von  S. meliloti 1021
wahrend der ersten Stunde nach Umsetzen in
sauren pH lasst sich durch acht

Expressionsverlaufe beschreiben

Saurer pH ist ein Stressfaktor, dem Rhizobien irerth natirlichen Habitat haufig
ausgesetzt sind und der die Symbiose mit ihrer 3piidnze beeintrachtigt. Bisher gab es
jedoch kaum Erkenntnisse dariber, wie pH-Tolerachaeismen der Rhizobien
funktionieren kdnnten. Das Ziel dieser Arbeit wardaher, das Verstandnis der pH-Antwort
in Rhizobien anhand des Modellsymbiont8nmeliloti 1021 zu erweitern. Hierzu sollte
zunachst die transkriptionelle Antwort v@meliloti bei pH-Stress analysiert werden. Stress
ist definiert als eine physiologische Reaktion euien spezifischen Reiz, die eine Belastung
fur den Organismus darstellt. Diese Belastung kdmnBakterien bei einigen Stressarten
anhand der Einschrédnkung des Wachstums erfassemel@hs Wachstum verringert sich,
weil die Zelle Metabolite und Energie in Abwehrmantsmen investiert und/oder weil die
Verfugbarkeit von einem oder beiden Faktoren dhedimgt beschrankt ist. Um die
transkriptionelle pH-Antwort vonS. mdliloti untersuchen zu kdnnen, mussten zunachst
Bedingungen identifiziert werden, die in der Zadledischen pH-Stress verursachen. Daher
wurden verschiede Tests durchgefuhrt, die zu eigerigneten experimentellesetup zur
Identifikation der transkriptionellen pH-Antwortlitten. Es zeigte sich, daSsmeliloti eine
Phase der Adaption bendtigt (Abb. D-4). Nach Absséldieser Adaptionsphase schrankte
der saure pH das Wachstum der Kultur kaum nochdein,die Zellen erlitten kaum noch pH
Stress. Es musste davon ausgegangen werden, d@asgaenaAdaptionsphase keine besondere
Anpassung der Zellstrukturen mehr erfolgt. Dahdltesalie transkriptionelle Antwort der
Zelle wahrend der Adaptionsphase untersucht werdanphanotypisch beobachtete Dauer
der Adaption betrug ca. 1,5 h. Um die Dauer derphidasphase auf Ebene der Transkription
zu messen, wurde die transkriptionellen Aktivitahwdrei Kandidatengenen untersucht. Die
Expression dieser Gene deutete daraufhin, dasgegiaum von einer Stunde nach Induktion
des Stresses ausreicht, um die transkriptionellisvém der Zelle zu erfassen. Durch diesen
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kurzen Testzeitraum war es auch mdglich, Nachuhieh Veranderung des Mediums bei
Anzucht in einerBatch-Kultur z.B. durch Alkalisierung wahrend dieses Tegtaums zu
vernachlassigen. Da anzunehmen war, dass die tiatishelle Antwort nach pH-Stress
wahrend der ersten Minuten am starksten ist, wurden Messpunkte innerhalb des
Testzeitraums annahrend logarithmisch gesetzt.Ubiersicht der Cluster nach Analyse des
Microarray-Experimentes (Abb. D-7) verdeutlicht, das die Wadels Zeitraums und der
Zeitpunkte geeignet war. Die grof3ten Veranderunden transkriptionellen Aktivitaten
fanden wahrend der ersten 4 Zeitpunkte statt. dacB0 Minuten hatte dann ein Grol3teil der
Gene ein transkriptionelles Expressionsniveau @rtedass sich im weiteren Verlauf kaum
noch anderte. Es gibt jedoch auch Gene, deren &sipresverlauf eine Veranderung uber die
Zeitreihe hinaus andeutete, wie z.B. die Gene dust& C und Cluster F. Der komplette
transkriptionelle Verlauf der Adaption vdh meliloti an den niedrigen pH konnte demnach
nicht identifiziert werden, wohl aber die weseriika Teile.

Die dynamischen Genexpressionen wahrend des Xwitrexperimentes verdeutlichen die
Notwendigkeit, Stressanalysen zu mehreren Zeit@mktlurchzufiihren. Die temporar
differentiell exprimierten Gene aus Cluster D und@&egen dies in besonderem Malie. Bei
Beobachtungen der transkriptionellen Antwort zu emem Zeitpunktes besteht die Gefahr,
wesentliche Teile der Zellantwort zu verpassen. ubad sind Fehlinterpretationenen der
Genexpressionen beziglich ihrer Bedeutung fur di&tressantwort wahrscheinlich.
Insbesondere beBatch-Anzuchten im Erlenmeyerkolben wird das Bakteriuernpanent
Anpassungen der Zellfunktionen vornehmen missensicta das Medium kontinuierlich
verandert.

Die 8 k-Means Cluster sind das Resultat eines langen §3egeserschiedener Arten des
Filterns und Clusterns déicroarray-Daten. Die Analysen der Daten sollten darauf miele
die stressspezifischen Vorgange in der Zelle zassdn, und von den sekundaren Reaktionen,
die z.B. durch das verringerte Wachstum entstelabaugrenzen. Bei der Auswahl des
wichtigsten Filterkriteriums, dem M-Wert, konnte chi auf empirische Standards
zuruckgegriffen werden, da bis dato noch keine ré&gienuntersuchungen mit dem
Sm6kOligo durchgefuhrt worden waren. Bei der Audwdds M-Wertes wurden daher die
Expressionswerte von Genen analysiert, deren diitezlle Expression als Antwort auf den
pH-Stress zu erwarten waren oder die bereits iner@md Stressexperimenten mit dem
Sm6kOligo identifiziert werden konnten, wie zIBiA, ilvC und phoC (Beckeret. al., 2004,
Krol et. al., 2004; Tiwari et. al., 2004). Im Endeffekt wurden daher nur die Gene

bertcksichtigt, deren Expressionswert (M-Werf) oder <-2 zu irgendeinem Zeitpunkt
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wahrend der Zeitreihe war. Insgesamt lagen 99,1e¥oMesspunkten, die diese Kriterien
erfillten, unterhalb eines p-Wertes von 0,05 (FQiRrigiert, False Discovery Rate). Durch
Verwendung zahlreicher mathematischer Methodenrgtdbisches Clusteringk-means,
PCA, SOM) konnten die Vektordaten der Genexpressidninsichtlich ihrer Ahnlichkeiten
sortiert und visualisiert werden. Diese Analysenrken zeigen, dass es mdglich ist, die Gene
durch diek-means Clustermethode in acht Cluster mit jewedlsr Sshnlichem zeitlichen
Expressionsverlauf der darin gruppierten Gene ¢gilem (Abb. D-7). Durch die Cluster-
Analysen konnten somit 8 Cluster mit individuell&xpressionsprofilen erzeugt werden
(Abb. D-7), die sich in 4 induzierte- (Cluster A-Dhd 4 reprimierte Cluster (Cluster E-H)
einteilen liel3en. Sie unterscheiden sich nichtdunch Induktion und geringere Expression,
sondern auch durch Expressionsintensitat, sowie z#dtichen Expressionsverlauf. Zwar
zeigt jedes Cluster einen distinkten Expressionaugrdie Ubergange der Expressionsprofile
einzelner Gene zwischen Clustern sind jedoch fhidBeDies wird durch die
Expressionsprofile dexxo-Gene besonders deutlich (Abb. D-8). Acht Gene enir@luster B
zugeordnet. Die GerexoV undexoH jedoch wurden aufgrund geringfligig hbherer M-Werte
Cluster A zugeteilt. Das GezxoN wurde hingegen Cluster C zugeordnet, da es iml¥iery
leicht verringerte Expressionswerte hatte.

Da sich in den Clustern haufig Gruppen von Gendwiakilierten, deren Genprodukte in
funktionellem Zusammenhang stehen, kann der Expresserlauf einiger Cluster
stellvertretend fiir die Gene bestimmter Zellfunkéo betrachtet werden, wie z.B. Cluster F
fur die Chemotaxis und Motilitatsgene oder Cludtefur die EPS I-Biosynthesegene. Die
haufige Organisation dieser Gene in Operons bedimggn &hnlichen Expressionsverlauf.
Auch Gene mit funktionell assoziierten Genproduktdie nicht in Operons organisiert sind,
zeigten ahnliche Expressionsprofile wahrend dedrelbenexperimentes. Die Gene der
Methionin-Biosynthese sind Uber das gesamte Chromogerteilt. Trotzdem finden sich
innerhalb von Cluster E vier GenendlF, metK, bmt und ahcY), die Funktionen im
Methionin-Metabolismus haben. Zwei weitenat-Gene wurden Cluster FmétH, metA)
zugeteilt. Die transkriptionelle Aktivitat diesere@e wird durch einen Ubergeordneten
Regulationsmechanismus scheinbar eng aufeinandestammit.

Viele Beobachtungen zeigten, dass Gene innerhakls eClusters, potentiell von einem
Regulator koreguliert sein kdnnen. In einigen Féllonnten das Regulatorgen und die
Zielgene wahrend des Zeitreihenexperimentes disrdiftiell exprimiert identifiziert werden.
Die Regulatorgene hatten, im Vergleich zu den Zie&n, teilweise unterschiedliche

Expressionsverlaufe. Diese Diskrepanzen kdnnenhduesschiedene Faktoren verursacht
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sein, wie z.B. posttranslationale Regulationsmeichaen. Die Expressionsverlaufe der
Zielgene hingegen zeigten hohe Ahnlichkeiten wathreter Zeitreine. Ein wichtiger
Regulator der EPS I-Biosynthese wurde zusammendent meisterexo-Genen Cluster B
zugeordnet, da die Gene ein sehr ahnliches Expressiofii aufwiesen. Die geringer
exprimierten Gene der Motilitdt- und Chemotaxis dDkister F reagierten hingegen
langsamer als das Gen ihres Hauptaktivators Vs8R war schneller und starker in der
Expression verringert und wurde daher Cluster Eeatdnet. Es gab aber auch den Fall, in
dem ausschlie3lich Zielgene der Regulation, nibler @las Regulatorgen selber, wahrend der
Zeitreihe differentiell exprimiert vorlagen. In einArbeit von Sauviaet. al. 2007 wurden
RpoE2-regulierte Gene au$ meliloti identifiziert, bei RpoE2 handelt es sich um einen
extracytoplasmatischen Sigmafaktor. Interessanisevdefinden sich ausschliel3lich in
Cluster B RpoE2 regulierte Genem@2071, katC, smb20086, ndiAl, glgA2, smb21441,
glgX2, smb21473, smc00063, smc00371, smc00792, smc00796, smc00800, smc00885,
smc01446). Das RegulatorgenpoE2 war hingegen nur zu zwei Zeitpunkten (18- und 33
Minuten) mit einem M-Wert >1 (1,36 und 1,07) expena

Einiges deutet darauf hin, dass durch unterscioieellHalbwertszeiten von mRNAs bzw.
von Teilen eines mMRNA-Stranges Fehlanalysen mogiictl. Scheinbar sind die mRNAS von
Operons in ihrer Mitte teilweise starkeren Degreamtesteffekten ausgesetzt als an den Enden.
Die 10 Gene, deren Genprodukte Chemotaxis- undlikkbti-unktionen habenflgB, flgG,
flgL, flgF, flgC, flgE, fliE, fIbT, motA, mcpU), sind zum Grol3teil in Operons strukturiert. Die
differentiellen Expressionswerte dieser Region gatiichen (Abb. D-10), dass innerhalb der
reagierenden Operons Gene vorhanden sind, deraedskpn scheinbar kaum durch den pH-
Stress beeinflusst wird. Diese Gene sind teilwasder Mitte des Operons lokalisieftik,
flgK), umgeben von Genen, die aufgrund ihrer ExpresSiaster F zugeordnet worden sind.
In einigen Fallen trat auch nur das erste Gen deerdds mit einer signifikanten
differentiellen Expression aufmptA), wahrend die ulbrigen Gene kaum differentiell
exprimiert vorlagen f(iM, fliN, fliG). Die exo-Gene, deren Genprodukte Teil der EPS I-
Biosynthese sind, wurden ebenfalls hauptsachlicerneiCluster zugeordnet. Im Gegensatz zu
den Chemotaxis- und Motilitditsgenen waren dieseogedinduziert. Auch hier konnte
beobachtet werden, dass Gene mittig im Operon sgtievé Expressionswerte hattexrof-1,

exoA, exoM), als ihre umgebenden Gene (Abb. D-8).
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2. Anhand der zeitabhangigen transkriptionellen
Antwort von S. meliloti 1021 auf pH-Stress konnten
potentielle Zellfunktionen der pH-Toleranz

identifiziert werden

Durch die Microarray-Analysen der azidischen pH-Antwort vdd meliloti konnten
zellulare Prozesse identifiziert werden, die po&dinan der pH-Stresstoleranz vé@meliloti
1021 involviert sind. Die unterschiedlichen Expressverlaufe der Gene verdeutlichen die
Komplexitat der zellularen Antwort auf verandertengebungsbedingungen. Anhand der
Cluster kdnnen die Expressionsverlaufe ganzer Gruppn Genen beschrieben werden. Die
Zellantwort auf niedrigen pH ist demnach eine Misulp verschiedener Reaktionen, die
jeweils einem bestimmten zeitlichen Verlauf folgen.

Die unmittelbarste und intensivste transkriptiomelhduktion zeigten die Gene aus
Cluster A (Abb. D-6, A), daher scheinen ihre Gewjpide eine zentrale Rolle bei der
Antwort auf azidischen pH-Stress zu haben. Die Gkese Clusters deuten an, dass die Zelle
sofort mit der Sekretion lytischer Enzyme beginBe@gP1, Smc01855) und entstehende
Degradationsprodukte wieder in den periplasmatisdR@um transportiert (durch Smc02366
und Smc02367). Diese Reaktion erscheint notwerthgdie Komponenten auf3erhalb der
Membranen dem denaturierenden Einfluss des verteng@H-Wertes weitgehend schutzlos
ausgeliefert sind, sie konnte aber auch Teil eihénbaumalinahme der &ufieren
Zellstrukturen sein. Weiterhin wird scheinbar dif8ére Membran modifiziert (LpiA), um sie
undurchlassiger fur Protonen zu machen. ParalleleruGenen aus Cluster A sind die Gene
aus Cluster B induziert, allerdings weniger schoetl stark. Die induzierteexo-Gene dieses
Clusters deuten auf die Sekretion von EPS | alsvaritauf den sauren pH hin. Die Induktion
der EPS | Biosynthese ist offensichtlich eine wégdre Reaktion vors meliloti 1021 auf
den azidischen pH-Stress, wie auch der mucoided®@nvonS meliloti 1021 Kulturen auf
VMM-Platten belegen konnte (Abb. D-8). Die Sekratimn EPS | kbnnte eine Reaktion der
Zelle sein, um das AuBRenmedium zu alkalisierene EEindere wesentliche Reaktion ist das
Einstellen der Motilitat, wie durch die kontinuieh verringerte Expression der Motilitats-
und Chemotaxisgene aus Cluster F belegt wird. Rimte ein Versuch der Zelle sein,
Energie und Metabolite zu sparen. Das verminderéeNstum wahrend der Adaptionsphase
kann mit zahlreichen geringer exprimierten GenenG@luster E und Cluster G in Verbindung
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gebracht werden, die fir Genprodukte zur Aufnahore Stickstoffverbindungen (z. BmtB,
nir-Gene) und der AS-Biosyntheseet-Gene) kodieren. Da der Ubergang zwischen den
beiden Clustern flieRend ist, wie z.BetK aus Cluster E zeigt, deutet sich bereits ein Ende
der verringerten Expression dieser Gene an. Diestkédemnach auch ein Indiz dafir sein,
dass die phanotypisch beobachtete Adaptionsphasgedressten Kultur fast abgeschlossen

ist.

3. Die gegensatzliche Reaktion von Flagellar- und

Exopolysaccharidgenen auf pH-Stress

Die transkriptionellen Analysen der pH-Stressantwan S. meliloti 1021 zeigten, dass
Gene der EPS I-Biosynthesex¢-Gene) und Gene der Motilitat und Chemotaxis iregin
besonderen Mal3e transkriptionell aktiviert bzw. irgger exprimiert waren. Die
Clusteranalysen bestatigen die Ahnlichkeiten derpr&ssionsprofile innerhalb der
funktionellen Gruppen durch die mathematische Zsumg in gleiche Cluster. So wurde ein
Grof3teil der EPS I-Biosynthesegene Cluster B zuggqi© von 12), wahrend die Gene der
Motilitdt und Chemotaxis Cluster F zugeordnet wordend. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die Gene der EPS I-Biosynthese nat sofort einsetzenden Induktion auf den
pH-Stress antworten, die ca. 20 Minuten nach pldsStein Plateau erreicht und sich dann bis
zum Ende der Zeitreihe etwas steigert (Abb. D-8)e vermehrte Sekretion von
Exopolysacchariden verdeutlicht auch der mucoidéanBtyp vonS. meliloti 1021 nach
Anzucht auf saurem Festmedium (Abb. D-9). Da ge¢aeeagden konnte, dass erhdhte EPS I-
Biosynthese die Nodulationseffizienz verringert ¢6det. al., 1998), konnte diese Reaktion
unter pH-Stress, mit der beobachteten VerringedergNodulationseffizienz in sauren Béden
zusammenhangen (lbekvet al., 1997). Im Gegensatz dazu waren die Gene der Mibtilit
und Chemotaxis wahrend des gesamten Verlaufs dieeiie zunehmend geringer exprimiert
(Abb. D-10).

Auch fir A. tumefaciens konnte die Induktion vorexo-Genen und die Repression der
Motilitatsgene nach 7 Stunden pH-Stress identifiaierden (Yuaret. al., 2008). In diesem
Experiment war, genau wie wahrend des Zeitreihes@x@ntes, das Gechvl induziert.
Aufgrund seines Expressionsprofiles wurde/ Cluster B mit dem Grol3teil der EPS I-

Biosynthesegene zugeteilt. Dieses Gen kodiert zosammitexoS das ExoS/Chvl Sensor-
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Regulatorpaar aus, das die Gene der EPS |-Biossmtteguliert (Chengt. al., 1998). Fur
dieses Regulationssystem konnte gezeigt werders dasdurch direkte oder indirekte
Regulation auch Einfluss auf die Motilitditsgene hatl diese auch gegensatzlich zu den
EPS I-Genen reguliert (Yaet. al., 2004). Neuere Analysen zeigen, dass diese Regulatio
vermutlich Uber das Hauptaktivatorpaar der Motiliidd Chemotaxis, VisN/VisR, und dem
untergeordneten Regulator Rem geschieht (Hogingl., 2008). Da in der vorliegenden
Arbeit das Gen von VisR das am starksten reprimieRegulatorgen war, ist ein
Zusammenhang wahrscheinlich.

Bisher  konnte noch nicht belegt werden, dass eineestegerte
Exopolysaccharidbiosynthese eine erhéhte Toleraegemy pH-Stress verleiht. Obwonhl
Untersuchungen in der Vergangenheit eine Korrelanwischen Exopolysaccharidsynthese
und Sauretoleranz beschreiben (Cunningteanal., 1984), wurden spater widerspruchliche
Ergebnisse erzielt. So hatte ei@®R-Mutante vonR. leguminosarum, die in hohem Malie
EPS synthetisierte, einen sauresensitiven Phan®geveet. al., 1997). Es gibt jedoch
Hinweise, dass die Exopolysaccharidsynthese fuiTpldranz qualitativ von Bedeutung ist.
Fur eine exoH-Mutante konnte inS medicae ein sauresensitiver Phanotyp, sowie
Zinksensitivitat gezeigt werden (Leigh al., 1987). Das GeexoH war neberexoV wahrend
der Zeitreihen unter deexo-Genen am starksten induziert und wurde daher €Hést
zugeordnet. Die Genprodukte dieser Gene kodierefefizyme, die an der Succinylierung
und Pyruvylierung im letzten Schritt der EPS I-Biothese ndétig sind. Der hohe
Expressionslevel voaxoH, im Vergleich zu den anderemo-Genen wahrend der Zeitreihen,
steht aber wahrscheinlich nicht mit einer besondeéBedeutung fur die pH-Antwort im
Zusammenhang. Wahrscheinlicher ist, dass die Asfaogjtion imexoHKLAMONP-Operon
(Abb. D-8) fur die erhéhten Expressionswerte vexamtlich ist.

Die verringerte Expression der zahlreichen Motdit&und Chemotaxisgene wéhrend der
Zeitreihe deutet auf einen Verlust der flagellahatilitat nach pH-Stress hin. Dies konnte
bei niedrigem pH bereits fir die eng verwandten tBa&n R. leguminosarum und
Agrobacteriumtumefaciens gezeigt werden (Bowrat. al., 1981; Yuanet. al., 2008),
wahrend die entfernter verwandten Enterobakterra&eeoli und Salmonella enterica eine
gesteigerte Motilitat zeigten (de Jonge al., 2003; Hickeyet. al., 1990; Maureret. al.,
2005). Fur die Falle einer induzierten Motilitat nda argumentiert, dass die erhohte
protonenmotorische Kraft bei niedrigem pH die FlEgetation beglnstigt (Khaet. al.,
1980). Da es allerdings auch Berichte gibt, in degi@ Abschalten der flagellaren Motilitat
bei E. coli beobachtet wurde (Soutouriea al., 2002), bleibt das Bild unklar. D& meliloti
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aulerdem bei verschiedenen Stressen wie osmotisclsrass, Hitzestress und
Nahrungsmangel, mit dem Herunterfahren der Matigéne reagiert (Dominguez-Ferreras
et. al., 2006; Ruberget. al., 2003; Sauviaet. al., 2007), ist diese Antwort offensichtlich eine
generelle Stressantwort. Die Motilitat der Zellesshr energieaufwendig. Dies kénnte daher
ein Mechanismus sein, um Energie zu sparen.

Die Ergebnisse der Zeitreihenanalyse zeigten, di@assunehmend verringerte Expression
der Motilitats- und ChemotaxisgeniggB, flgG, flgL, flgF, flgC, flgE, fliE, fIbT, motA, mcpU)
ihrem HauptregulatorgenisR folgte. Das GenvisR zeigte eine schnellere und starkere
Repression und wurde daher Cluster E zugeorneR Vigdet zusammen mit VisN den
Hauptaktivator einer dreiklassigen Hierarchie antiNatsregulatoren (Sourjilet. al., 2000),
wie visN und visR reguliert werden ist bisher jedoch unklar. Da sloMasN als auchvisR
wahrend der Zeitreihe einen M-Wert verl aufwiesen, wurde fur beide Gene versucht, eine
Mutante zu erstellen. Dies gelang jedoch nur iml ¥ah visN. Da VisN und VisR nur im
Komplex aktiv sind, sollte das Ausschalten eines @ene jedoch ausreichend sein. Die
Rm102AvisN Mutante zeigte ein im Vergleich zum Wildtyphselleres Wachstum in
neutralem und saurem Medium (Abb. D-13). Diesesshingss veranschaulicht, dass es in
einer in vitro-Kultur generell vorteilhaft fir das Zellwachstumat,i den Flagellarapparat

abzuschalten, es bestéatigt jedoch keinen Vorteitigfl fur die Anzucht bei niedrigem pH.

4, Die Regulation von ActR in ~ S. meliloti 1021

ActR/ActS ist das im Zusammenhang mit pH-Stress &m@sten untersuchte
Regulationssystem in Rhizobien. Ursprunglich wutteses RegulationssystemSnmedicae
identifiziert, da Transposonmutanten dieser GemereipH-sensitiven Phanotyp zeigten
(Tiwari et. al., 1996). Das System ist ein Homolog des RegAB SeRsgulatorpaares aus
dem PurpubakteriunRhodobacter capsulatus. In Rhodobacter capsulatus wird RegAB fur
die anaerobe Induktion des Photosyntheseapparatésidt (Mosleyet. al., 1994; Sgangat.
al., 1992). Das ActS/ActR System wurde daher auf seumgkifonalitét im Zusammenhang
mit niedrigem pH und geringer Sauerstoffverfigbarke S. medicae untersucht (Fennest.
al., 2004). In den Untersuchungen von Fergteal. konnten Gene identifiziert werden, die in
Abhangigkeit von pH, Sauerstoffverfigbarkeit undt®éctR reguliert werden. Die ActS-
ActR regulierten Gene kodieren Proteine fur einel2dhl an metabolischen Funktionen, wie
z.B. Gstl (Detoxifizierung), HyuA (Hydantoin-Utilisrung), NifA (Stickstofffixierung), FixK
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(microaerobe Atmung) und FixN2 (microaerobe Atmurieg wurde weiterhin gezeigt, dass
das Sensor-Regulatorpaar FixL/FixJ zusammen mitSAdtR an der Regulation der
Regulatorgenefixk und nifA, die Stickstofffixierungsgene in Abhangigkeit voder
Sauerstoffverfiigbarkeit regulieren (Abb.B-4). Esrdeudaher ein Modell postuliert, das eine
gemeinschaftliche Kontrolle dieser Gene mit Fixk(Fivorsieht (Fenneet. al., 2004)
(Abb., B-4). actR und actS homologe Gene sind in Rhizobien weit verbreitatSImeliloti
1021 besitzen ActS und ActR groRRe Ahnlichkeit zeeihHomologen irS. medicae (ActS:
94% identische-, 97% positive AS; ActR: 97% idetttis-, 97% positive AS).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dagt® undactS auch inS meliloti 1021 einen
Einfluss auf die azidische pH-Toleranz haben. Das &tR wurde als regulatorisches Gen
zur Mutation ausgewahlt, da es wahrend der Ze#re#ginem M-Wert von 1,06
erreichte (t 63). Die Integrationsmutante vasiR zeigte nach Anzucht auf saurem VMM-
Platten einen sauresensitiven Phanotyp, daher wurdsatzlich eine markerfreie
Deletionsmutante (Rm102&ctR) erstellt. Der Phanotyp der Rml1A2ttR-Mutante
bestétigte die Sauresensitivitat auch in VMM-FIgssedium (Abb. D-13). Zur Identifikation
der Regulationsziele von ActS/ActR wurde in eineMicroarray-Experiment die
Rm102AactR-Mutante mit dem Wildtyp nach Anzucht bei pASyerglichen.

Die differentiell exprimierten Gene (Tab. D-3) diss Experimentes belegten eine
gegensatzlichen regulatorischen Einfluss aaiiR auf zwei Terminalen-Oxidasen. Die ersten
drei Gene desyoABCD-Operons lagen geringer exprimiert vor, wahrend efate Gen des
gxtAB-Operons induziert war. Neben diesen Oxidasegenarerw noch weitere Gene
differentiell exprimiert, die im wesentlichen anrd8ynthese von Komponenten dieser
Oxidasen beteiligt sind, wie z.B. Ham und CytocheordascyoABCD-Operon kodiert fir
eine Cytochrone-Oxidase mit einer geringen Affinitdt fir Sauer$todber hoher
Protonenpump-Aktivitat. DagxtAB-Operon hingegen kodiert fiir eine Cytochrdr®xidase
mit hoher Sauerstoffaffinitat aber geringer Protgnenp-Aktivitat. Beide Oxidasen sind fur
S mdiloti 1021 bisher nicht genauer charakterisiert worden.S. meliloti konnte in
bisherigen Arbeiten nur dayoABCD-Operon als Sauerstoff-abhangig reguliert idenéfiz
werden (Bobiket. al., 2006; Trzebiatowsket. al., 2001). InE. coli wird die Expression von
cyoABCD und gxtAB in Abhangigkeit von Sauerstoff und pH regulierb{tér et. al., 1990).
Die Mutante eines Homologes vogxtAB hatte in Brucella abortus einen stark
sauresensitiven Phanotyp (Endityal., 2001).

Die Ergebnisse deuten also daraufhin, dass ActB imeliloti, wie auch inS. medicae,

eine wichtige Funktion bei der Anpassung der Etakentransportkette an niedrigen pH und
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geringe Sauerstoffverfiigbarkeit hat. Obwohl die dgstichungen irs. medicae bei nahezu
identischen Bedingungen durchgefuht worden sindnte keineactR-abhangige Regulation
vonfixK undnifA in S meliloti festgestellt werden. Erstaunlicherweise schemiSiiuation in

E. coli der inS. mdliloti ahnlicher zu sein. Ii&. coli werdencyoABCD und gxtAB Uber den
Regulator Fnr bei niedrigem pH aktiviert (Cottr al., 1990). InS. meliloti zeigt sich ein
regulatorischer Einfluss voactR auf beide Oxidasen, jedoch ist dieser Einfluss astw
aktivatorisch als auch repressorisch. Feneeral. auf3erten die Hypothese, dass durch
niedrigen pH die Protonenpump-Aktivitat der ternb@maOxidasen eingeschrankt wird und es
zu einem reduzierten Fluss von Reduktionsequivalenkommt. Dieser reduzierte
Elektronenfluss soll die Aktivierung der Histidimigise ActS bewirken. ActS phosphoryliert
im aktivierten Zustand ActR. Das aktivierte ActR edlerum aktiviert daraufhin die
Transkription seiner Zielgene. Wenn diese Hypothaseh furS meliloti zutrifft, muss
aufgrund des aktivatorischen und repressorischdaktes der Deletion voractR, noch
mindestens ein weiterer Regulator an der RegulatorcyoABCD undgxtAB beteiligt sein.

Wahrend der Zeitreihe waren in der transkripticereliAntwort des Wildtyps sowolgixtA
als auchcyoC induziert. Fur Gene beider Oxidasen lag ein hah@uktionswert zum letzten
Zeitpunkt vor ¢yoB: M=2,67; gxtA: M=3,03). Jedoch trat nusyoB in den Clusteranalysen
auf. Das GengxtA ist gefiltert worden, da zu wenig Messwerte voelagfur 5 von 6
Zeitpunkten musste ein M-Wert vorliegen). Wahreme @xidasegene in dexctR-Mutante
eine gegensatzliche transkriptionelle Aktivitat Atgwort auf den niedrigen pH hatten, waren
im Wildtyp beide Gene bei niedrigem pH induzierte®ist wiederum ein klares Indiz fur die
Existenz eines weiteren Regulators, der an der IRgga voncyoABCD und gxtAB beteiligt
ist.

In einem moglichen Modell der ActR vermittelten R&gion in S meliloti 1021, wirde
demnach ActR durch ActS bei niedrigem pH aktiviegrden und einen aktivatorischen
Einfluss auf die Expression vayoABCD austiben. Da dieser Einfluss nur aktivatorisch sein
kann, muss ActR zusatzlich einen Repressor @@AB aktivieren, da in deactR-Mutante,
die Expressionen vogxtAB und cyoABCD gegensatzlich reagierten. Das GptAB lag im
Wildtyp bei niedrigem pH aber induziert vor. Dalmeuss ein weiterer unbekannter Regulator
einen starken aktivatorischen Einfluss auf die Espilon vongxtAB haben, der die
Reprimierung vomgxtAB aufhebt.

Die Vorteile deractR-vermittelten Verdnderung der Oxidasenkompositienrbedrigem
pH sind unklar, jedoch ist es einleuchtend, dass ¥eranderung stattfindet, da niedriger pH

das Membranpotential und die PMF verandert.
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5. Stellen Transportsysteme Protonenlecks der

Cytoplasmamembran dar?

Die Mutation in smal887 zeigte den deutlichsten s&uresensitiven PhanoBgr.
Wachstumstest bei pH 5,75 belegte (Abb. D-13), désdibrigen sauresensitiven Stamme
Rm102Arem und Rml024actR die log-Phase nach ca. 100 h Inkubation dntiesic
wéahrend Rm1024smal887 ca. 150 h Inkubation bis zur log-Phase tligad Anhand des
Microarray-Experimentes von Rm102%mal887 konnte gezeigt werden, dass in der
Mutante die Genemal884 undsmal885 des naheren genetische Umfeld w1887 stark
induziert vorlagen. Homologievergleiche der Genpitd dieser Gene zeigten, dass
Smal887, Smal884 und Smal885 Ahnlichkeiten zu demgulRtor AcrR und seinem
Multidrug-Efflux-System AcrA und AcrB haben, einem Systeras ¢hE. coli charakterisiert
wurde (Maet. al., 1995; Maet. al., 1996). Das Transportsystem besteht aus der Efflugeu
AcrA, die in der Cytoplasmamembran lokalisiert iBtas periplasmatische Protein AcrB
bildet vermutlich einen Komplex mit AcrA und TolTJolC bildet einen Kanal durch die
aulBere Membran, dessen Zusammenwirken khifitidrug-Efflux-Systeme typisch ist
(Nikaido, 1996). Die Substrate von AcrAB sind viédlig, es wurden Losungsmittel,
Farbstoffe, Detergenzien und lipophile Antibiotikée z.B. Erythromycin und Novobiocin
identifiziert. Das Transportsystem transportieiheeSubstrate durch zwei Barrieren, durch
die Cytoplasmamembran und die auRere Membran. DaschAleusen von Substraten, wie
z.B. Tetrazyklin in das AuRenmedium, ist ca. 100 efiektiver als der einfache Transport in
den periplasmatischen Raum (Thanagsial., 1995). Um den Transport der Substrate zu
energetisieren, gelangen im Antiport Protonen m@gtoplasma der Zelle.

Weitere Wachstumstests zeigten (Abb. D-18), dase &auresensitivitat von
Rm102MAsmal887 durch zusatzliches Ausschalten sroal884 odersmal885 aufgehoben
werden kann. Demnach verursacht die Uberexpressiosmal884 undsmal885 vermutlich
die  Sauresensitivitdit der smal887-Mutante. Die Microarray-Analysen  von
Rm102MAsmal887 belegten eine extrem starke Induktion dereGmal884 und smal885,
mit M-Werten von 6,25 und 6,5 in der Mutante im §leich zum Wildtyp. Die genauen
Ursachen der starken Sauresensitivitat, die duiiehUberexpression vosmal884 und
smal885 bewirkt, sind nicht bekannt. Es ist sicherlich rinély dass eine vermehrte Synthese
von Smal884 und Smal885 den Organismus belastethesteht diese Belastung nicht im
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Verhéltnis zu dem beobachteten Phanotyp. Wahrdattesn ist daher, dass durch den
Transportmechanismus oder einen sekundaren Effeks dransportsystems die
Séauresensitivitdt verursacht. Der Transportmechams von AcrAB bewirkt bei
Substrattransport eine Ansauerung des Cytoplasiasim Antiport mit dem Substrat
Protonen ins Zellinnere geschleust werden. Soliee fdnktionsbedingte Ansauerung des
Cytoplasmas fur den Phanotyp verantwortlich segiltsich die Frage nach dem Substrat. Es
musste demnach durchgéngig Substrat vorhanden seinden Prozess zu unterhalten.
Naturlich besteht die Moglichkeit, dass durch ddedngen pH Stoffwechselprodukte
entstehen, die ein potentielles Substrat bildemt&im wie z.B. das kationische Membranlipid
Lysyl-phosphatidylglycerol. Eine andere Mdglichkeitire, dass das Transportsystem ein
Protonenleck bildet, das durch den erhohtgaH bei niedrigem pH einen substanziellen
Effekt zeigt.

Die beobachteten pH-Toleranzmechanismen @mmeliloti 1021 scheinen teilweise
darauf abzuzielen, die Zelle vor dem Einstrom vastédhen zu schitzen. Sollte der Phé&notyp
von Rm102Asmal887 mit einem gesteigerten Protoneneinstronr #&mwal884 und
Smal885 zusammenhéangen stellt sich die Frage, ktierigan, die Uber eine gute Ausstattung
an unterschiedlichen Transportsystemen verfiigee, Einschréankung bei der pH-Toleranz in
Kauf nehmen muissen.

Da in Rm1022Asmal887 die Gensmal884 und smal885 induziert vorlagen, ist eine
repressorische Kontrolle von Smal887 zu erwartaregen. Das Gesmal887 war wahrend
des Zeitreihenexperimentes des Rm1021-Wiltyps leoshit einem M-Wert von etwa 1,5
induziert. Es ist daher mdglich, dass dies einesspezifische Reaktion der Zelle auf den
niedrigen pH war, um die Expression vemal884 und smal885 zu verringern. Jedoch
konnten fir die Transportergene nur zu vier Zeikpem Werte erhalten werden, die
allerdings lassen auf eine leicht verringerte Esgi@n schlieBen (M-Werts -0,3). Der
repressorische Effekt den Smal887 wahrend derefetraufsmal884 und smal885 hat,
fallt demnach im Vergleich zu pH 7 schwach aus. Weieinlich warensmal884 und
smal885 bei pH 7 kaum exprimiert, weil z.B. kein Substrathanden war.

Um festzustellen, ob die Induktion des Regulatosgegmnal887 bei niedrigem pH eine
stressspezifische Reaktion zur Verringerung derré&sgion vorsmal884 und smal885 ist,
mussten demnach erst Bedingungen bei neutralemdphtifiziert werden zu denen diese

Transportergene induziert vorliegen.
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0. Die Problematiken der Identifikation und des

Vergleiches von pH-Stressantworten

In dieser Arbeit wurde erstmals die transkriptibmefntwort eines Rhizobiums auf
azidischen pH-Stress untersucht. Obwohl pH-Stresglebales agronomisches Problem ist,
das in vielen Teilen der Welt die Effiziens der $yoseleistung von Rhizobien und
Leguminosen verringert, sind bisher kaum Untersogka durchgefiihrt worden, um
Toleranzmechanismen in Rhizobien zu identifizierBre bisherigen Erkenntnisse sind im
Wesentlichen anhand des 2umeliloti eng verwandten Rhizobiun® medicae gewonnen
worden. Diese Spezies zeichnet sich durch seinéhtrhSauretoleranz im Vergleich zu
anderen Snorhizobium Stdmmen aus und wurde daher als Untersuchungsobjak
Identifikation von pH-Toleranzmechanismen in Rhieobausgewéhlt. Durch Transposon-
Mutagenese mit einem Repotergenkonstrukt konnten diéses Bakterium 10 Gene
identifiziert werden, die fur die pH-Stressantweon Bedeutung sind (Tiwast. al., 2004).
Daneben wurden in Proteom-Analysen Proteine idemf, die nach 30 Minuten (4
Proteine) bzw. 5 Tagen (14 Proteine) Inkubation pkei 5,7, im Vergleich zu pH 7,
differentiell exprimiert waren (Ree\wt. al., 2004).

Die Ergebnisse der Zeitreihenanalyse der pH-Stnéssat von S. meliloti 1021 geben
einen sehr detailliertes Bild der transkriptionelfentwort auf den um 1,25 Einheiten (von pH
7 auf pH 5,75) verringerten pH-Wert. In diesem Hkpent konnten trotz strenger Kriterien
(M-Value> 2) 230 Gene als differentiell exprimiert identié# werden. Die augenscheinlich
gro3en Differenzen der Anzahl differentiell expramer Gene im transkriptionellen Ansatz
im Vergleich zum proteomischen Ansatz Bemedicae, kann vielfaltige Griinde haben. Fir
S meliloti 1021 stellt die Inkubation bei pH 5,75 sicherl@hen grol3eren Stress dar als fur
S medicae pH 5,7. So konnten Untersuchungen belegen, 8as®dicae selbst bei einem
extrazellularen pH von 5,5 noch in der Lage ist) oierazellularen pH stabil bei einem pH>7
zu halten und Wachstum zu zeigen (O'Heiral., 1989), wahrend. meliloti 1021 Zellen bei
diesem Medium-pH nicht mehr wachsen (Abb.C-1). Hikmmmt die héhere Sensitivitat der
transkriptionellen Analyse anhand vbhcroarrays im Vergleich zur proteomischen Analyse
durch Proteingele. Bemerkenswert ist jedoch, dasswer identifizierten Proteinen nach 30
Minuten pH Stress irs. medicae (einem Protein konnte kein Gen zugeordnet werddie),
Gene von zweien auch wahrend discroarray-Experimentes differentiell exprimiert

vorlagen. Bei diesen Proteinen handelt es sich unene Regulator des Stickstoff-
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Metabolismus (GInK) und ein Protein mit unbekanranktion, kodiert vorsmc00371. Die
Existenz von weiteren, wahrend des Zeitreihen-Erpentes differentiell exprimierten Genen
des Stickstoff-Metabolismus nebegInK, belegt die Bedeutung dieses Teiles der
Stressantwort. Da in den Ubrigen Experimenten #&itmedicae langere Stresszeitrdume
untersucht worden sind, sind Ubereinstimmungen det kurzfristigen Antwort von
S meliloti nicht zu erwarten gewesen, jedoch finden sich deh Gemeinsamkeiten. So
konnte nach funf Stunden pH Stress das hochindaziBrotein DegP inS medicae
identifiziert werden, dessen Gen wahrend des Zké@nexperimentes am drittstarksten
induziert vorlag. Das am stéarksten induzierte Ges Zeitreihenexperimentes warA. Auch
dieses Gen konnte i medicae bereits als pH-induziert identifiziert werden (Eivet. al.,
2004).

Der Vergleich der Ergebnisse zeigt demnach trotz tersohiedlicher
Untersuchungsmethoden in wesentlichen Punkten Wistiremungen zwische®. meliloti
und S. medicae im Bezug auf die Antwort auf azidischen pH. Didérlg nicht nur die
Resultate des Zeitreihenexperimentes, sondern wiické auch, dass es noétig ist, die
Antwort von pH-sensitiven und pH-toleranten Stamnmeiteinander zu vergleichen, um
Mechanismen der pH-Toleranz zu identifizieren. Degtreihe der transkriptionellen Antwort
von S meliloti auf pH-Stress verdeutlicht die Komplexitat undtlikie Variabilitat der
Zellantwort. Da es sehr problematisch ist, die gpehen Reaktionen auf pH-Stress von den
unspezifischen zu trennen, ware ein direkter Vehleon S meliloti und S. medicae bei
~gleichem“ pH-Stress zu identischen Untersuchuniggzekten sehr aufschlussreich. Es ist
jedoch offensichtlich nicht einfach mdglich zweiterschiedlich pH- tolerante Stdmme
miteinander zu vergleichen, indem man die Stammédbatischen pH-Bedingungen stresst,
vielmehr sollten durch Vorversuche Bedingungen fiifierert werden, zu denen beide
Stamme gleichermassen gestresst sind.

Die Schwierigkeiten der Identifikation und Reprotak solcher Stressbedingungen
zeigen sich in dieser Arbeit. Hier sollten die abhangige transkriptionellen Vorgange von
S meliloti 1021 wahrend der Adaptionsphase an pH-Stressserfasrden. Durch die
transkriptionelle Aktivitdt der drei KandidatengenpiA, phoC und ilvC wurde der
Untersuchungszeitraum zuvor auf eine Stunde nacBtpéss begrenzt, da die durch RT RT-
PCR gemessene Transkription MM undilvC wéhrend dieses Zeitraumes zu- und wieder
abnahm. Diese Tendenzen konnten fur diese GerMiamoarray-Experiment nicht bestétigt
werden. Das GenpiA war zwar ebenfalls stark induziert, verblieb aleihrend der

Microarray-Zeitreine auf einem hohen Expressionsnivela@ war wahrend deicroarray-
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Zeitreihe kontinuierlich reprimiert, ohne, wie inem vorangegangenen RT RT-PCR
Experimenten, auf ein neutrales Niveau zurlckzukehDie Differenzen zwischen diesen
Beobachtungen kommen wahrscheinlich durch zwei mikslee Faktoren zustande. Zum
einen sind die Resultate der unterschiedlichen Me#soden nicht direkt miteinander
vergleichbar, zum anderen wurden die Experimenté warschiedenen Medienchargen
durchgefuhrt. Scheinbar war der Stress furSlimeliloti-Zellen in dem fiir dieMicroarray-
Analysen verwandten VMM-Medium groRer. Dies fuhrteu einer verlangerten
Adaptionsphase an den azidischen pH-Stress, dengle Bich aber ebenfalls durch die
Expression einiger Gene, insbesondere der in CluSte abzeichnet. Dies verdeutlicht
wiederum, wie difiziel die Einflisse sind, die sicuf die transkriptionelle Antwort
auswirken. Um solche Differenzen zu minimieren & daher notwendig, neben den
benutzten Geraten und Anzuchtgefassen auch diggkdbdiencharge zu benutzen.

Bei der Untersuchung der Mutanten mit pH-abhangigé@notyp wurde daher auch nicht
versucht, die Adaptionsphasen mit dem Wildtyp zughegchen. Durch die Einflisse der
Mutation hatten sich Verschiebungen in der zeilicibauer der Adaption im Vergleich zum
Wildtyp ergeben, die eine Analyse der Daten erschiagten. Um der gesamten Problematik
zu entgehen, wurde die Untersuchung der transarplien Antwort der Mutanten nur zu
einem Zeitpunkt wahrend der log-Phase vorgenommandie Wachstumsgeschwindigkeit
der meisten Mutanten in der log-Phase annahrenddderWildtyps glich, sollten somit
sekundare, wachstumsabhéngige transkriptionellévittien minimiert werden. So wurden
in den Mutanten auch haufig nur sehr wenige Gesdlifflerentiell exprimiert identifiziert,
deren Funktion aber immer mit der jeweiligen Deletin Verbindung gebracht werden
konnte. Nur Rm1024smal887 hatte eine deutlich geringere Zellteiluatgswéahrend der
log-Phase im Vergleich zum Wildtyp, daher wurde fiesdi Mutante der Vergleich zum
Wildtyp bei pH 7 durchgefuhrt, da das Wachstum Metante bei pH 7 mit dem Wildtyp
vergleichbar war. Hier gelang es den sauresensit®tegnotyp durch die Identifikation der
differentiell exprimierten Gene in Rm1024mal887 bei pH 7, in einen funktionellen
Zusammenhang zur Uberexpression soa1884 undsmal885 zu stellen.

Aufgrund der engen Verwandtschaft, aber der ddwghc Unterschiede in der pH-
Toleranz, warenS. meliloti und S medicae sehr geeignete Untersuchungsobjekte, um
rhizobielle pH-Toleranzmechanismen effektiv zu itleneren. S meliloti ist durch
zahlreiche transkriptionelle und proteomische Amsaauf verschiedene Stressantworten
untersucht worden (Becket. al., 2004; Djordjevicet. al., 2003; Djordjevic, 2004; Hellweg
et. al., 2009; Krolet. al., 2004; Rubergt. al., 2003). Diese Vorkenntnisse sind essentiell, um
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transkriptionelle Analysen zu deuten. Da die gerscine Sequenz vdd medicae bisher noch
nicht verfigbar ist und transkriptionelldicroarray-Analysen daher nicht méglich sind,
bleibt eine detaillliertere Analyse abzuwarten.
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2. Zusatzliche Abbildungen und Tabellen
Cluster A 16 Genes Genename Product
4.0 sme04350 Multidrug efflux protein
5.7 sma0045 or ¢cah Carbonic anhydrase
2.5 sma1791 Hypothetical protein
3.2 smb20949 or exoV Putative pyruvyltransferase protein
.6 smb21025 Hypothetical protein
.3 smb2 1440 Hypothetical protein
.6 smc00671 or IpiA Transmembrane protein
3.7 sme0 1580 Hypothetical protein signal peptide
.5 smc01774 Hypothetical protein signal peptide
3.5 smc0 1855 Putative lysozyme
smc02365 or degP1 Probable serine prolease
smc02366 Probable two-component response regulator
smcl4267 Hypothetical protein
smc02367 Putative sensor histidine kinase transmembrane protein
smhb20954 or exoH Succinyltransferase protein
smb21026 Hypothetical exopeptide protein

Abbildung G-1: Heatmap von Cluster A . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.
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Cluster B 74 Genes Genename Product
sma0404 FMN-dependent dehydrogenase
smb20094 Putative phospholipase protein
smb20810 Putative O-acetyl transferase
smb20956 or exolL Putative glucosyltransferase protein
smb21441 Conserved hypothetical protein
smb21690 or exoW Glucosyltransferase protein
smc00792 Hypothetical transmembrane protein
smc02227 or fadB Putative fatty oxidation complex alpha subunit
smc04246 Hypothetical transmembrane signal peptide protein
sma0134 Conserved hypothetical protein
sma0210 Hypothetical protein
sma0211 Hypothetical protein
sma0293 Conserved hypothetical protein
sma0340 or wrbA2 WrbA2 flavoprotein
sma1264 Conserved hypothetical protein
smal705 Transcriptional regulator, MucR family
sma1831 Conserved hypothetical protein
sma1960 Conserved hypothetical protein
sma2061 Conserved hypothetical protein
sma2063 Sensor histidine kinase
sma2071 Conserved hypothetical protein
sma2259 Conserved hypothetical protein
sma2357 or cyaO Adenylate/guanylate cyclase
smb20007 or katC KatC
smb20011 Putative heavy-metal transporter
smb20086 Hypothetical protein
smb20227 or ndiA1 NdiA1
smb20359 Hypothetical protein
smb20704 or glgA2 Putative glycogen synthase protein
smb20713 Putative sugar uptake ABC transporter ATP binding protein
smb20944 or exoQ Putative polysaccharide polymerase, similar to Wzy protein
smb20946 or exoY Exopolysaccharide production protein
smb20950 or exoT Probable exopolysaccharide transport protein
smb20955 or exoK Endo-beta-1,3-1,4-glycanase protein
smb20959 or exoO Glucosyltransferase protein

smb20961 or exoP
smb21191 or trsA

ExoP
ABC transporter, ATP-binding and permease components

smb21211 Putative membrane protein

smb21446 or glgX2 Probable glycogen operon protein GlgX
smb21473 Conserved hypothetical protein

smb21516 Conserved hypothetical protein

sme00045 or cycF Probable cytochrome c556

sme00062 Hypothetical protein

smec00063 Hypothetical protein

smc00086 or cycG Putative diheme cytochrome c type signal peptide protein
smc00096 Hypothetical protein

smc00115 Conserved hypothetical protein

smc00280 Conserved hypothetical protein

smc00371 Conserved hypothetical protein

smc00612 Hypothetical protein signal peptide

smc00796 Hypothetical transmembrane protein
smc00800 Hypothetical transmembrane protein
smc00801 Hypothetical protein

smc00885 Hypothetical transmembrane signal peptide protein
smc01016 Hypothetical protein

smc01341 Hypothetical protein

smc01446 Hypothetical protein

smc01457 Probable acriflavine resistance protein
sme01583 Conserved hypothetical protein

sme01765 Hypothetical transmembrane protein
smc01788 Hypothetical protein

smc02181 or putA Proline dehydrogenase

smc02201 Conserved hypothetical protein

smc02242 Hypothetical transmembrane protein
smc02382 Conserved hypothetical protein

smc02403 Probable soluble lytic murein transglycosylase
smc02516 Putative transport system permease ABC transporter protein
smc02560 or chvl Transcriptional regulator protein

smc02731 Putative transposase protein

smc02854 Hypothetical signal peptide protein

smc03956 or tolA Hypothetical signal peptide protein

smc04173 Conserved hypothetical protein

smc04194 Putative transmembrane protein

smc00503 Conserved hypothetical protein

Abbildung G-2: Heatmap von Cluster B . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.
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Cluster C 31 Genes Genename Product
smec00591 Hypothetical signal peptide protein
smc01798 Conserved hypothetical protein
sma0081 ABC transporter, permease
sma1736 Transcriptional regulator, LysR family
smb20470 Hypothetical protein
smb20813 ABC transporter, ATP-binding and permease components
smb21258 Hypothetical adenylate cyclase truncated protein
smb21488 or cyoB Putative cytochrome o ubiquinol oxidase chain | protein
smb21491 Hypothetical exported protein

smb21566 or groELS
smc00642
smc02278
smc02306

sma1077 or nex18
sma1254

Putative heat shock protein groEL

Hypothetical transmembrane protein
Hypothetical transmembrane protein
Hypothetical protein

Nex18 symbiotically induced conserved protein
Hypothetical Protein

sma2353 Oxidoreductase

smb20015 Putative sugar ABC transporter

smb20960 or exoN UDPglucose pyrophosphorylase protein
smb21122 or mccA Putative methylcrotonoyl-CoA carboxylase
smb21188 Putative acyltransferase

smb21518 Hypothetical protein

smc00404 Hypothetical protein

smc01165 or iolC Putative sugar kinase protein

smc01281 Conserved hypothetical protein

smc01465 or creA Putative CreA protein

smc02351 Conserved hypothetical protein

smc02769 Conserved hypothetical transmembrane protein
smc02885 or msrA1 Probable peptide methionine sulfoxide reductase protein
smc02940 Hypothetical protein

smc00346 Hypothetical transmembrane protein
smb20965 Probable beta-lactamase

Abbildung G-3: Heatmap von Cluster C . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.

Cluster D 23 Genes Genename Product

sma1209 or fixi1
smc02520 or glpD

Fixl1 copper transport ATPase
Putative glycerol 3 phosphate dehydrogenase protein

smb20243 Putative glycosyltransferase protein

smb20344 Putative transcriptional regulator protein
smb20347 Putative transcriptional regulator protein
smb20367 Putative transcriptional regulator protein

smb20611 or dctA
smb21081 or manB

C4 dicarboxylate transport protein
Probable phosphoglucomutase phosphomannomutase protein

smc00141 Hypothetical protein

smc00147 Hypothetical protein

smc00976 Putative enoyl CoA dehydrogenase protein
smc00977 Putative acyl CoA dehydrogenase protein
smc01034 Hypothetical protein

smc01814 Probable glutamate synthase small chain protein
smc01815 Dihydropyrimidine dehydrogenase
smc02657 Hypothetical protein

smc03167 MFS-type transport protein

smc03168 Multidrug resistance efflux pump
smc03169 Transcription regulator TetR family
sma0914 Conserved hypothetical protein

smb20346 Putative efflux transmembrane protein
smc02150 Conserved hypothetical protein

smc02229 Putative acyl CoA dehydrogenase protein

Abbildung G-4: Heatmap von Cluster D . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.
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smc02509 or sitA Manganese ABC transporter periplasmic substrate binding protein
smc02634 Hypothetical transmembrane protein

smc02774 Putative ABC transporter periplasmic binding protein
smc02284 Hypothetical signal peptide protein

smc02506 or sitD Manganese ABC transporter permease

smc02507 or sitC Manganese ABC transporter permease

smc02508 or sitB Manganese ABC transporter ATPase

smc02755 or ahcY Probable adenosyhomocysteinase protein

smc03016 or visR VisR

smc03773 Hypothetical protein

smc03806 or ginK Probable nitrogen regulatory protein Pll 2

smc03807 or amtB Probable ammonium transporter protein

smc04325 or bmt Betaine-homocysteine methyltransferase

smb21176 or phoD Phosphate uptake ABC transporter periplasmic binding protein
smc00638 Putative heat resistant agglutinin 1 protein

smc01523 or emrE Putative methyl viologen/ethidium resistance transmembrane protein
smc01842 Probable transcriptional regulator

smc01843 or metF Probable methylenetetrahydrofolate reductase protein
smc02079 or fadL Long-chain fatty acid transport protein precursor

smc04346 or ilvC Ketol acid reductoisomerase protein

smc01109 or metK Probable S adenosylmethionine synthase protein

smb21177 or phoC Phosphate uptake ABC transporter ATP-binding protein

Abbildung G-5: Heatmap von Cluster E . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.

Genename Product

smc01950 or liviM High-affinity amino acid transport system permease protein
smc03027 or figB Flagellar basal body rod protein

smc03030 or flgG Flagellar basal body rod protein

smc03049 or figL Putative flagellar hook associated protein
smc03022 or motA Chemotaxis (motility protein A) transmembrane
smc03023 Conserved hypothetical protein

smc03024 or flgkF Flagellar basal body rod protein

smec03028 or figC Flagellar basal body rod protein

smc03029 or fliE Flagellar hook basal body complex protein
smc03047 or flge Flagellar hook protein

smc03051 or fIbT Putative flagellin synthesis repressor protein
smai1614 TRm1b transposase

smc02060 or [ppB Lipoprotein precursor

smc02371 Hypothetical transmembrane protein

smc04111 or cpaC1
sma0252
smb21273 or potD

Pilus assembly protein
Extracellular solute binding protein, TRAP-T type
Putative spermidineputrescine ABC transporter protein

smc00975 or mepU Probable chemoreceptor ransmembrane protein
smc01239 Hypothetical transmembrane protein

smc02400 Probable outer membrane protein

smc02488 Hypothetical transmembrane protein

smc03797 or metA Probable homoserine o succinyltransferase protein

Abbildung G-6: Heatmap von Cluster F . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.
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Cluster G 29 Genes Genename

Product

smb20604
smb20985 or nirD
smb20986 or narB

Putative amino acid uptake ABC transporter
Putative nitrite reductase [NAD(P)H], small subunit protein
Putative nitrate reductase, large subunit protein

smb21707 Putative amino acid uptake ABC transporter

sma0583 or nrtB Nitrate transporter, permease

sma0241 Epimerase

sma1649 ABC transporter, permease

sma2385 ABC transporter ATP-binding protein

smb20032 Hypothetical protein

smb20141 Putative oligopeptide ABC transporter ATP-binding protein
smb20142 Putative oligopeptide ABC transporter permease protein
smb20145 Hypothetical protein

smb20602 Putative amino acid uptake ABC transporter ATP binding protein
smb20603 Putative amino acid uptake ABC transporter permease protein
smb20605 Putative amino acid uptake ABC transporter periplasmic binding protein
smb20681 or gel Putative glyoxylate carboligase protein

smb20871 Putative dehydrogenase/freductase

smb20984 or nirB putative nitrite reductase [NAD(P)H], large subunit protein
smc00088 Hypothetical transmembrane protein

smc00409 Hypothetical signal peptide protein

smc00595 or ndk Probable nucleoside diphosphate kinase protein

smc01017 Putative acetyltransferase protein

smc02581 or gleB Probable malate synthase g protein

smc02582 Conserved hypothetical protein

smc02772 Sugar transport system permease protein

smc02773 Sugar transport ATP-binding protein

smc03112 or metH Probable 5-methyltetrahydrofolate-homocystein methyltransferase protein
smc04317 or afuA Solute-binding periplasmic protein precursor

smc01522 Hypothetical protein

Abbildung G-7: Heatmap von Cluster G . Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen
Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem

gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.

Cluster H 13 Genes Genename Product
Time after pH shift [min]
3 8 13 18 33 63
smc00107 Putative transcriptional regulator
smc01469 or mecpW Probable methyl accepting chemotaxis transmembrane protein
sma0855 or nodP1 ATP sulfurylasesmall subunit
sma2087 Hypothetical protein
smb21469 Hypothetical protein
smc01944 Peroxidase protein
smc01976 Putative deaminating carbon sulfur lyase protein
smc02034 Putative oxidoreductase protein
smc03036 or fliP Flagellar biosynthetic transmembrane protein
smc03960 Conserved hypothetical protein
smc04294 Putative peptide transport system permease ABC transporter protein
smc04333 Conserved hypothetical protein
smb21083 Probable transposase

Abbildung G-8: Heatmap von Cluster H

. Neben der Heatmap wird das jeweilige Gen und dessen

Genprodukt angegeben. Die Heatmap zeigt die Genexpressionen des jeweiligen Gens zu den
Zeitpunkten 3-, 8-, 13-, 18-, 33-und 63 Minuten nach Induktion des pH-Stresses bei pH 5,75 im
Vergleich zu einer bei pH 7 inkubierten S. meliloti 1021 Kultur. Die Zahlen entsprechen dem
gemessenen M-Wert des Gens zu dem jeweiligen Zeitpunkt, der Farbton visualisiert den M-Wert.
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Tabelle G-1: Liste differentiell exprimierte Gene (
Experimentes die fir regulatorische Proteine kodier

M2 1und M s -1) des Zeitreihen pH-Schock
en. Fir jedes identifizierte Gen (Spalte 1) ist

dessen Genprodukt angegeben (Spalte 2). Falls eine S. meliloti 1021 Integrationsmutante erstellt
werden konnte, wird zusétzlich das verwendete Integrationskonstrukt angegeben (Spalte 4). Die
erstellten Mutanten wurden auf VMM-Platten bei pH 7,0 und pH 6,0 auf einen pH abhangigen
Phéanotyp hin untersucht (Spalte 5).

S.meliloti 1021- Integrations- N
Genname Genprodukt Mutante ko%strukt Phéanotyp

sma0078 Transkrptioneller Regulator, Lacl Familie vorhanden pucl9 Nein
sma0114 Zwei-Komponenten Response Regulator vorhanden pucl9 Nein
sma0181 CspA7 Kalteschockprotein, transkriptioneller Regulator nicht vorhanden pucl9 Nein
sma0246 Transkriptioneller Regulator, GntR Familie vorhanden pucl9 Nein
sma0372 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pucl9 Nein
sma0760 FixT2 Anti-Kinase Protein, transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
sma0870 NodD1, Nod-Box abhéangiger transkriptioneller Aktivator vorhanden pucl9 Nein
smal0l4 HmrR, Schwermetallabhéngiger transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smal476 Transkriptioneller Regulator, AraC Familie vorhanden pucl9 Nein
smal632 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pucl9 Nein
smal705 Transkriptioneller Regulator, MucR Familie vorhanden pucl9 Nein
smal887 Transcriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Ja

smal954 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pucl9 Nein
smalo66 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pucl9 Nein
sma2015 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pk18mob Nein
sma2027 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pk18mob Nein
sma2412 RhrA, transkriptioneller Aktivator vorhanden pucl9 Nein
smb20078 Putativer Nitrat/Nitrit-Antwortsregulator vorhanden pk18mob Nein
smb20148 Putativer transkriptioneller Regulator nicht vorhanden pucl9 Nein
smb20276 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pk18mob Nein
smb20337 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smb20344 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smb20347 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smb20367 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smb20934 ExsF, putativer zwei-Komponenten Response Regulator nicht vorhanden Nein
smb20935 Exsl, putativer transkriptioneller Regulator nicht vorhanden Nein
smb21115 Putativer Response Regulator nicht vorhanden pucl9 Nein
smb21140 Transkriptioneller Regulator, IcIR Familie vorhanden pk18mob Nein
smb21272 Transkriptioneller Regulator, lacl Familie vorhanden pk18mob Nein
smb21434 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie nicht vorhanden Nein
smb21484 RpoES5, putativer RNA Polymerase Sigma E Faktor vorhanden pucl9 Nein
smb21535 Transkriptioneller Regulator, LysR Familie vorhanden pucl9 Nein
smc00163 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pk18mob Nein
smc00283 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smc00878 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smc01225 LsrB vorhanden pucl9 Nein
smc01226 Transkriptioneller Regulator, ArsR Familie nicht vorhanden pucl9 Nein
smc01260 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smc01419 RpoE1, putativer RNA Polymerase Sigma E Faktor vorhanden pk18mob Nein
smc01506 RpoE2, putativer RNA Polymerase Sigma E Faktor vorhanden pucl9 Nein
smc01842 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pucl9 Nein
smc02141 PhoU, méglicher Phosphat Transportsystem Regulator nicht vorhanden pucl9 Nein
smc02235 Putativer transkriptioneller Regulator nicht vorhanden pucl9 Nein
smc02366 RagA, putativer zwei-Komponenten Response Regulator vorhanden pucl9 Nein
smc02560 Chuvl, transkriptioneller Regulator nicht vorhanden Nein
smc02584 ActR, transkriptioneller Regulator vorhanden pk18mob Ja

smc02876 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pk18mob Nein
smc02888 Putativer transkriptioneller Regulator vorhanden pk18mob Nein
smc02976 Transkriptioneller Regulator, MarR Familie vorhanden pucl9 Nein
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S.meliloti 1021- Integrations- x
Genname Genprodukt Mutante ko?]strukt Phéanotyp
smc03015 VisN, transkriptioneller Aktivator vorhanden pk18mob Ja
smc03016 VisR, transkriptioneller Aktivator nicht vorhanden pucl9 Nein
smc03046 Rem, transkriptioneller Regulator vorhanden pk18mob Ja
smc03050 FlaF, Flagellinsynthese Regulator vorhanden pk18mob Nein
smc03051 FIbT, Flagellinsynthese Repressor vorhanden pucl9 Nein
smc03169 Transkriptioneller Regulator, TetR Familie nicht vorhanden Nein
smc03806 GInK, regulatorisches PII Stickstoffmetabolismus-Protein vorhanden pk18mob Nein
smc04348 Transkriptioneller Regulator, TetR Familie vorhanden pk18mob Ja

113



G. Anhang

3. Plasmidkarten
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4, Rohdaten der Microarray-Experimente

Rohdaten deMicroarray Experimente befinden sich auf der beiliegenden CD.
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