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Zusammenfassung

I Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untergliedert sich in zwei Teile. Ein Schwerpunkt lag in der Ent-
wicklung und Etablierung von molekulargenetischen Techniken fiir Clavibacter michiga-
nensis subsp. michiganensis (Cmm), dem Erreger der "Bakteriellen Welkekrankheit" der
Kulturtomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Der zweite Schwerpunkt lag in der Identi-
fizierung und Charakterisierung von Mutanten von Cmm, insbesondere mit verdnderter
Virulenz, die mit den neu etablierten Techniken erzeugt worden waren.

Als eine essentielle Voraussetzung fiir viele molekulargenetische Techniken, die eine hohe
Transformationseffizienz mit heterologer DNA in Cmm benétigen, wurde die Elektrotrans-
formation nach Cmm u. a. mit Hilfe einer Glycinbehandlung und dem Einsatz von nicht
methylierter DNA optimiert. Mit einer Erhhung der Transformationsrate um etwa den
Faktor 1000 auf ~5-10° Transformanten/ug DNA konnte die Voraussetzung fiir die
Transposon-Mutagenese, zur Erzeugung von zufdlligen Mutationen im Chromosom von
Cmm, und die Kassettenmutagenese mittels "gene-disruption"/"gene-replacement" geschaf-
fen werden. Mit dem Transposon Tn/409C - abstammend von IS7409 aus Arthrobacter sp.
(GARTEMANN und EICHENLAUB, 2001) - konnte ein Transposon-Mutagenese-System in
Cmm und anderen Clavibacter michiganensis-Subspezies etabliert werden, bei dem bis zu
3.000 Transposanten/ug DNA erhalten werden konnen.

Ausgehend von einer pigmentfreien Mutante wurde ein Operon identifiziert, welches die
gesamte Carotinoid-Biosynthese von Cmm bis zu dem potentiellen Csy-Carotin kodiert. In
einer Mutante mit verdndertem EPS konnte ein Gen identifiziert werden, das fiir ein sehr
groBes, wahrscheinlich zellwandassoziiertes Protein kodiert und Ahnlichkeiten zu Rhs-
Proteinen aufweist, dessen Funktion aber noch unklar ist.

Unter den ca. 1500 in planta getesteten Transposon-Mutanten von Cmm konnten mit Hilfe
eines verfeinerten Welkeindices drei Mutanten identifiziert und charakterisiert werden, die
eine deutlich verringerte Virulenz besalen. In zwei von ihnen war das Transposon in die
gleiche DNA-Region inseriert und hatte dort im Abstand von ca. 3,5 kb zwei ORFs unter-
brochen, deren Genprodukte Ahnlichkeiten zu Proteinen unbekannter Funktion aus den
pflanzenpathogenen Bakterien Xylella fastidiosa und Xanthomonas axonopodis pv. citri
aufweisen. Bei diesen konnte es sich um sekretierte Serin-Proteasen handeln. Hierin zeigen
sie Ahnlichkeiten zu den sechs ebenfalls in dieser GroBregion liegenden Homologen zu
dem Pathogenititsprotein Pat-1 des endogenen Plasmids pCM2. Diese auf einem ca. 130
kb groBen Vspl-Fragment liegende DNA-Region ist zumindest zum Teil in der dritten
Mutante deletiert, die die Wirtspflanze Tomate nicht mehr erfolgreich kolonisieren kann.
Alles deutet darauf hin, dass mit dieser DNA-Region ein fiir die Bakterien-Pflanzen-Inter-
aktion wichtiger Bereich gefunden wurde, in dem erstmals chromosomale Gene identifi-
ziert werden konnten, die zusétzlich zu den bekannten plasmidkodierten Genen pat-1 und

celA fir die Virulenz von Cmm notwendig sind.



Einleitung

II  Einleitung

1 Taxonomie, Morphologie und Physiologie von Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis

Die bakterielle Welkekrankheit der Kulturtomate (Lycopersicon esculentum Mill.) wurde
erstmals 1910 von SMITH beschrieben. Da die Erkrankung in Grand Rapids im Bundesstaat
Michigan/USA entdeckt wurde, nannte SMITH sie "Grand Rapids disease" und das verur-
sachende Bakterium "Bacterium michiganense". Spéter biirgerte sich flir die Erkrankung
die Bezeichnung "Bakterielle (Tomaten-)Welke" (im Englischen "bacterial wilt and can-
ker") ein. Die Namensgebung fiir das Bakterium kann auf eine wechselhafte Geschichte
zuriickblicken, die Ausdruck der Verfeinerung der taxonomischen Techniken in den letzten
100 Jahren ist: von Pseudomonas michiganensis (STEVENS, 1913) wechselte die Eingrup-
pierung tiiber Aplanobacter michiganense (SMITH, 1914), Phytomonas michiganense
(BERGEY et al., 1923), Mycobacterium flavum subsp. michiganense (KRASIL’NIKOV, 1945)
und Corynebacterium michiganense (JENSEN, 1934) zu dem 1986 von Davis eingefiihrten
und bis heute giiltigen Gattungsnamen Clavibacter, in den die pflanzenpathogenen Cory-
nebakterien ausgegliedert wurden. Die Gattung Clavibacter bildet inzwischen eine mono-
phyletische Gruppe (LEE ef al., 1997), die aus nur einer einzigen Art - Clavibacter michi-
ganensis - besteht, welche im Wesentlichen aufgrund der verschiedenen Wirtspflanzen in
fiinf Subspezies untergliedert wird: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm), Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus (Cmi), Clavibacter michiganensis
subsp. nebraskensis (Cmn), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (Cms) und Cla-
vibacter michiganensis subsp. tesselarius (Cmt). Clavibacter gehort zu der Klasse der
Actinobacteria (hoch GC-reiche, Gram-positive Bakterien) und wird aufgrund von
16S rRNA-Stammbidumen in die Gruppe der Microbacteriaceae eingeordnet (eine
Schwestergruppe der Micrococcaceae, zu der auch die Gattung Arthrobacter gehort)
(STACKEBRANDT, 1997). Den Microbacteriaceae gehoren neben Clavibacter die Gattungen
Agreia, Agrococcus, Agromyces, Cryobacterium, Cryocola, Curtobacterium, Frigoribacte-
rium, Leifsonia, Leucobacter, Microbacterium, Mycetocola, Okibacterium, Plantibacter,
Rathayibacter, Rhodoglobus, Subtercola und Xylanomicrobium an. Ein Grofteil der Gat-
tungen umfasst phytopathogene Arten.

Die Gattung Clavibacter zeichnet sich u. a. dadurch aus, dass vorwiegend die Menachino-

ne MK-10 und MK-9 in der Zellmembran vorhanden sind (COLLINS und JONES, 1983) und
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die Zellwand zu dem seltenen Peptidoglycantyp B2y gehort (DAVIS et al., 1984, DAVIS,
1986). Die Zellwand enthilt statt der fiir viele coryneforme Bakterien typischen meso-
Diaminopimelinsdure Diaminobuttersdure, und es sind keine Mycolsduren in der Zell-
membran vorhanden, was die Gattung z. B. von Corynebacterium abgrenzt. Trotzdem
gehoren beide Gattungen zu den sog. "coryneformen Bakterien" (SMITH ef al., 1986), die
bei der Zellteilung eine typische V-Form annehmen (sog. "snapping division") (BRYAN,
1930; BALOWS et al., 1992), welche leicht im Lichtmikroskop erkennbar ist (Abb. 1I.1 B
und C). Sie beruht auf dem ungleichmiBigen Aufreien der Zellwand bei der Zellteilung.
Oft trennen sich die Zellen nicht vollstdndig voneinander und verbleiben in kleinen Aggre-
gaten (Abb. II.1 B), insbesondere wihrend der logarithmischen Wachstumsphase. Das
Bakterium hat eine pleomorphe, meist hantel- oder keulenférmige Gestalt (griech.:
kopovn = Keule, als Kennzeichen fiir die coryneformen Bakterien) und eine Grof3e von

etwa 0,5 x 1 x 0,5 pum (BRYAN, 1930; STRIDER, 1969).

0.5 ym

Abb. II.1: A: Koloniemorphologie von Cmm NCPPB382 auf einer Agarplatte. B: lichtmikroskopische, C:
transmissions-elektronenmikroskopische Aufnahme von Cmm. Die bei der Teilung typische Abwinkelung
der Tochterzellen, die sog. "snapping division", ist deutlich zu erkennen. (Fotos: A: J. DREIER; B und C:
H. JAHR)

Auf Festmedien bildet Cmm die typischen kriftig gelb gefarbten Kolonien (Abb. 1.1 A),
die aufgrund der Produktion erheblicher Mengen von Exopolysacchariden (EPS) eine
schleimige Konsistenz aufweisen und bei ldngerer Bebriitung ineinander flieBen. Clavi-
bacter michiganensis ist strikt aerob, nicht sporulierend und unbegeil3elt.

Alle Subspezies sind Katalase-positiv, jedoch Kovacs-Oxidase-, Lipase-, Nitratreduktase-
und Urease-negativ (BALOWS et al., 1992). Cmm kann Citrat, Fumarat, Melezitose und

Mannitol als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen, nicht jedoch Formiat, Inulin,

3
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Malonat, Propionat, Rhamnose, Ribose und Sorbitol. Gelatine und Stérke konnen hydroly-
siert werden, jedoch kein Casein (DAVIS ef al., 1984). Nur fiir die Nutzung von Arabinose,
Dextrose, Galaktose, Glukose, Glyzerin, Levulose, Maltose, Mannit, Mannose, Saccharose
und Xylose als Kohlenstoffquelle liegen eindeutige Hinweise vor (BRYAN, 1930, VIDAVER
und MANDEL, 1974; DAVIS et al., 1984), die Nutzung anderer Zucker ist wahrscheinlich
stammabhéngig. Die Produktion einer a-Mannosidase, B-Xylosidase (DE BRUYNE et al.,
1992) und einer Endo-B-1,4-Glukanase/Zellulase (JAHR et al, 2000) sind fir Cmm
beschrieben, sowie einer Amylase fiir Cms (METZLER et al., 1997). Cmm bendtigt zum
Wachstum Nikotinsdure, Thiamin und L-Methionin im Medium (A. BURGER, unverdffent-
licht).

Die optimale Wachstumstemperatur liegt zwischen 25 °C und 28 °C (STRIDER, 1969). Der
durchschnittliche GC-Gehalt der DNA ist mit etwa 72 % sehr hoch (VIDAVER und MAN-
DEL, 1974; SASAKI et al., 1998; ENGEMANN, 2001). Cmm besitzt wahrscheinlich ein linea-
res Chromosom (K.-H. GARTEMANN, unverdffentlicht). Der von der Bielefelder Arbeits-

gruppe verwendete Stamm Cmm NCPPB382 wurde 1954 in England isoliert.

2 Die "bakterielle Tomatenwelke': Interaktion von Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis mit der Pflanze

Alle fiinf Subspezies der Art Clavibacter michiganensis sind Erreger von Krankheiten in

Pflanzen mit z. T. groBer wirtschaftlicher Bedeutung (SHIRAKAWA et al., 1991):

Clavibacter michiganensis | Wirtspflanze Erkrankung Quelle

subsp. michiganensis Tomate bakterielle Welke | SMITH, 1910; STRIDER 1969

(Lycopersicon esculentum)

subsp. insidiosus Luzerne Welke McCULLOCH, 1925
(Medicago sativa)

subsp. nebraskensis Mais Fleckenkrankheit | VIDAVER und MANDEL 1974;
(Zea mays) SCHUSTER, 1975

subsp. sepedonicus Kartoffel Ringfaule MANZER und GENEREUX, 1981

(Solanum tuberosum)

subsp. tesselarius Weizen Mosaik-Flecken- | CARLSON und VIDAVER, 1982

(Triticum aestivum) krankheit
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Bei der von Cmm verursachten bakteriellen Welke handelt es sich um eine systemische
Tracheobakteriose. Cmm gehort zu den wenigen pflanzenpathogenen Bakterien, die sich
primér iiber die Xylemgefifie in der Pflanze ausbreiten und dort vermehren kénnen und
erst im spateren Infektionsstadium in die umgebenden Gewebe und das Phloem eindringen.
Bisher wurden nur wenige Bakterien beschrieben, die das Xylem besiedeln konnen, z. B.
Leifsonia xyli (PURCELL und HOPKINS, 1996), ein Gram-positiver Endophyt in Bermuda-
gras, einige Gram-negative phytopathogene Bakterien, sowie endophytisch lebende Stick-

stoff-Fixierer der Gattung Azoarcus (REINHOLD-HUREK und HUREK, 1998).

C

Abb. I1.2: A: Typische unifaziale Fiederblattwelke, hervorgerufen von Cmm NCPPB382. Wihrend die Blat-

ter auf der linken Spross-Seite bereits welken, sind die Blatter auf der rechten Seite des Fiederblatts noch voll
turgeszent. B: Sprosslidsionen (englisch "canker") im spiteren Infektionsstadium. C: Durch Cmm verursachte

Fruchtflecken (englisch "bird's eyes"). (Fotos: A und B: J. DREIER, C: MISSISSIPPI STATE UNIVERSITY)

Das von der Tomate ausgebildete Krankheitsbild ist sehr charakteristisch. Zuerst fangen
die Blatter einer Seite, die von den befallen Leitbiindeln versorgt werden, zu welken an. Es
kann anfangs ein Verlust der Turgeszenz oder gleich ein tlitenformiges Einrollen der Teil-
blatter an den Blattseiten/-spitzen eines Fiederblatts nach oben beobachtet werden (unifa-
ziale Fiederblattwelke, Abb. 11.2 A). Die Blatter welken mehr und mehr, werden braun und
vertrocknen letztlich vollstdndig. Die Symptome breiten sich zuerst einseitig aus, spéter
auch auf die gesamte Pflanze. Im spidteren Verlauf treten, hervorgerufen durch massive
Gewebemazeration, so genannte "Sprossldsionen" (englisch "canker") auf (Abb. I1.2 B).
Hierbei reiflt der Spross oft an mehreren Stellen auf. Dies beeintrachtigt zunehmend die
Standfestigkeit der Pflanze und sie knickt letztendlich meist ab und verdorrt vollends.

Kommt es bei infizierten Pflanzen dennoch zur Ausbildung von Friichten, so tragen diese
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meist typische brdunliche Flecken, die von einem weiflen Hof umgeben sind (im Engli-
schen so genannte "bird's eyes"; siche Abb. 1.2 C) (STAPP ef al., 1956; STRIDER, 1969), da

Cmm in der Lage ist, in die Frucht einzudringen.

Abb. I1.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Xylemgefden der Tomate und der Besiedlung
mit Cmm in verschiedenen Auflésungen. A: Querschnitt durch mehrere Xylemgefédfie. Einige von ihnen noch
ohne Bakterien in ihrem Inneren (X), andere bereits von Cmm besiedelt (B), sodass praktisch das gesamte
Lumen ausgefiillt ist. B: Anschnitt von XylemgefdBen, Beschriftung wie in A. C: Hoher aufgeloste REM-
Aufnahme, Beschriftung wie in A. (Fotos: R. EICHENLAUB)

Bemerkenswerterweise werden im Xylem von Cmm extrem hohe Titer erreicht, die 10"
(MELETZUS et al., 1993; diese Arbeit) Bakterien pro g Frischgewicht der Pflanze iiber-
schreiten konnen. Die befallenen Leitbiindel sind fast vollstdndig ausgefiillt von Bakterien
(Abb. I1.3). Dies ist insofern erstaunlich, als der Xylemsaft von Pflanzen den geringsten
Anteil an Néhrstoffen aller pflanzlichen Gewebe enthédlt (PURCELL und HOPKINS, 1996): Er
enthadlt anorganische Ionen (ENGELS und MARSCHNER, 1993; DAMBRINE et al., 1995), Car-
bonsduren, eine Vielzahl von Aminosduren (SCHNEIDER et al., 1994) und Zucker
(ANDERSEN et al., 1995), allerdings nur in Konzentrationen im Millimolbereich, sowie
Spuren von Proteinen und Phytohormonen (BILES und ABELES, 1991; ELSE et al., 1994;
MOTOSUGI et al., 1996) und zusétzlich Glutamin und Arginin in iiberproportional hohen
Konzentrationen (ZIMMERMANN et al., 1994). Der pH-Wert ist mit pH 4,5 - 5,5 relativ
sauer (RICHARDSON und BAKER, 1982; ENGELS und MARSCHNER, 1993).

Urspriinglich wurde vermutet, dass ein physikalisches Verstopfen der Xylemgefile mit
Bakterien Ursache der Welkesymptome ist. Dies konnte jedoch widerlegt werden, da der
nicht mehr zur Auslosung der Welkesymptome fiahige Stamm CMM100, der in der Pflanze
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einen fast unverdndert hohen Titer erreicht, nur zu einer sehr geringen Reduktion der Bio-

masse im Vergleich zu uninfizierten Pflanzen fiihrt.

Proliferation in
Keimlingen

¢ Verbreitung tber
das Saatgut

Kolonisation von
Friichten und Samen

! N
Ausbreitung von Pflanze
zu Pflanze durch
Ausblatten und Ausgeizen

Infektion liber Wunden
in der Rhizosphére

Absterben der
infizierten Pflanzen

Uberdauern im Boden
in Pflanzenresten

Abb. I1.4: Infektionszyklus von Cmm (nach A. BERMPOHL).

Der Infektionszyklus von Cmm ist in Abb. 11.4 dargestellt. Ausgehend von einer infizierten

Pflanze kann die Verbreitung der Erkrankung prinzipiell auf drei Wegen vonstatten gehen.

Zum einen kann Cmm durch abgestorbene Pflanzen in den Boden gelangen und dort

durchaus mehrere Jahre liberdauern. Wenn neue Stecklinge in den Boden gepflanzt wer-

den, kann Cmm tiber kleine Wunden im Wurzelbereich in die Pflanze eindringen (WALLIS,

1977). Auf mit Cmm kontaminierten Béden sollen erst nach fiinfjdhriger Pause wieder
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Tomaten angebaut werden (ROTHWELL, 1968). Damit Cmm nicht in den Boden gelangt,
werden die Pflanzen gerodet und verbrannt. Zur Dekontamination des Bodens wird oft die
so genannte Solarisation angewendet, dabei wird das infizierte Feld mit schwarzen Kunst-
stoffplanen abgedeckt. Durch die Sonnenbestrahlung erhitzen sich die oberen Boden-
schichten so stark, dass praktisch alle Mikroorganismen abgetdtet werden.

Ein sehr wichtiger Ubertragungsweg von Cmm ist direkt von einer Pflanze zur nichsten bei
dem Vorgang des "Ausblattens" bzw. "Ausgeizens". Hierbei handelt es sich um eine Pfle-
gemafinahme im Tomantenanbau, bei der liberzdhlige Seitentriebe und Blitter abgeschnit-
ten werden, um die Biomasseproduktion der Pflanzen moglichst in die Ausbildung von
Friichten zu lenken. Dabei kann Cmm {iiber kontaminiertes Werkzeug sehr leicht und
effektiv von einer Pflanze auf die néchste iibertragen werden.

Wirtschaftlich relevant ist aulerdem die Verbreitung tiber infiziertes Saatgut. Cmm ist in
der Lage, liber das vaskuldre System auch in die Friichte von Tomatenpflanzen einzudrin-
gen (BRYAN, 1930). Es kommt durchaus vor, dass die Friichte nicht die typischen
weil3/braunen Fruchtflecken aufweisen, obwohl sie mit Cmm infiziert sind. Bei schwerer
Infektion der Friichte fallen diese oft ab, was zusammen mit den vor der Fruchtbildung
abgestorbenen Pflanzen zu groBen Ernteeinbuflen von 50 % bis zu 80 % fiithren kann
(NATTRAS und CICCARONE, 1946; BATES, 1963). In den Friichten persistiert Cmm auch in
den Samen unterhalb der Samenhaut (STAPP et al., 1956), jedoch nicht im Embryo oder
Endosperm (PATINO-MENDEZ, 1964). Dies fiihrt dazu, dass mit Cmm infiziertes Saatgut
nicht mit den iiblichen &uflerlich angewandten Desinfektionsmethoden, wie der Behand-
lung mit Quecksilberchlorid oder hypochloriger Sdure, sterilisiert werden kann, was die
Gefahr einer Ausbreitung durch kontaminiertes Saatgut ernorm verstirkt. Erschwerend
kommt hinzu, dass mit ziichterischen Mallnahmen bisher keinerlei resistente Kultivare der
Tomate erhalten werden konnten. Die einzige Moglichkeit, die Verbreitung von Cmm zu
verhindern, liegt folglich in der konsequenten Verwendung zertifizierten Saatguts (CHANG
et al., 1991). Insbesondere deshalb, da Cmm, wie auch Cms, in der EU unter die Quaranta-
neverordnung féllt (EUROPAISCHE UNION, 1995), die u. a. besagt, dass nur zertifiziertes
Saatgut im- bzw. exportiert werden darf. Gliicklicherweise gibt es mittlerweile hochspezi-
fische Nachweismethoden auf PCR-Basis fiir Cmm (DREIER, 1995; DREIER et al., 1995;
SANTOS et al., 1997; BURGER et al., unverdffentlicht), die die bis dato notwendigen lang-
wierigen Pflanzentests ablosen konnten. Trotzdem treten in praktisch allen Anbaugebieten

der Tomate immer wieder von Cmm ausgeloste Epidemien auf.
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3 Physiologische und genetische Grundlagen der Fihigkeit von Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis Welke auszulosen

Ein wichtiger Faktor in der Interaktion der meisten pflanzenpathogenen Bakterien mit
threm Wirt sind die Exopolysaccharide (EPS), die eine Vielzahl von wichtigen biologi-
schen Aufgaben libernehmen. Auch Cmm bildet eine dicke Schicht von EPS auf seiner
Oberfldache aus (vergl. auch Abb. 1.1 A). Als mit Wasser gefiillte Matrix um das Bakteri-
um helfen EPS vor der Austrocknung zu schiitzen (SUTHERLAND, 1977; LEIGH und
CoPLIN, 1992). EPS sind meist sauer, konnen als Ionentauscher wirken, geloste Mineralien
sowie Nihrstoffe konzentrieren und toxische Komponenten binden und so die Zelle vor
thnen schiitzen. In der Interaktion zwischen phytopathogenen Bakterien und ihren
Wirtspflanzen sind vielféltige Mechanismen beschrieben (vergl. DENNY, 1995): Die
Erkennung durch die Abwehr der Wirtspflanze kann durch EPS verhindert werden, die
Wirkung von Agglutininen und Lectinen kann abgeblockt werden, Phytoalexine und
reaktive Sauerstoffspezies konnen detoxifiziert werden (BRADSHAW-ROUSE ef al., 1981;
ROMEIRO et al., 1981; YOUNG und SEQUEIRA, 1986; KIRALY et al., 1997). Weiterhin
koénnen EPS die Adhidsion an abiotische und biotische Oberflichen beeinflussen, sowie
eine Infektion und Kolonisation der Wirtspflanze unterstiitzen oder erst moglich machen
(THARAUD et al., 1994; BERMPOHL et al., 1996; SAILE et al., 1997). Aullerdem ist eine
UV-B (280 - 320 nm) absorbierende Wirkung von EPS in Xanthomonas phaseoli
beschrieben (LEACH et al., 1957).

Das Molekulargewicht der EPS von Cmm liegt zwischen 1 und 10 MDa. Die Zusammen-
setzung der von Cmm gebildeten Exopolysaccharide wurde von VAN DEN BULK ef al.
(1991) und von BERMPOHL et al. (1993, 1996) aufgeklirt. Sie besteht aus L-Fucose, D-Ga-
laktose und D-Glukose im Gesamtgewichtsverhiltnis von 2:1:1, dekoriert mit Acetat- und
Pyruvat-Seitengruppen. Die EPS von Cmi sind identisch aufgebaut, bei Cms sind zuséitz-
lich Mannose-Reste enthalten. Fiir die EPS verschiedener Clavibacter michiganensis Sub-
spezies wurde ein Einfluss auf die Pathogenitéit postuliert (FULKERSON, 1960; RAI und
STROBEL, 1968; VAN ALFEN ef al., 1987; DENNY, 1995). Untersuchungen zeigten, dass die
EPS von Cmm eine Art Phytotoxin darstellen kénnten, da sie auf Schnitten des Epicotyls
von Tomaten Welke hervorrufen (VAN DEN BULK et al., 1989), die Auflésung der Thyla-
koidmembranen isolierter Chloroplasten bewirken (KRAMER und LEISTNER, 1986) und die
Regeneration von Minicalli von Tomatenpflanzen aus Tomatenprotoplasten verhindern

(VAN DEN BULK et al., 1990). Demgegeniiber konnte eine verdanderte Virulenz von Cmm-
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Mutanten, die nur noch ca. 10 % der urspriinglichen EPS-Menge produzieren, bisher nicht
nachgewiesen werden (BERMPOHL et al., 1996). EPS’-Mutanten konnten nicht erzeugt
werden, entweder ist dies letal fiir die Zelle, oder es existieren mehrere einander zumindest
teilweise komplementierende Biosynthesewege. Die EPS von Cmm kénnen also nicht der
wichtigste Faktor bei der Auslosung der Welkesymptome sein, auch wenn sie sicherlich
eine wichtige Rolle in der Bakterien-Pflanzen-Interaktion spielen, da z. B. Stimme von
Cmm, die ein verdndertes EPS produzieren, nicht mehr in der Lage sind, die Wirtspflanze
erfolgreich zu kolonisieren (BERMPOHL ef al., 1996).

Es konnte fiir Cmm gezeigt werden, dass die Pathogenitétsfaktoren plasmidkodiert sind
(MELETZUS et al., 1993; DREIER et al., 1997; JAHR et al., 2000). Im Gegensatz dazu hat das
51 kb groBe endogene Plasmid pCS1, welches in vielen virulenten Stimmen von Cms
vorhanden ist, keinen Einfluss auf die Virulenz (MOGEN et al., 1988). In den anderen
Subspezies konnte ebenfalls keine Korrelation zwischen Plasmidstatus und Virulenz
nachgewiesen werden (VIDAVER, 1982). Cmm trigt zwei endogene Plasmide, pCM1 (27,5
kb) und pCM2 (~72 kb) (Abb. IL. 5).

Abb. I1.5: Physikalische Karten der beiden endogenen Plasmide von Cmm, pCM1 (links) und pCM2 (rechts).
Dargestellt sind in konzentrischen Kreisen die Restriktionsfragmente und ihre Grofle bei der Spaltung mit
Bglll, Clal, EcoRV, Ncol, Stul und Xbal (pCM1) bzw. Bglll, EcoRI, Hindlll und Ncol (pCM2). Die Frag-
mente sind nach aufsteigender Grofle durchnummeriert. Die beiden schraffiert markierten Fragmente (Bgl-1,
pCM1 und Bgl-7, pCM2) zeigen die Position der beiden Pathogenitétsgene celd (pCM1) und pat-1 (pCM2)

an.
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Werden beide Plasmide (CMM100) bzw. nur eines von beiden (CMM101, nur pCM1 vor-
handen; CMM102, nur pCM2 vorhanden) durch ein Plasmid-Curing z. B. durch Kultivie-
rung bei erhdhter Temperatur entfernt, so dndert sich die Virulenz der erhaltenen Derivate.
CMMI101 und CMM102 zeigen eine leicht verringerte Virulenz, was sich in einer gering-
fiigig verzogerten und langsameren Ausbildung der Welke zeigt (vergl. auch Ergebnisse
Kapitel IV.B 1, Seite 89). Der Stamm CMM100 ohne Plasmide zeigt iiberraschenderweise
keinerlei Virulenz mehr, kann aber die Pflanze trotzdem in annidhernd gleichem Malle
kolonisieren wie der Wildtyp, wird also zu einem Endophyten. Da CMMI100 ebensoviel
EPS produziert wie der Wildtyp, unterstiitzt dies den Befund, dass der Wassertransport
nicht durch Kolonisation des Xylems und Bildung von EPS physikalisch so eingeschrinkt
wird, dass Welke resultiert. Dies zeigt weiterhin, dass die Gene, die zur Adhésion, Inva-
sion, Proliferation und Kolonisation der Wirtspflanze notwendig sind, chromosomal
kodiert sein miissen. Allerdings ist eine leichte Biomassereduktion bei den mit CMM100
infizierten Pflanzen zu beobachten. Auf jedem der beiden endogenen Plasmide konnte
jeweils ein Gen identifiziert werden, das Virulenz ausldst (vergl. Abb. IL5).

Bei dem auf dem 3,75 kb groBlen Bg/ll-Fragment von pCM2 lokalisierten Gen handelt es
sich um das pat-1-Gen (DREIER et al., 1997). Die Funktion von Pat-1 konnte bisher nicht
aufgekldrt werden. Abfragen in der BLAST-Datenbank (ALTSCHUL et al., 1997) ergeben
Ahnlichkeiten zu Serin-Proteasen vom Trypsin-Subtyp. Die fiir diese Proteinfamilie typi-
schen, konservierten katalytisch aktiven Aminosduren (das Histidin an Position 105, das
Aspartat an Position 124 und das Serin im GDSGG-Motiv an Position 231, vergl.
Alignment auf Seite 186 im Anhang) sind vorhanden. Ein putatives Sortase-Motiv an
Position 251 konnte auf eine kovalente Verankerung des Pat-1-Proteins in der Zellwand
hindeuten. Trotz intensiver Suche konnte bisher weder ein Substrat fiir Pat-1 noch eine
Proteaseaktivitit nachgewiesen werden. Auf dem Plasmid pCM2 liegen benachbart zu
pat-1 zwei weitere Gene, deren Genprodukte auf Aminosiureebene Ahnlichkeiten zu Pat-1
aufweisen. Die Gene wurden phpA und phpB genannt (fiir plasmidal homology of pat-1).
Werden sie einzeln oder zusammen in pDM302 kloniert in CMM100 eingebracht, so fiih-
ren sie nicht zu Welkesymptomen (PIEPER, 2002). Es existiert eine Kopie des pat-1 Gens
im Chromosom (Identitdt der DNA-Sequenz ca. 88 %), welche mit chpA bezeichnet wurde
(fiir chromosomal homology of pat-1) (MELKONYAN, 1993; I. GRAFEN, unverdffentlichte
Daten). Das Gen wird jedoch von zwei "frameshifts" und zwei Stopcodons unterbrochen

und das von 283 AS auf 97 AS verkiirzte Protein dirfte nicht funktional sein. Einen
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Einfluss auf die Virulenz scheint cipA nicht zu besitzen, wie der nicht virulente Stamm
CMM100 zeigt.

Auf dem 3,2 kb groBen Bg/ll-Fragment von pCMI1 liegt das cel4-Gen, welches fiir eine
Endo-B-1,4-Glukanase/Zellulase kodiert (JAHR et al., 2000). Uber die chromosomalen

Gene, die in die Bakterien-Pflanzen-Interaktion involviert sind, war bisher nichts bekannt.

4 Genetische Methoden fiir Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

4.1 Vektoren

Auf Basis der beiden endogenen Plasmide pCM1 und pCM2 sind fiir Cmm einige Shuttle-
Vektoren konstruiert worden. Dies ist eine der essentiellen Voraussetzungen, um genetisch
mit Cmm arbeiten zu konnen. Dazu wurden entsprechende Restriktionsfragmente der
Plasmide in Escherichia coli-Kloniervektoren inseriert, in Cmm transformiert und auf
Replikationsfahigkeit und Stabilitdt in Cmm getestet. Es stehen jeweils zwei Shuttle-Vek-
toren auf Basis von pCM1 - pDM302 und pDM306 (MELETZUS et al., 1993) - und auf
Basis von pCM2 - pHN205 und pHN216 (NAKHEI, 1993; LAINE et al., 1996) - zur Verfii-
gung (Karten siche Anhang, Abb. VIL.4 und VILS, Seite 162). Sie bestehen jeweils aus
dem Replikon von pCM1 bzw. pCM2, einem pBR-Replikon, einer Neomycin/Kanamycin-
Resistenzkassette (aph(3')-Ila) und zusitzlich einer Chloramphenicol- (cmx; TAUCH et al.,
1998) bzw. Gentamicin-Resistenzkassette (aacCl; WOHLLEBEN ef al., 1989). Die Repli-
kons sind mit etwa 8 kb leider sehr grof3 und singuldre Restriktionsschnittstellen zur Klo-
nierung von DNA-Fragmenten dementsprechend nur in sehr geringer Anzahl vorhanden.
AuBlerdem wurden bisher keine Ergebnisse dariiber verdffentlich, wie hoch die Stabilitit
der Vektoren ist, wenn sie zusammen mit den urspriinglichen endogenen Plasmiden in ein
und derselben Zelle vorhanden sind. Normalerweise wiirde man eine gegenseitige Ver-
dringung aufgrund von Inkompatibilitit erwarten (zur Replikation und Stabilitit von
Plasmiden sieche z. B. NORDSTROM und AUSTIN, 1989; AUSTIN und NORDSTROM, 1990;

WILLIAMS und THOMAS, 1992; DEL SOLAR ef al., 1998 und GERDES et al., 2000).
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4.2  Elektroporation/Elektrotransformation

Um mit Cmm genetisch arbeiten zu konnen, muss eine effiziente Methode zur Einbringung
von DNA vorhanden sein. Prinzipiell kommen dazu vier Methoden in Frage: die Proto-
plasten-Transformation, Konjugation, Transduktion und Elektrotransformation, auch Elek-
troporation genannt. Die meisten dieser Verfahren konnten fiir eine Transformation von
Cmm bisher nicht etabliert werden. Bisher sind keine Plasmide beschrieben, die von ande-
ren Spezies auf Cmm durch Konjugation transferierbar sind. Transfektion/Transduktion
mittels Phagen wurde bisher ebenfalls nicht beschrieben.

Die Protoplasten-Transformation ist ein sehr aufwendiges Verfahren mit oft groen Prob-
lemen bei der Reproduzierbarkeit und sehr schlechter bis méiBiger Transformationseffi-
zienz, sodass sich die Bemiihungen zur Etablierung eines nutzbaren Verfahrens auf die
Elektrotransformation konzentrierten. Bereits 1991 wurden von MELETZUS und EICHEN-
LAUB erste Ergebnisse zur Elektrotransformation von Cmm verdffentlicht, bei denen im
Wesentlichen das Elektroporationsprotokoll von E. coli mit leichten Modifikationen {iber-
nommen wurde. Die Transformationsraten blieben mit ca. 2,3 - 10° cfu/ug DNA unter
Verwendung homologer DNA sehr gering, aber erstmals war es tiberhaupt moglich, Cmm
zu transformieren. Eine verbesserte Methode fiir Cms wurde 1996 von LAINE et al.
beschrieben, bei der die Transformationseffizienz auf 4,6 - 10* cfu/ug DNA erhSht werden
konnte. Eine leicht verdnderte Version dieser Methode wurde 2000 von MELETZUS et al.
fiir Cmm ver6ffentlicht, doch ohne Zahlen fiir die Elektroporationseffizienz zu nennen.
Eine deutliche Erhohung lie sich aber anscheinend nicht erreichen. Beide Methoden ver-
wendeten eine Lysozymbehandlung der Zellen nach dem Aufarbeiten und vor der Elektro-
poration, um die Zellwand aufzulockern, was allerdings gewisse Probleme bei der Repro-
duzierbarkeit mit sich brachte.

Es wurde bereits 1991 bzw. 2000 von MELETZUS und Mitarbeitern beschrieben, dass Cmm
wahrscheinlich ein starkes Restriktionssystem besitzt, weil die Transformationsrate mit
heterologer DNA aus E. coli um den Faktor 50 - 100 gegeniiber homologer DNA verrin-
gert war. Fiir die effiziente Einbringung von Fremd-DNA, z. B. fiir eine Transposon-Muta-
genese mittels "Suicide"-Plasmid oder eine gezielte Mutagenese durch "gene-disruption”
bzw. "gene-replacement"”, reichten die Transformationsraten also nicht aus, sodass eine

Optimierung der Elektrotransformation von Cmm geboten war.
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4.3  Transposon-Mutagenese

Zur Inaktivierung und gleichzeitiger Markierung von Genen ist die Transposon-Mutage-
nese auch in Zeiten der Genomprojekte eine wichtige und hilfreiche Methode, da mit ihr
auch Gene identifiziert werden konnen, liber deren Funktion bisher nichts bekannt ist und
iber die mittels einer Analyse von Datenbankvergleichen keine Hinweise verfligbar sind.
Die bisher verwendete Methode der chemischen Mutagenese hat den Nachteil, dass nie
sicher ist, ob nur eine Mutation zu dem beobachteten Phéanotyp fiihrt und dass der Muta-
tionsort nicht markiert ist. Transposons gehoren, wie die IS-Elemente, zu den so genannten
mobilen genetischen Elementen (zur generellen Ubersicht zu IS-Elementen und Transpo-
sons siche GALAS und CHANDLER, 1989; MAHILLON und CHANDLER, 1998). Die auf ihnen
kodierte Transposase verleiht ithnen die Fahigkeit, sich durch Duplikation bzw. Exzision
und anschlieende Insertion an andere Stellen im Genom zu transferieren und das am Ziel-
ort evtl. vorhandene Gen zu unterbrechen. IS-Elemente besitzen fast ausschlielich nur ein
einziges offenes Leseraster, welches fiir die Transposase kodiert und von zwei ,,inverted
repeats* eingerahmt wird. Transposons tragen neben Genen, die in die Transposition invol-
viert sind, noch weitere Gene. IS-Elemente und Transposons kdnnen bzgl. der Insertions-
stelle eine mehr oder minder stark konservierte Konsensussequenz bevorzugen. Viele von
thnen besitzen jedoch keine solche Priferenz oder sie ist nur schwach ausgepréigt. Da sie
mit etwa gleicher Wahrscheinlichkeit in jedes Gen transponieren konnen, macht sie das zu
wertvollen Hilfsmitteln fiir die Genetik, sofern sie mit selektierbaren Markern versehen
sind bzw. versehen werden konnen.

Bisher war kein Transposon verfiigbar, welches in Cmm eingesetzt werden konnte. Im
Rahmen der Doktorarbeit von K.-H. GARTEMANN wurde in Arthrobacter sp. - einem nah
verwandten Aktinomycet - angrenzend an ein Operon, welches die Enzyme fiir die Dehalo-
genierung von 4-Chlorbenzoat, einem aromatischen, chlorierten Kohlenwasserstoff,
kodiert, ein neues IS-Element gefunden (IS/409, Abb. 11.6). Dieses war fiir die Konstruk-
tion einer Gruppe von artifiziellen Transposons (Tn/409, Abb. 11.7) geeignet. Die von K.-
H. GARTEMANN konstruierten Transposon-Mutageneseplasmide lieBen sich fiir die erfolg-
reiche Mutagenese in Arthrobacter einsetzen (GARTEMANN, 1999; GARTEMANN und EI-
CHENLAUB, 2001), und es gab erste Hinweise, dass sie auch zur Mutagenese in Cmm ver-
wendet werden konnten. Dem sollte u. a. in dieser Arbeit nachgegangen und, falls moglich,

das Verfahren optimiert werden.
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Abb. I1.6: Physikalische Karte des IS-Elements IS/409 aus Arthrobacter sp. (GARTEMANN, 1999; GAR-

TEMANN und EICHENLAUB, 2001). Das Transposase-Gen tnpA ist als Pfeil dargestellt, der linke bzw. rechte

"inverted repeat" (IRL/IRR) als gelbes Rechteck.
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Abb. I1.7: Physikalische Karte des artifiziellen Transposons Tn/409Cp (GARTEMANN, 1999; GARTEMANN

und EICHENLAUB, 2001). Gene sind als Pfeile dargestellt, der linke bzw. rechte "inverted repeat" (IRL/IRR)

als gelbes Rechteck. cmx: Chloramphenicol-Exporter-Gen (TAUCH et al., 1998); tnpA: Transposase-Gen von

1S7409/Tni409C.
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5 Problemstellung

In dieser Arbeit sollten mehrere Ziele verfolgt werden: Zum einen die methodischen
Grundlagen dafiir zu legen, dass es moglich wird, chromosomale Gene zu identifizieren,
die Teil der Bakterien-Pflanzen-Interaktion zwischen Cmm und der Tomate sind. Als Mit-
tel der Wahl ist hier die Etablierung der Transposon-Mutagenese zu nennen, um die chemi-
sche Mutagenese zu ersetzen. Als Voraussetzung dafiir ist eine hocheffiziente Methode zur
Einbringung von DNA in Cmm vonnéten. In diesem Fall sollte die Technik der Elektropo-
ration soweit optimiert werden, dass sie zur Transposon-Mutagenese mit Hilfe eines "Sui-
cide"-Vektors geeignet ist. Da die Transposition ein Vorgang ist, dessen Wahrscheinlich-
keit normalerweise im Bereich von ungefihr 107 bis 10™ liegt, sind die bisher in Cmm
erreichten Transformationsraten von ca. 10° cfu/ug DNA bei der Elektroporation eines
replizierenden Plasmids viel zu gering, um sinnvoll eine Transposonmutagenese durchfiih-
ren zu konnen.

Die Stabilitidt der von dem endogenen Plasmid pCM2 abstammenden Vektoren pHN205
und pHN216 (NAKHEI, 1993; LAINE et al., 1996) sollte iiberpriift werden, ebenso ob und in
wie starkem Mafe Inkompatibilitdt zwischen pCM1 und den daraus konstruierten Vekto-
ren pDM302 und pDM306 (MELETZUS et al., 1993) unter unselektiven Bedingungen auf-
tritt. Auch die Suche nach weiteren Plasmiden, die in Cmm stabil replizieren, aber keine
Derivate der endogenen Plasmide sind, sollte fortgefiihrt werden. Anhand der Charakteri-
sierung von Mutanten sollte die Transposonmutagenese auf Tauglichkeit und Reproduzier-
barkeit liberpriift werden.

Zum anderen sollten Mutanten identifiziert werden, die eine verdanderte Virulenz aufweisen
und es sollte versucht werden, diese ndher zu charakterisieren, um Einblicke darin zu
bekommen, welche chromosomalen Gene bzw. Genprodukte in der Adhédsion, Invasion,

Proliferation und Kolonisation von Cmm eine Rolle spielen.
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IIT Material und Methoden

III.A Material

1 Bakterienstimme

Stamm

Genotyp, wichtige Eigenschaften

Referenz

Escherichia coli

DH5aMCR F endAl supE44 thi-1 N recAl GyrAl gyrA96 relAl GRANT et al., 1990
deoR A(lacZYA-argF)-U169 $80dlacZAM15 mcrA
A(mrr hsdrMS mcrBC)
IM109 F' traD36 laql?, A(lacZ)M15, proAB/recAl, recAl, Y ANISCH-PERRON et al., 1985
endAl, gyrA96(Nal®) thi, hsdR17 (1, my"), supE44,
relAl, A(lac-proAB)
SCS110 dam™ dem” JERPSETH und KRETZ, 1993
WA337 F, dem-6, dam-3, metBl, galK2, galT22, lacY1, tsx-78, | Stammsammlung

supE44

WACKERNAGEL, Universitit
Oldenburg

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Cmm NCPPB382 virulent Lycopersicon esculentum (Tomate), pCM1 und | NCPPB’
pCM2
CMM100 Curing-Derivat von Cmm NCPPB382, plasmidfrei MELETZUS und EICHENLAUB,
1991
CMM101 Curing-Derivat von Cmm NCPPB382, pCM 1 MELETZUS und EICHENLAUB,
1991
CMM101g, Gm", pCM1, celd” JAHR, 2000

TM100p8 113-35

Transposon-Mutante von CMM 100, Cm",

weille Koloniefarbe

diese Arbeit

TM382p 324-50

Transposon-Mutante von Cmm NCPPB382, Cm",

verringerte Virulenz, nur pCM1

diese Arbeit

TM382p 330-18

Transposon-Mutante von Cmm NCPPB382, Cm",
kolonisationsdefekt, nur pCM1

diese Arbeit

TM382p 370-45

Transposon-Mutante von Cmm NCPPB382, Cm",

verringerte Virulenz, nur pCM1

diese Arbeit

TM382p 371-23

Transposon-Mutante von Cmm NCPPB382, Cm",
sehr schleimige Koloniemorphologie, nur pCM1

diese Arbeit
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Stamm

Genotyp, wichtige Eigenschaften

Referenz

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

CMM100(pHN205) Curing-Derivat von Cmm NCPPB382, pHN205 | ABT, 2003; diese Arbeit
CMM100(pHN216) Curing-Derivat von Cmm NCPPB382, pHN206 | ABT, 2003; diese Arbeit
CMM1016,(pDM302) Gm", NeoR, pCM1, celd’, pPDM302 ABT, 2003; diese Arbeit

TM100B 113-35
(pBA-113-35p)

Transposon-Mutante TM 1003 113-35 mit

Plasmid zur Komplementation

ABT, 2003; diese Arbeit

TM382p 330-18

Transposon-Mutante TM382f3 330-18 mit

ABT, 2003; diese Arbeit

(pBA-30-18) Plasmid zur Komplementation

Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus

Cmi NCPPB1109 virulent Medicago sativa (Luzerne) NCPPB’
Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis

Cmn NCPPB2579 virulent Zea mays (Mais) NCPPB’;

Vidaver und Mandel, 1974

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus

Cms Cs4 virulent Solanum tuberosum (Kartoffel) LAINE et al., 1996
Cms Cs7

Rathayibacter

R. iranicus NCPPB2253 virulent Triticum aestivum (Weizen) NCPPB’

R. rathayi NCPPB2980 virulent Dactylis glomerata (Knéduelgras) NCPPB’

*: National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, UK.

2 Pflanzenmaterial

Lycopersicon esculentum Mill. (Tomate)

cv. "Moneymaker"

GmbH

Erfurter Saatgut, N.L. Chrestensen, Erfurter Samen- und Pflanzenzucht
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3 Plasmide u

nd Vektoren

Plasmid

Resistenzen, wichtige Eigenschaften

Referenz

Escherichia coli-Kloni

ervektoren

pUCI3 Amp", lacZo-Komplementationssystem VIERA und MESSING, 1982;
pUCI18 Y ANISCH-PERRON et al., 1985
pUC19

pK18mob2 Km® lacZa-Komplementationssystem, RP4mob- | TAUCH et al., 1998
pK19mob2 Region zur Mobilisierung in E. coli S17-1 KIRCHNER und TAUCH, 2003
pT19mob2 Tet"

pK19MECA2 Km" | /acZa-Komplementationssystem, MECA- KIRCHNER und TAUCH, 2003
pT19MECA2 Tet® | mcs, RP4mob-Region diese Arbeit

pK18PolyF2 Km®, lacZa-Komplementationssystem, mcs zum KIRCHNER, 1999;

Versehen von "blunt-end"-Fragmenten mit "sticky
ends", RP4mob-Region

TAUCH et al., 2002

Transposon-Mutagenesevektoren

pKGT452Ca.

Amp", Cm®, pUC13 mit Tn/409Ca.

pKGT452Cp

Amp", Cm®, pUC13 mit Tn/409Cp

GARTEMANN und EICHENLAUB,
2001

"broad-host-range"-Vektoren

pBHKI18 Km"®, pNG2-Derivat KIRCHNER und TAUCH, 2003
pVLT31 Tet", RSF1010-Derivat DE LORENZO et al., 1993
pMMB207 Cm", RSF1010-Derivat MORALES et al., 1991
pSUP104 Km®, RSF1010-Derivat PRIEFER et al., 1985

E. coli-Cmm-Shuttleve

ktoren

pDM302 Km®, Cm", pCM1-Derivat MELETZUS et al., 1993
pDM306 Km®, Gm®, pCM1-Derivat
pHN205 Km®, Gm", pCM2-Derivat NAKHEIL 1993;
pHN216 LAINE et al., 1996
Cosmide
c0s2/27 Cosmid mit chromosomaler DNA aus Cmm von der GRAFEN, 2001; ABT, 2003
Genregion, die in TM100f 113-35 unterbrochen ist.
cos2/51 Cosmid mit chromosomaler DNA aus Cmm von der
Genregion, die in TM382f3 371-23 unterbrochen ist.
cos3/42 Cosmid mit chromosomaler DNA aus Cmm von der
Genregion, die in TM382f 330-18 unterbrochen ist.
cos4/55 Cosmid mit chromosomaler DNA aus Cmm von der

Genregion, die in TM382p 324-50/ TM382f 370-45

unterbrochen ist.

19




Material und Methoden

Plasmid

Resistenzen, wichtige Eigenschaften

Referenz

Plasmidkonstrukte dieser Arbeit

pOKPF-CmB cmx-Gen Pmll/BsaW1 aus pKGT452Cp in diese Arbeit
pK18PolyF2 (Smal) kloniert

pOKPF-CmH cmx-Gen Pmlil/BsaW1 aus pKGT452CB in diese Arbeit
pK18PolyF2 (Dral) kloniert

pOKPF-CmX cmx-Gen Pmll/BsaW1 aus pKGT452Cp in diese Arbeit
pK18PolyF2 (EcoRV) kloniert

pOKU9-CmBa. cmx-Gen BamHI aus pOKPF-CmB in pUC19(BamHI) kloniert | diese Arbeit

pOKU9-CmBAE PCR-Fragment EcoAD Spel/Ascl in diese Arbeit

pOKU9-CmBa (Spel/Ascl) kloniert

pOKU9-CmBAEAP

PCR-Fragment PstAD Rsrll/EcoRI in
pOKU9-CmBoAE (RsrIl/EcoRI) kloniert

diese Arbeit

pOKU9-CmBf PCR-Fragment SacAD Ascl/RsrlIl in diese Arbeit
pOKU9-CmBaAEAP (A4scl/RsrIl) kloniert
pOKU9-CmHef Per PCR mit HinclI-Schnittstellen versehenes cmx-Gen in diese Arbeit

pUC19 (Hincll) kloniert

pOKU9-113-35a

a-Orientierung | 5915 bp Bglll-Fragment aus cos2/27 in

pOKU9-113-358

B-Orientierung | PUC19 (BamHI) kloniert, enthilt

Carotionoid-Biosynthese-Operon von Cmm

diese Arbeit

pBA-113-350.

EcoR1/HindIlI-Fragment aus pOKU9-113-358 in pDM302
(EcoRl/HindII) kloniert, Plasmid zur Komplementation von
TM100B 113-35

ABT, 2003,
diese Arbeit

pOKK9-113-35Ea

2369 bp Eco47111-Fragment aus pOKU9-113-35a in
pK19mob2 (Smal) kloniert. Enthélt Ende des cr¢E- und Anfang
des crtBI-Gens.

diese Arbeit

pOKK9-113-35ANCma.

a-Orientierung | In Nrul-Deletion von pOKK9-113-35Ea

pOKKO9-113-35ANCmp

kloniertes cmx-Gen (Hincll) aus pOKU9-
CmHecf

B-Orientierung

diese Arbeit

pTI9MECA2::30-18a 4334 bp Kpnl/Notl-Fragment aus cos3/42 in pTI9MECA2 ABT, 2003,
(Kpnl/Notl) kloniert, enthélt GTP-Pyrophosphokinase-Gen diese Arbeit

pBA-30-18a. 4334 bp EcoRI/Mfel-Fragment aus pT19MECA::30-18a. in ABT, 2003,
pDM302 (EcoRI/Mfel) kloniert, Plasmid zur Komplementation | diese Arbeit

von TM382f3 330-18
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4 Niéihrmedien

Die Angaben der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich auf 1000 ml H,O deionisiert. Abweichungen

sind gesondert angegeben.

TBY-Medium 10

C-Medium 10

SB-Medium 10

16

91
20

SOC-Medium 20,0
5,0
3,9
2,5
2,1
0,6
0,2

g 0Q 0Q 09

gQ 0 0Q 0O

ml

ml

gQ 0o 0o 09 O3 09 O0OQ

Pepton
Hefe-Extrakt
NaCl

pH 7,5

Pepton
Hefe-Extrakt
NaCl
Glucose

pH7.2-74

Trypton

Hefe-Extrakt

NaCl

Agar (fiir Festmedium)

in 600 ml H,O deionisiert

Sorbitol

1 M MgCl,

5 M CaCl,

in 400 ml H,O deionisiert,

getrennt autoklavieren, dann zusammengeben

Trypton
Hefe-Extrakt
Glucose
MgSO,- 7 H,0
MgCl, - 6 H,O
NaCl

KCl

pH 7,0
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5 Medienzusitze
Festmedium: 16 g Agar pro 1000 ml Medium
Antibiotikum Abk. Selektion in Selektion in Losungsmittel Lager- Bezugsquelle
E. coli Cmm temperatur
Ampicillin Amp | 150 pg/ml - H,0 4°C Roth
Chloramphenicol | Cm 10 pg/ml’ 10 pg/ml 70 % EtOH 4°C Sigma
Gentamicin Gm 40 pg/ml 10 pg/ml H,0 4°C Sigma
Kanamycin Kan 50 pg/ml - H,0 4°C Sigma
Neomycin Neo — 50 pg/ml H,0 4°C Sigma
Tetrazyklin Tet 5 pg/ml ng.’ 50 % EtOH 4°C Serva
X-Gal® — 30 pg/ml — DMF* 20 °C Roth
6 Puffer und Losungen

6.1  Puffer zur Resuspension/Lagerung von Bakterien

Die Angaben der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich auf 1000 ml H,O deionisiert. Abweichungen

sind gesondert angegeben.

PS-Puffer 7 g Na,HPO, - 2 H,0
5¢g NaCl
3 g K,HPO,
pH 7,0
TES-Puffer 7 g Na,HPO, - 2 H,0
5¢g NaCl
3 g K,HPO,
pH 8,0

: Bei Selektion auf die vom cmx-Gen (TAUCH, ef al., 1998) vermittelte Resistenz.

: nicht getestet

: X-Gal: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-p-D-Galaktosid fiir lacZ-a-o-Komplementation.
: DMF: Dimethylformamid

N N
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6.2

Losungen und Puffer fiir Gelelektrophorese

Die Angaben der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich auf 1000 ml H,O deionisiert. Abweichungen

sind gesondert angegeben.

Agarose-Losung 0,8-2
Ethidiumbromid-Losung 10
Gel-Lade-Puffer 0,03
40

117

TBE-Gelpuffer (10x) 108
9,3

55

TA-Gelpuffer (50x) 40
10

1

6.3

% [wW/v]

mg/ml

% [wW/v]

% [wW/V]
mM

mM

Agarose in TA-/TBE-Gelpuffer aufkochen

in Hzo

Bromphenolblau
Glyzerin
EDTA

Tris-Base
EDTA

Borsdure

Tris-HCl
Na-Acetat
EDTA
pH8.5

Losungen und Puffer fiir DNA-Isolierung (Eckhardt-Lyse, alkalische Lyse)

Die Angaben der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich auf 1000 ml H,O deionisiert. Abweichungen

sind gesondert angegeben.

DNase/RNase-Losung 1

150
44

E1F-Puffer 1
20

vor jeder Lyse frisch hinzugeben: 10

20

mg/ml
mg/ml
mM

% [v/v]

mM
% [w/v]
% [w/v]

pg/ml

mg/ml

DNase I
RNase A
NaCl
Glyzerin

in H,O bidest.

Portionsweise bei -20 °C lagern

EDTA
Saccharose
Ficoll 400
pH 8,4
autoklavieren

RNase A (DNase-frei)
Lysozym
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AK 1

AK III

AK 1V

HB1-Losung

HB2-Lésung

HB3-Ldsung

P1

P2

P3

Phenol (Kirby-Mix)

Phenol/Chlorophorm

6,7
50

250
50

20

50
20

50
25
10

0,4

50
10
100

200

3

% [w/v]
mM
mM

mM

% [w/V]
mM
mM

N
% [w/v]

mM
pug/ml

mM
% [w/V]

M

Saccharose
Tris-HCI
EDTA

pH 8,0

EDTA
Tris-HCl

SDS
Tris-HCI
EDTA
pH 8,0

Glukose
Tris-HCI
CDTA
pH 8,0

NaOH
SDS

Na-Acetat
pH 4,8

Tris-HCI
EDTA
RNase A
pH 8,0

NaOH
SDS

K-Acetat
pH 5,5

Phenol bei 68 °C schmelzen.

0,1 % Hydroxychinolin hinzufiigen.
Je eine Extraktion mit 1 M, 100 mM, und 50 mM Tris-HCI-Puffer
(pH 8,0) bis der pH-Wert der wiéssrigen Phase iiber 7,5 liegt.

Phenol (Kirby-Mix) mit Chloroform im Verhiltnis 1:1 mischen.
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6.4  Losungen zur Behandlung von Agarosegelen fiir Southern-Hybridisierungen

Die Angaben der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich auf 1000 ml H,O deionisiert. Abweichungen

sind gesondert angegeben.

Depurinierungslésung

(Blot I)

Denaturierungsldsung

(Blot II)

Neutralisierungslosung

(Blot IIT)

0,25

1,5

0,5

1,5
0,5

HCl

NaCl
NaOH

NaCl
Tris-HCl
pH 7,5

6.5  Puffer und Losungen fiir Hybridisierungen

Die Angaben der einzuwiegenden Substanzen beziehen sich auf 1000 ml H,O deionisiert. Abweichungen

sind gesondert angegeben.

DIG-Blocking-Stammldsung

DIG-Férbelosung

DIG-Hybridisierungsldsung

DIG-Prihybridisierungslosung

DIG-Puffer 1

DIG-Puffer 2

10

45
35

0,5
0,1
0,02

0,1
0,15

% [w/v]

ul
ul

% [V/V]
% [w/v]
% [w/v]

%

DIG-Blocking-Reagenz in DIG-Puffer 1

NBT
BCIP
zu 10 ml DIG-Puffer 3 hinzufiigen

DIG-Prahybridisierungslosung mit DIG-markierter
DNA-Probe

SsSC
Blocking-Stammlosung
N-Laurylsarkosyl

SDS

Maleinsdure
NacCl

pH 7,5

DIG-Blocking-Stammldsung in DIG-Puffer 1
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DIG-Puffer 3

DIG-Waschpuffer

20x SSC

Waschpuffer I

Waschpuffer I1

100
100
50

3,0
0,3

2

0,1

0,1
0,1

mM

X

% [w/v]

X

% [wW/v]

7 Enzyme, Chemikalien und Kits

Tris-HCI
NaCl
MgCl,
pH 9.5

DIG-Pufter 1 mit 0,3 % (v/v) Tween 20
NaCl
Na-Citrat

pH7

SSC
SDS

SSC
SDS

7.1  Enzyme

Bezugsquelle Enzym

Roche Alkalische Phosphatase, Klenow-Polymerase
New England Biolabs Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase
Serva RNase A

Sigma Lysozym
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7.2 Chemikalien und Kits

Bezugsquelle Chemikalien / Material
Amersham Hybond N-Filter
Biozym Agarose Seakem LE

Eurogentec, Equibio

Elektroporations-Kiivetten (2 mm Elektrodenabstand)

GibcoBRL Select Agar, Select Pepton 140, Select Hefe Extrakt

Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick Gel Extraction Kit,
Taq PCR Core Kit, QIAquick PCR-Purification Kit

Roche DIG DNA Labelling and Detection Kit, Nitrobluetetrazolium (NBT), 5-Brom-
4-Chlor-3-Indolylpyrophosphat (BCIP), Blocking Reagenz

Roth Glasperlen, Glyzerin, Glycin, Natriumchlorid, Tween 80

Schleicher und Schuell Nylon-Membran

Serva Bromphenolblau, N-Laurylsarkosyl, Silikonisierungslosung

Sigma Dimethylformamid, EDTA, EGTA, Mineral6l, Natriumhydroxid, Sorbitol, Tris-
HCI, Triton-X-100

Merck alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Chemikalien

Whatman 3 MM Papier

8 Geriite

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415 D, Firma Eppendorf

Kiihlzentrifuge, Hermle Centrikon H-401, Firma Kontron

Elektroporationsgerit, Gene Pulser mit Pulse Controller, Firma BioRAD

UV-VIS-Spektrometer, UV-1202, Firma Shimadzu

RoboCycler Gradient 96, Firma Stratagene
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9 Oligonukleotid-Primer fiir PCR und Standardsequenzierungen
Primer bp | Nukleotidsequenz 5'— 3'

S113-35#1 19 |CTG GAA GGG CAC CAT CCT C
S113-35#2 19 |CAT GGA GCT GCT CTC CTT C
S71-23#1 21 |CTA TTC CTA CAA GCG TCT AAG
S71-23#2 19 |GAA ATA GGC AGG TGG TAG C
S30-18#1 19 |[CGA AGC CTT ATT CGC AAG G
S30-18#2 20 |TGT GAA AGC GAA TCT AGA GC
S24-50 XF0531#1 20 CAT GAA TGG CCT ATA TGA GC
S24-50 XF0531#2 21 |CAT AGT AAA CCC ATA CTA TCC
S24-50 XF1434#1 21 CTT CAT TGA TGA CAT GTG CAG
S24-50 XF1434#2 18 GCT GCT GCT GCT CGG TAG

Neo pDM1 18 [GCT TTC TTG CCG CCA AGG

Neo pDM2 19 |GAA CTC CAG CAT GAG ATC C
EcoA 22 |CCT TGA ACC ACT AGT TAC GAC G
EcoB 21 |CGA GCA TGA ACT CTG AAG TGC
EcoC 21 |GCA CTT CAG AGT TCA TGC TCG
EcoD 20 |CGA ACA CGA GAA GGC AAA CG
PstA 20 |[CGA CTA TCA GAT CAA CGA CC
PstB 20 |CCG CAG CAG CTC CGA TAT TC
PstC 17 |GAG CTG CTG CGG GGC CC

PstD 21 |CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC
SacA 21 |CAT TCG CAG TCG GTA TGG TCG
SacB 21 |CAA CTG GCT GAG CTG GAC ACG
SacC 21 |CGT GTC CAG CTC AGC CAG TTG
SacD 21 |GAT CCA GCC TGT CAG CAA TAG
ISN2 22 |CAT GCA GTT GCG CCC ACT ACA C
ISC2 22 |GGA ACC TCA CCA ACT ACA TAG C
IRL (ISN, cmx)-203 21 |GTT GGT GTT CTC GTT GGT TGG
IRR (ISC, thpA)-211 23 |CAT CCA AGG AAA GAA GCT CAT GC
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I11.B Methoden

1 Bakterienanzucht/-lagerung

1.1 Anzucht von Escherichia coli

Kulturausstriche von E. coli werden auf TBY-Agar iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fliissig-
kulturen werden durch Beimpfen von 5 ml TBY-Medium mit einer Einzelkolonie und anschlieBender Inku-
bation tiber Nacht bei 37 °C im Roller angezogen. GréBere Volumina werden im Erlenmeyer-Kolben bei

37 °C und 200 U/min im Luftschiittler inkubiert.

1.2 Anzucht von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Kulturausstriche von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) werden auf TBY- oder C-Me-
dium-Agar iiber 2 - 4 Tage bei 25 - 28 °C im Brutschrank inkubiert. Fliissigkulturen werden durch Beimpfen
von 50 ml TBY-Medium im Erlenmeyerkolben und anschlieBender Inkubation {iber 2 - 4 Tage bei 25 - 28 °C
und 200 U/min im Luftschiittler angezogen.

1.3  Konservierung von Bakterienkulturen (Gefrier-/Glycerinkultur)

e  Bakterien einer gut gewachsenen Kultur (von Festmedium oder aus Fliissigkultur) in ein
Eppendorfgefal iiberfiihren.

e 400 ul PS-Puffer hinzufiigen und sehr gut resuspendieren.

e 600 ul 87 % Glyzerin hinzufiigen, mischen.

e Lagerung bei —80 °C

Bakterien aus diesen Kulturen sind iiber mehrere Jahre lebensfihig.

1.4  Titerbestimmung von Bakterien in Fliissigkultur

Das Wachstum von Bakterien in Fliissigkultur kann durch Messung der optischen Dichte (0.D. = Extinktion)
bei einer Wellenldnge von 580 nm mittels Photometer verfolgt werden. Als Referenz dient das sterile Me-
dium, in dem die Bakterien angezogen wurden. Eine 0.D.s5g9 von 0,1 entspricht bei E. coli einem Lebendtiter

von ca. 2 - 107 Zellen/ml, bei Cmm entspricht sie einem Lebendtiter von ca. 1 - 10* Zellen/ml.
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2 DNA-Isolierung

2.1  Isolierung von Gesamt-DNA aus Clavibacter michiganensis subsp. michiganen-

sis (nach HOPWOOD et al., 1985, modifiziert)

e Bakterien von der Agar-Platte in ein Eppendorfgefil iiberfiihren.

o Zellen in 500 pl AKI-Losung (mit 10 mg/ml Lysozym) resuspendieren.

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

e 200 ul 5 % SDS hinzufiigen, invertieren.

e 10 min bei 70 °C inkubieren.

e Langsam auf RT abkiihlen lassen.

e 200 pul Phenol/Chloroform 1:1 (neutral) hinzufiigen, mischen.

e 20 min bei 13.000 U/min zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf).

o Uberstand in neues Eppendorfgefif iiberfiihren.

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

e Invertieren, bis die DNA ausfallt.

e Ausgefallene DNA in 1 Vol. 70 % Ethanol iiberfiihren. (Entweder auf eine Pasteurpipette aufwickeln
oder mit einer gelben Spitze "fischen".)

e Diesen Waschschritt je nach Verunreinigung eventuell wiederholen.

e DNA in neues Eppendorfgefal3 iiberfiihren.

e 200 ul H,O bidest. hinzugeben.

e DNA 30 min bei 37 °C oder ii/N bei RT Iosen.

e Lagerung der DNA bei 4 °C

2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

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

e 1,5 ml i/N-Fliissigkultur 5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf).

e Uberstand entfernen.

e Zellpellet in 200 ul P1-Puffer resuspendieren (alternativ konnen Zellen von einer Stocherplatte abge-
nommen und resuspendiert werden).

e 200 pl P2-Puffer hinzufiigen, 4 - 6 x invertieren, max. 5 min bei RT inkubieren.

e 200 pl 4 °C kalten P3-Puffer hinzugeben, sofort 4 - 6x invertieren.

e 20 min bei 13.000 U/min zentrifugieren.

e Uberstand in neues Eppendorfgefa iiberfiihren.

e 600 pul Isopropanol hinzugeben, mischen.
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e 30 min bei 13.000 U/min zentrifugieren.

e Uberstand entfernen.

e Pellet mit 500 ul 70 % (v/v) Ethanol waschen, Uberstand vollstindig abziehen.
e 5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren.

e  DNA-Pellet trocknen und in 50 pl H,O bidest. oder 50 pl TE-Puffer (pH 8,0) resuspendieren.

2.2.2 Plasmidisolierung aus Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (nach

ANDERSON und MCKAY, 1983, modifiziert)

e 4x 125 ml Cmm-Kultur bis zur Log-Phase im Erlenmeyerkolben anziehen.

e 15 min bei 8.000 U/min in der Kiihlzentrifuge (Rotor A6.9) bei 4° C abzentrifugieren.

e Pellet in 2,5 ml AK I resuspendieren.

e 10 ml AK I mit 12,5 mg/ml Lysozym hinzugeben, mischen.

e 60 min bei 37 °C inkubieren

e 1,25 ml AK III zugeben.

e 0,8 ml AK IV zugeben, kurz mischen.

e 15 min bei 37 °C inkubieren.

e 30 s kriftig vortexen.

e 0,8ml3 M NaOH zugeben, 10 min mischen durch invertieren.

e 1,25ml2 M Tris-HCI (pH 7,0) zugeben und 3 min mischen durch invertieren.

e 1,8 ml5 M NaCl zugeben, kurz mischen.

e 10 ml Kirby-Mix zugeben, kriftig mischen.

e 20 min bei 12.000 U/min in der Kiihlzentrifuge (Rotor A8.24) bei 4° C abzentrifugieren.

e Uberstand in ein neues Zentrifugenrdhrchen iiberfiihren und 1 Vol. Isoamylalkohol/Chloroform (1:24)
zugeben, mischen.

e 10 min bei 12.000 U/min in der Kiihlzentrifuge (Rotor A8.24) bei 4° C abzentrifugieren.

e Uberstand in ein neues Zentrifugenrdhrchen iiberfiihren und 1 Vol. Isopropanol zugeben, mischen.

e DNA 60 min bei -70 °C fallen.

e  DNA 30 min bei 12.000 U/min in der Kiihlzentrifuge (Rotor A8.24) bei 4° C pelletieren.

Zur effizienten Plasmidisolierung aus Cmm wird 1 1 Kultur aufgearbeitet.

e Uberstand vollstindig abziehen. DNA trocknen.

o Alle vier Pellets zusammen in 4,7 ml TE-Puffer resuspendieren.

e  CsCIl-EtBr-Dichtegradientenzentrifugation
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3 DNA-Reinigung (und -Konzentration)

3.1 CsCI-EtBr-Dichtegradientenzentrifugation

4,7 ml DNA in TE-Puffer.

e 4,7 g CsCl zugeben.

e 0,4 ml EtBr-Losung hinzugeben.

e 60 min bei 20.000 U/min in der Kiihlzentrifuge (Rotor A8.24) bei 15° C abzentrifugieren. ("clearing
spin")

e  Losung tiberfithren in "Quickseal"-Réhrchen.

e  Rohrchen luftblasenfrei verschlieBen.

e /N bei 50.000 U/min in der Ultrazentrifuge (Rotor VTI 65) bei 15° C abzentrifugieren.

e Unter UV-Bestrahlung (A = 254 nm) werden im Dichtegradienten zwei Banden sichtbar. Die untere ccc-
Plasmid-Bande wird mit einer 1 ml Spritze abgezogen und in ein Eppendorfgefal iiberfiihrt.

e  Extraktion des EtBr: 1 Vol. CsCl-gesittigtes Isopropanol hinzugeben, mischen. (3 - 4 x wiederholen, bis
die Losung farblos bleibt.)

e Dialyse: 2 x 4 h gegen 2 | TE-Puffer.

3.2 Alkoholfillung

3.2.1 Ethanolfillung

e 1 Vol. DNA-L&sung

e 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat (pH 8,0) hinzufiigen.

e 2 Vol. Ethanol hinzufiigen, invertieren.

e 30 min bei 13.000 U/min zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf).
e Uberstand entfernen.

e  Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol waschen.

e 15 min bei 13.000 U/min zentrifugieren.

e  Pellet trocknen und in H,O bidest. oder TE-Puffer (pH 8,0) resuspendieren.

3.2.2 Isopropanolfillung
e 1 Vol. DNA-L6sung.

e 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat (pH 8,0) hinzufiigen.

e 1 Vol. Isopropanol hinzufligen, invertieren.
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3.3

3.4

30 min bei 13.000 U/min zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf).
Uberstand entfernen.

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

15 min bei 13.000 U/min zentrifugieren.

Pellet trocknen und in H,O bidest. oder TE-Puffer (pH 8,0) resuspendieren.

Phenolisierung (SAMBROOK ef al., 1989)

1 Vol. DNA-Losung.

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

10 min bei 13.000 U/min zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf).
Uberstand in neues Eppendorfgefif {iberfiihren.

AnschlieBend Isopropanolfillung des Uberstandes.

Sephadex-Behandlung (nach SAMBROOK et al., 1989)

Durch Sephadex-Saulenchromatographie (bestehend aus dem hochmolekularen Glukose-Polymer Dextran)

konnen Substanzen anhand ihres unterschiedlichen Elutionsvolumens getrennt werden. Dieses ist weitgehend

proportional zum Molekulargewicht der Substanzen. Das Ausschlussvolumen der Dextran-Matrix erlaubt

kleineren Molekiilen (wie Verunreinigungen durch Salze, Nukleotide, Phenol usw.) das Eindringen in das

Material, nicht jedoch DNA-Makromolekiilen. Die Verunreinigungen werden so zuriickgehalten, die DNA

befindet sich im salzfreien Eluat.

Sephadex G50 Pulver in H,O bidest. quellen lassen, autoklavieren.

Silikonisiertes Glaskiigelchen (& ca. 2,5 mm) in blaue Pipettenspitze geben.

Silikonisierung: Glaskiigelchen in Silikonisierungslosung fiir 1 h bei 100 °C backen.
Pipettenspitze in Weichagar-Réhrchen stellen.

800 pul Sephadex G50-Losung in die Pipettenspitze fiillen.

Rohrchen 15 min bei 3.000 U/min zentrifugieren.

Spitze in ein neues Weichagar-Réhrchen stellen.

DNA (mind. 30 pl, sonst mit H,O-bidest. auffiillen) auf das Sephadex G50 in der Pipettenspitze
auftragen.

15 min bei 3.000 U/min zentrifugieren.

Gereinigtes DNA-Eluat weiterverwenden.
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3.5 Bestimmung der DNA-Konzentration (SAMBROOK ef al., 1989)

Die DNA- (und RNA-) Konzentration kann durch die Messung der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt
werden. Die Reinheit der Probe bestimmt der Quotient 0.D.540/0.D.p50. Eine 0.D.559 von 1 entspricht 50 pg
doppelstrangiger bzw. 33 ug einzelstringiger DNA pro ml. Reine DNA liefert einen 0.D.y40/0.D.0g0-
Quotienten von 1,65-1,85.

4 Techniken zur Charakterisierung von DNA-Molekiilen

4.1 Eckhardt-Lyse von Escherichia coli (nach ECKHARDT, 1978)

Rasche Methode zur Darstellung und Léingenbestimmung von Plasmiden mittels Lyse der Zellen im

Agarose-Gel durch SDS-Behandlung.

Gelvorbereitung
® 1% Agaroselosung in TA-Gelpuffer aufkochen.

e SDS mit einer Endkonzentration von 0,2 % hinzufiigen.

Lyse der Zellen/Elektrophorese

e Pro Lyse 5 pl TES-Puffer in eine Mikrotiterplatte pipettieren.

e F. coli-Kolonie mit einem Zahnstocher von der Platte abnehmen und in den TES-Puffer einreiben.
e Zellsuspension mit 15 pul E1F-Puffer vermischen und sofort in die Geltaschen fiillen.

e Gel-Vorlauf ~ 15 min bei 20 V, bis die Geltaschen aufklaren.

e Gel-Ladepuffer als Marker in 2 Geltaschen auftragen.

e Gel bei 50 - 100 V laufen lassen.

4.2  Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

4.2.1 Hydrolyse von Plasmid-DNA

20 pl Ansatz:

e 0,2-1,0 pg DNA (1-10 pl) in TE-Puffer (pH 8,0) oder H,O bidest.

e 2 ul 10 x Reaktionspuffer hinzufiigen (1/10 Vol. des Gesamtvolumens).

e 0,5 -1 pl Restriktionsendonuklease zugeben.

e  Mit H,O bidest. bis zum Gesamtvolumen von 20 pl auffiillen.

e 1-2hoderii/N bei Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms inkubieren.

e 20 min bei 65 °C bzw. 80 °C inaktivieren, wenn Hitzeinaktivierung des Enzyms mdglich ist, sonst

phenolisieren.
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4.2.2 Hydrolyse von Gesamt-DNA

100 pl Ansatz:

e -5 pl Gesamt-DNA

e 10 pl 10x Reaktionspuffer hinzufiigen (1/10 Vol. des Gesamtvolumens).

e 1 -2 pl Restriktionsendonuklease zugeben.

e  Mit H,O bidest. auf 100 ul auffiillen.

e /N bei Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms inkubieren.

e 20 min bei 65 °C bzw. 80 °C inaktivieren, wenn Hitzeinaktivierung des Enzyms mdglich ist, sonst

phenolisieren.

4.3  Agarose-Gelelektrophorese (nach OGDEN und ADAMS, 1987)

Elektrisch geladene Makromolekiile konnen durch elektrophoretische Methoden nach ihrer Grofle aufge-
trennt werden. Eine Standardmethode zur Trennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten oder Plasmi-
den ist die Agarose-Gelelektrophorese. Hier wirkt das Netzwerk der Agarose-Molekiile als Hindernis gegen-
iiber der Kraft, die durch das elektrische Feld auf die Molekiile ausgeiibt wird. Kleine, kompakte Molekiile
wandern schneller durch das Netzwerk als lange, gestreckte. Die Wanderungsgeschwindigkeit von DNA-
Molekiilen im elektrischen Feld hdngt von folgenden Parametern ab:

GroBe der DNA-Molekiile

Lineare, doppelstrangige DNA-Molekiile wandern mit einer Geschwindigkeit durch die Gelmatrix, die anné-
hernd umgekehrt proportional dem Logarithmus ihres Molekulargewichts ist.

DNA-Konformation

cce- (sog. ,supercoiled® DNA, ringformig geschlossen), oc- (,,open circle”, relaxierte) und lineare DNA
zeigen bei gleichem Molekulargewicht unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten. ccc-DNA ist kom-
pakter als oc- und lineare DNA und wandert deshalb schneller. Die relative Mobilitdt der drei Formen wird
u. a. durch die Agarose-Konzentration des Geles, der lonenkonzentration des Puffers und das Ausmal der
Spiralisierung der DNA beeinflusst.

Agarose-Konzentration

Eine effektive Auftrennung von DNA-Molekiilen in einem GroBenbereich von 0,4 bis 7 kb wird bei einer
Konzentration von 0,8 % bis 1,2 % gewéhrleistet.

Fiir die Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese werden Horizontal- und Minigelkammern verwendet.
Als Elektrophorese-Puffer dient TA- oder TBE-Gelpuffer. Die Agarose-Konzentrationen liegen je nach
GroBe der aufzutrennenden Fragmente zwischen 0,5 % und 2 %. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Span-
nung von 50 V - 100 V; die DNA wird mit einem Gel-Ladepuffer vermischt, der als Marker fiir die Lauf-
strecke dient. Nach Abschluss des Gellaufs wird die DNA mittels Ethidiumbromid angeférbt und unter UV-
Licht (A = 302 nm) sichtbar gemacht/fotografiert.
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4.4

Agarose-Konzentration [%]

FragmentgrofBen [kb]

0,7
0,9
1,2
1,5

0,8-10
0,5-7
04-6
02-3

Agarose in TBE- oder TA-Gelpuffer unter Riihren aufkochen.

Auf ca. 60

°C abkiihlen lassen.

In den Geltrdger gieen und den Kamm einsetzen.

Nach der Auspolymerisation des Gels (ca. 20 min) in die mit TBE/TA gefiillte Gelelektrophorese-

kammer einsetzen und den Kamm entfernen.

DNA-Proben mit 2 ul Gel-Lade-Puffer versetzen.

Geltaschen mit Proben beladen.

Auftrennung erfolgt bei 90 bis 120 Volt.

Gel nach Ende der Elektrophorese 5 - 15 min in einer Ethidiumbromid-Ldsung anfarben.

Gel wissern und unter UV-Licht fotografieren.

Bei zu starker Férbung das Gel in TBE-/TA-Gelpuffer entfirben

Bestimmung des Molekulargewichts von DNA

A-Marker
Pstl EcoRI/Hindlll
14167  ——— — 21226
1509 — ———
5080 @ —0 — 5148
= — 138
§J5§7\ — 5%
-
2140— ——
1980  —— —_ 2027
1700  — - ]'zg;‘
—_ 1375
1159  —
1092 —
_— 947
805 — _— 831
[T J—  — 564
67 2 —
448 W —
e
-
34—

Abb. III.1: Bandenmuster und Grof3e der Banden

von EcoRI/HindIII- und Pstl-gespaltenem A-Mar-
ker.

Die Mobilitdt von linearen, doppelstrangigen DNA-Frag-
menten in der Gelelektrophorese ist umgekehrt proportio-
nal zum Logarithmus ihres Molekulargewichts. Durch den
Vergleich mit Mobilitidten bekannter GrofBenstandards
konnen die unbekannten Groflen der DNA-Fragmente
ermittelt werden. Als Grofenstandard dienten in dieser
Arbeit die A-Marker (EcoRl/HindIll- oder Pstl-gespalten,
Abb. III.1) oder der Marker X der Firma Roche (Frag-
mentgroBen: 75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506,
517, 1018, 1636, 2036, 3054, 4072, 5090, 6108, 7126,
8144, 9162, 10180, 11198, 12216 bp). Bei Hybridisie-
rungsgelen wurden Digoxygenin-11-dUTP  markierte
EcoR1/HindllI-Restriktionsfragmente des Phagen A als

Langen-Marker eingesetzt (Abb. IIL.1).
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5 Klonierung von DNA-Fragmenten

5.1 5'-Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase

e 98 pl linearisierter Vektor (Spaltungsansatz).
e 12 pl 10x Phosphatase-Puffer zugeben.

e 3 ul alkalische Phosphatase (12 U) zugeben.
e 7 ul H,O bidest. zugeben.

e 30 min bei 37 °C inkubieren.

e 6 ul 100 mM EGTA (pH 7,0) zugeben.

e 10 min bei 70 °C inaktivieren.

e  Phenolextraktion.

e  Ethanolféllung.

e DNA in H,O bidest. aufnehmen.

5.2 Erzeugung von "blunt ends" durch Behandlung mit Klenow-Polymerase

Zur Ligation unterschiedlicher "sticky ends" (klebrige Enden) miissen diese in "blunt ends" (glatte Enden)
umgewandelt werden. Das grofle Fragment der DNA-Polymerase I ("Klenow-Fragment") besitzt neben der
5’-3’-Polymeraseaktivitit noch eine 3°-5’-Exonukleaseaktivitit ("Proofreading"-Aktivitdt). Die beiden Akti-
vititen befdhigen die Klenow-Polymerase dazu, sowohl iiberhingende 5’-Enden in Anwesenheit von Nukle-
otiden aufzufiillen, als auch iiberhdngende 3’-Enden in Abwesenheit von Nukleotiden abzubauen, sodass die

DNA-Fragmente letztlich mit "blunt ends" versehen werden.

e ca. 20 pl gespaltene DNA (Restriktionsenzyme durch Hitze/Phenolisierung inaktivieren.)

e Verdoppeln des Ansatzes durch Zugabe von 2 ul TA-Spaltungspuffer und 13 pl H,O bidest.
e | ul Klenow-Polymerase hinzufiigen.

e Fiir das Auffiillen zusitzlich jeweils 1/10 Volumen aller vier dNTPs (10 mM) hinzufiigen.

e 30 min inkubieren bei 37 °C.

e Enzyminaktivierung durch 20 min Inkubation bei 65 °C.

e Abtrennung freier Nukleotide durch Sephadex- oder Glasmilch-Behandlung.
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5.3  Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten (nach MANIATIS ef al., 1982, mod.)

Die Ligation von DNA wird ATP-abhingig katalysiert durch die Aktivitdt der T4-DNA-Ligase. Es konnen
"sticky ends" mit kompatiblem Uberhiingen oder beliebige "blunt ends" ligiert werden. Die Insert-DNA wird
meistens im Uberschuss zum Reaktionsansatz gegeben. Ein giinstiges Verhiltnis von Vektor-DNA zu Insert-
DNA betragt 1:2 - 1:4. Die Klonierung eines Restriktionsfragmentes erfolgt nach der Restriktion des Vektors
und der Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen.

Zur Ligation wird die DNA in dem mitgelieferten Ligations-Puffer aufgenommen/verdiinnt und die Reaktion
durch Zugabe der T4-Ligase gestartet. Die Inkubation erfolgt bei 16 - 20 °C iiber Nacht oder bei Raumtem-
peratur fiir 1,5 -3 Stunden. AnschlieBend kann das Reaktionsgemisch nach Inaktivierung der Ligase bei

65 °C zur Transformation, oder nach Sephadex-Behandlung zur Elektroporation eingesetzt werden.

40 pl Ansatz:

o Vektor-DNA/Insert-DNA-Gemisch (1:2 bis 1:4)

e 4l 10x T4-DNA-Ligase-Puffer (1/10 Vol.) zugeben.
e 1 ul T4-DNA-Ligase zugeben.

e Mit H,O bidest. auf 40 pl auffiillen.

e 1,5-3 hbei RT oder iN bei 16 °C inkubieren

5.4  "Shotgun'"-Klonierung

Bei dieser ungezielten Klonierung erfolgt die Ligation direkt nach der Restriktion von Vektor-DNA und
Insert-DNA. Nach der Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen werden Vektor- und Insert-DNA im

geeigneten Verhéltnis gemischt (1:3 - 1:5).

5.5 o-o-Komplementation (Blau-Weif3-Selektion)

Durch a-o-Komplementation ist es moglich, den Erfolg einer Klonierung in E. coli schnell und effizient zu
iiberpriifen. Bei den Kloniervektoren liegt die "mes" (multiple cloning site) innerhalb des a-Fragments des
lacZ-Gens, das fiir die B-Galactosidase codiert. In Zellen, die dieses Enzym besitzen, spaltet es das farblose
Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid), sodass das tiefblaue 5-Brom-4-chlor-indigo ent-
steht. Durch die Klonierung des Inserts in die "mcs" des Vektors wird das lacZa-Fragment zerstort, das im
Medium vorhandene X-Gal kann nicht gespalten werden und die entstehenden Kolonien bleiben weil3. Die

blauen Kolonien enthalten den Vektor ohne Insert.
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6

DNA-Transfer

6.1  Elektroporation von Escherichia coli (nach "Gene Pulser"-Manual)

Vorbereitung der E. coli-Zellen

Escherichia coli-Vorkultur1:100 in TBY-Medium iiberimpfen.

Bei 37 °C bis zu einer 0.D.sgp von 0,5 - 0,75 schiitteln lassen.

Zellen 15 min in Eiswasser abkiihlen.

Alle weiteren Schritte bei 0 °C ausfiihren. Losungen auf 0 °C vorkiihlen.

250 ml Kultur 15 min bei 6.000 x g abzentrifugieren (Centrikon H-401, Rotor A6.9, Firma Kontron).
Uberstand abgieBen, Riicklauf vollstindig abziehen.

Becher zweimal mit ca. 20 ml H,O bidest. vorsichtig ausschiitteln, ohne das Pellet zu 16sen.

Pellet vorsichtig in 5 ml H,O bidest. 16sen, danach 250 ml H,O bidest. zugeben, mischen.

Zellen 15 min bei 6.000 x g pelletieren (Centrikon H-401, Rotor A6.9, Firma Kontron).

Uberstand sofort abgieBen. Zellpellet im Riicklauf resuspendieren.

Suspension auf zwei 40 ml Zentrifugenbecher aufteilen und jeweils 25 ml 15 % Glyzerin zugeben,

mischen.

Zellen 15 min bei 6.000 x g Rotor abzentrifugieren (Centrikon H-401, Rotor A8.24, Firma Kontron).
Uberstand abziehen.

Pellet in 0,5 - 1 ml 15 % Glyzerin resuspendieren.

Kompetente Zellen portionsweise (~60 - 100ul) bei -80°C schockgefrieren; bei -80°C lagern.

Elektroporation der kompetenten E. coli-Zellen

Zellen auf Eis auftauen. DNA und Kiivetten auf Eis stellen.

Puls-Bedingungen: 25 pF Kapazitit, 400 Q Parallelwiderstand, 12,5 kV Spannung (2,5 kV bei 0,2 cm
Kiivetten).

60 - 100 pl kompetente Zellen mit bis zu 1/10 Vol. entsalzter DNA vermischen.

30 - 60 s auf Eis inkubieren.

Suspension ganz nach unten in die Elektroporationskiivette geben.

Kiivette sehr gut abtrocknen, in die Apparatur stellen und Puls auslosen. (Die Zeitkonstante sollte zw. 7
und 9 ms bei 400 Q liegen.)

Nach dem Puls sofort 1 ml SOC-Medium hinzugeben.

Zellen in ein Eppi liberfiihren und 60 min bei 37 °C regenerieren lassen.

Zellen auf TBY-Selektionsmedium ausplattieren.
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7 DNA-DNA-Hybridisierung (nach Southern, 1975, modifiziert)

7.1  Markierung der Hybridisierungssonde
(DIG-DNA Labelling-Kit der Firma Roche Diagnostics, Mannheim)

e 5 pl DNA mit 10 pl H,O bidest. verdiinnen.

e 10 min bei 100 °C inkubieren (Denaturierung).

e  Sofort im Eiswasser abkiihlen lassen.

e Auf Eis dazugeben: 2 pl Hexanukleotid Mix (10x konz.).
2 pl ANTP Labeling Mixture.
1 pl Klenow-Polymerase.

e Mischen und mind. 1 h, besser ii/N bei 37 °C inkubieren.

e  Reaktion durch 20 min Inkubation bei 65 °C stoppen.

7.2 Uberpriifung der Markierungsreaktion (Dot Blot)

e | pl markierte Proben-DNA sowie markierte und nicht-markierte Kontroll-DNA (DIG-DNA Labelling
Kit) auf eine Nylonmembran auftragen.

e Bei RT trocknen, anschlieBend 3 - 5 min unter UV-Licht quervernetzen (A = 302 nm).

e 1 min in DIG-Puffer 1 waschen.

e 30 min in DIG-Puffer 2 inkubieren (Schiittler).

e 30 min in DIG-Puffer 2 mit Antikérperkonjugat (2 pl/20 ml) inkubieren (auf einem Schiittler).

e Zweimal 15 min mit DIG-Waschpuffer waschen (Schiittler).

e 2 min mit DIG-Puffer 3 dquilibrieren.

e Nylonmembran in DIG-Farbelosung im Dunkeln farben.

e  Firbereaktion mit H,O stoppen.

7.3 DNA-Transfer auf eine Membran

7.3.1 Transfer der DNA durch Passiv-Blot

e  Restringierte DNA-Proben durch Agarose-Gelelektrophorese auftrennen.

e DNA mit Ethidiumbromid-Losung anfédrben, unter UV-Licht fotografieren, Gel entfédrben.
e Das Agarosegel 5 min in Depurinierungslosung (Blot I) inkubieren, Losung abgie3en.

e Zweimal 15 min in Denaturierungslésung (Blot II) inkubieren, Losung abgiefen.

e Zweimal 15 min in Neutralisierungslosung (Blot III) inkubieren, Losung abgie3en.

40



Material und Methoden

Blot-Aufbau:
- Frischhaltefolie mit Klebeband faltenfrei auf der Unterlage befestigen.
- Zuerst das Agarosegel dann die Nylonmembran blasenfrei darauf legen.
- 4 -5 Lagen Whatmanpapier (mit Blot III angefeuchtet) darauf legen.
- Darauf einen ca. 10 cm dicken Stapel Einmal-Papierhandtiicher legen
- Den Blot-Aufbau von oben mit einer Glasplatte und einem Gewicht beschweren.
- Transfer der DNA ii/N.
- DNA auf der Nylonmembran 3 - 5 min im UV-Licht (A = 302 nm) quervernetzen.

- Membran zur Hybridisierung einsetzen.

7.3.2 Transfer der Cosmid-DNA fiir Koloniehybridisierung

o  Cosmidhaltige Kolonien auf geeignete Selektions-Medien stochern und @/N bei 37 °C inkubieren.
e Nylonmembran (Hybond N-Filter, Amersham) auf die Kolonien legen und 1 - 2 h bei 37 °C inkubieren.
e Nylonmembran mit der DNA-Seite nach oben auf 5 Lagen 3MM Whatmanpapier legen, das jeweils in
die folgenden Losungen getrankt ist:
- 2-3min  0,5M NaOH
- 4-5min  0,5M NaOH, 1,5 M NacCl

- 7min 1 M Tris-HCI, pH 7,5
- 7min 1 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,5
- S5min 1 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,5

e Zweimal 10 min in 2x SSC inkubieren.

e Verbleibende Kolonien vorsichtig abldsen.

e Nylonmembran 3 - 5 min im UV-Licht (A = 302 nm) quervernetzen.

e  Filter zur Hybridisierung einsetzen.

Die iiber Koloniehybridisierung identifizierten Cosmide wurden in dieser Arbeit folgendermaBlen nach

Cosmidplatte und Cosmid-Nr. benannt: Cosmidklon 27 von Cosmidplatte 2 wird als cos2/27 bezeichnet.

7.4  Prihybridisierung und Hybridisierung unter stringenten Bedingungen

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

e 20 ml DIG-Prdhybridisierungslosung hinzugeben.

e Mind. 2 h bei 68 °C im Hybridisierungsofen inkubieren (Rollvorrichtung).

e Digoxigenin-11-dUTP-markierte DNA-Probe (Sonde) zu 6 ml DIG-Préhybridisierungslosung geben und
10 min bei 100 °C denaturieren.

e  Prahybridisierungslosung abgief3en und Hybridisierungssonde zugeben.

e /N bei 68 °C im Hybridisierungsofen inkubieren (Rollvorrichtung).
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7.5  Immunologische Nachweisreaktion unter stringenten Bedingungen

e  Hybridisierungssonde abgiefen und fiir eine Wiederverwendung bei -20 °C lagern.

e  Membran zweimal 5 min mit jeweils 100 ml Waschpuffer I bei RT waschen (Rollvorrichtung),
Losung abgieBen.

e  Membran zweimal 15 min mit jeweils 100 ml Waschpuffer II bei 68 °C waschen (Rollvorrichtung),
Losung abgieBen.

e  Membran in eine Hybridisierungsschale iiberfithren. (Wéhrend der Inkubation mit den folgenden
Losungen wird die Hybridisierungsschale auf einen Schiittler gestellt.)

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

e 30 min in 100 ml DIG-Puffer 2 bei RT inkubieren, Losung abgieen.

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

e 30 min mit Antikérper-Konjugat (Verdiinnung 1:10.000; 25 ml DIG-Puffer 2 + 2,5 pl
Antikorperkonjugat) bei RT inkubieren, Losung abgiefen.

e Zweimal 15 min mit jeweils 100 ml DIG-Waschpuffer bei RT inkubieren, Losung abgiefen.

e Membran 2 min in 50 ml DIG-Puffer 3 inkubieren, Losung abgiefen.

o DIG-Férbelosung hinzugeben.

e Im Dunkeln inkubieren bis Farbreaktion auftritt.

e Reaktion durch Zugabe von H,O stoppen.

e  Membran trocknen und im Dunkeln aufbewahren.

8 Polymerasekettenreaktion (PCR) (nach MULLIS et al., 1986)

8.1 PCR mit Gesamt-DNA als Template

Die PCR-Technik ist eine Technik zur in vitro Amplifikation von bestimmten DNA-Abschnitten. Die PCR
benutzt das Prinzip der Primer-Extension mit zwei gegenldufigen Primern, die jeweils komplementdr zum
gegeniiberliegenden Strang einer DNA-Region (Matrize, Template) sind.

Denaturiert man die DNA durch Erhitzen, kdnnen sich nach Abkiihlen auf eine Temperatur um 50°C die
Primer an die DNA-Matrize spezifisch anlagern. Die Orientierung der Primer ist so gewahlt, dass die neue
DNA in Richtung des anderen Primers synthetisiert wird. Durch zwanzig bis vierzig Wiederholungen dieses
Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung und Primer-Extension erreicht man eine Vermehrung des DNA-
Fragments zwischen den Primerbindungsstellen um den Faktor 10° bis 10*.

Fiir die PCR werden Desoxyribonukleotide, eine hitzestabile DNA-Polymerase (z. B. Tag-Polymerase), die
DNA-Matrize und ein Puffer mit Mg**-Ionen benétigt. Die Nukleotide und die Primer miissen in grofem
Uberschuss hinzugegeben werden, da sie in die Reaktionsprodukte eingebaut werden. Die PCR wurde in

dieser Arbeit im RoboCycler Gradient 96 von Stratagene durchgefiihrt.
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Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (50 pl Volumen)

8.2

- PCR-Puffer
- dNTPs

- Primer 1

- Primer2

- Tag-Polymerase

- H,O bidest.
- Gesamt-DNA (1:20 verd.)1 pul

5l
1 ul
1 ul
1l
1 ul
40 pl

e Der Reaktionsansatz wird mit 1 - 2 Tropfen PCR-Ol iiberbeschichtet, um ein Verdampfen des

Reaktionsansatzes zu verhindern.

e  Reaktionsansatz wird in den RoboCycler Gradient 96 (Stratagene) gestellt.

e Die Amplifikation der DNA erfolgte nach folgendem Standard-Programm:

Zyklen | Dauer Temperatur
1 5 min 94 °C
30 I,LSmin |94 °C
1,5 min | Annealing-Temperatur
I,LSmin |[72°C
1 10 min 72 °C

e Lagerung der PCR-Produkte bei 4 °C oder -20 °C bis zur Weiterverarbeitung.

e  Charakterisierung der PCR-Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese.

Der Temperaturgradient und die Annealing-Temperatur der in dieser Arbeit durchgefiihrten PCRs sind

im Ergebnisteil aufgefiihrt.

PCR mit ganzen Zellen als Template

Préparation der Template-DNA

Zellen mit einer gelben Pipettenspitze von der Agar-Platte abnehmen und in ein Eppendorfgefal3

uberfihren.

500 pl H,O bidest. hinzufiigen, griindlich resuspendieren.
5 min bei 13.000 U/min zentrifugieren (Tischzentrifuge, Firma Eppendorf).

Uberstand entfernen.

Zellen im Riicklauf resuspendieren.

Pro Reaktionsansatz wurde 1 pl der Zellsuspension als Template eingesetzt (Reaktionsansatz siche 8.1). Der

erste Denaturierungsschritt des PCR-Programms (siche 8.1) wurde von 5 min auf 10 min verldngert, damit

die Zellen lysieren und die DNA fiir die PCR zugénglich wird.
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9 Untersuchungen zur Stabilitit von Plasmiden

9.1  Untersuchung der Plasmidstabilitiit in Flissigkultur

Die Anzucht der Zellen erfolgte in 20 ml TBY ohne Zusatz eines Antibiotikums in 100 ml Erlenmeyerkol-
ben, die bei 25 °C und 200 U/min im Luftschiittler inkubiert wurden. Alle 3 - 4 Tage wurden 100 pl der auf
eine 0.D.sg0 von 0,3 verdiinnten Bakteriensuspension in 20 ml frisches Medium iiberimpft. Der Test lief iiber
2 bis 3 Wochen. Vor jedem Uberimpfen wurde eine Verdiinnungsreihe der Bakteriensuspension angelegt,
und die Verdiinnungsstufen 10, 10° und 107 wurden auf Festmedium mit und ohne Antibiotikum ausplat-
tiert. Durch Vergleich der Anzahl der Kolonien, die auf Medium mit Selektionsdruck und auf Medium ohne
Antibiotikum gewachsen sind, konnte das Verhéltnis zwischen plasmidtragenden und plasmidfreien Zellen

ermittelt werden und eine Aussage iiber die Stabilitit eines Plasmids gemacht werden.

9.2  Untersuchung der Plasmidstabilitiit in planta

ODb ein Plasmid auch iiber mehrere Generationen in der Pflanze stabil vorliegt, kann durch einen Pflanzentest
bestimmt werden. Uber Wurzelinfektion wurden einige Pflanzen mit dem entsprechenden plasmidtragenden
Bakterium infiziert. Nach 28 Tagen wurden die Pflanzen mit einer sterilen Schere 1 cm iiber der Erde im
Topf abgeschnitten, der austretende Xylemsaft mit einer Pipette abgezogen und in ein Eppendorfgefal} {iber-
fiihrt. Die Verdiinnungstufen 10, 10° und 107 des Xylemsafts wurden auf Festmedien mit und ohne Antibi-
otikum ausplattiert. Durch Vergleich der Kolonienanzahl auf Medium mit und ohne Antibiotikum lie sich

die Stabilitit des Plasmids bestimmen.

9.3  Berechnung des gewichteten Mittelwerts

Um den Bakterientiter einer Bakteriensuspension zu ermitteln, wurde eine Verdiinnungsreihe der Suspension
angelegt. Einige Verdiinnungsstufen wurden auf Festmedien ausplattiert. Nach Bebriitung der Bakterien
wurde die Kolonienanzahl bestimmt. Die Ergebnisse der verschiedenen Verdiinnungsstufen wurden nicht
zum arithmetischen Mittel sondern zu einem gewichteten Mittel zusammengefasst. Man kann davon ausge-
hen, dass bei dem Erstellen einer Verdiinnungsreihe der Fehler, der z. B. aus Pipettier-Ungenauigkeiten resul-
tiert, immer groBer wird. Am geringsten ist dieser Fehler also bei der niedrigsten Verdiinnungsstufe, die sich
noch problemlos auszdhlen ldsst. Deshalb wird diese zu 100 %, die folgenden Verdiinnungsstufen nur noch
zu 10 %, 1 % und 0,1 % gewertet. Mathematisch wird dies dadurch realisiert, dass die ausgezahlten Kolonie-
zahlen der einzelnen Verdiinnungsstufen addiert werden und diese Zahl je nach Anzahl der Verdiinnungsstu-
fen durch 1,1 (2 Verdiinnungsstufen), durch 1,11 (3 Verdiinnungsstufen), 1,111 (4 Verdiinnungsstufen) divi-

diert wird.
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10 Methoden zur Analyse des Pathogenititsverhaltens von Clavibacter michiga-

nensis subsp. michiganensis

Die Virulenz von Cmm kann nur direkt mit der Wirtspflanze Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.)
getestet werden. Zur Anwendung kommt hier die Sorte "Moneymaker" der Erfurter Samen- und Pflanzen-
zucht GmbH, die sich als relativ empfindlich fiir Cmm erwiesen hat. Es gibt zwei Varianten der Methode zur

Infektion der Pflanzen mit Cmm, die Petiolusinfektion und die Wurzelinfektion.

10.1 Petiolusinfektion

e  Aussaat und Anzucht der Tomatenpflanzen in autoklavierter Erde.

e Nach dem Auskeimen (im 2-Blatt-Stadium ca. zwei Wochen nach der Aussaat) die Pflanzen entnehmen
und in Blumentdpfe der Grofie 8 x 8 cm vereinzeln.

e Bis zu einer Grofle von ca. 5 - 7 cm heranziehen (3-Blatt-Stadium).

e Das erste Fiederblatt mit einem scharfen, sterilisierten Skalpell direkt am Spross abgschneiden und auf
die entstandene Wunde Cmm mit einer gelben Spitze aufgetragen.

e Anzucht der Pflanzen im Pflanzenraum bei 50 % relativer Luftfeuchtigkeit im Tag-Nacht-Rhythmus
bei 25 °C/19 °C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im Dunkeln).

e Welkesymptome tdglich protokollieren.

10.2 Wurzelinfektion

e Aussaat und Anzucht der Tomatenpflanzen in autoklavierter Erde.

e Pflanzen im 2-Blatt-Stadium (ca. zwei Wochen nach der Aussaat) entnehmen und anhaftende Erde
vorsichtig entfernen.

e Bakterien in 0,5 - 1 ml autoklaviertem Leitungswasser/PS-Puffer in einem Eppendorfgefa3
resuspendieren (0.D.sgo: 5 - 10).

e Pflanzen 30 min in Cmm-Bakteriensuspension inkubieren (vier Pflanzen pro Eppendorfgefal3).

e Anzucht der Pflanzen im Pflanzenraum bei 50 % relativer Luftfeuchtigkeit im Tag-Nacht-Rhythmus bei
25 °C/19 °C (Tag 16 h bei 12.000 Lux, Nacht 8 h im Dunkeln).
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10.3 Ermittlung des Welkeindex und Welkeverlaufs

Der Welkeindex des jeweiligen Stammes ist der Zeitraum, nach dem 50 % der infizierten Pflanzen Welke-
symptome aufweisen (MELETZUS ef al., 1993). In der vorliegenden Arbeit wurden mit einer Ausnahme pro
Bakterienstamm 32 Pflanzen (n = 32) infiziert. Der Tag nach Infektion der Pflanzen, an dem 16 Pflanzen
Welkesymptome zeigen, gibt also den Welkeindex an.

Der genaue Welkeverlauf wurde ermittelt, indem die Pflanzen téglich auf ihre Welkesymptome hin unter-
sucht und in finf Klassen eingeteilt wurden: nicht welkend ("-", keinerlei Welkesymptome), beginnende
Welke ("(+)", beginnendes Aufbiegen eines Fiederblatts oder erstes Nachlassen der Turgeszenz eines Fieder-
blatts), deutlich ausgeprigte Welke ("+", eindeutig identifizierbare Welkesymptome an mind. einem Fieder-
blatt), stark ausgepriagte Welke ("++", an mind. zwei Drittel der Fiederblétter zeigen sich deutliche Welke-
symptome), sowie abgestorbene Pflanze ("tot", die Pflanze besitzt keine griinen Blétter mehr, die zur Photo-
synthese fahig wiren). Die Keimblatter wurden zur Beurteilung der Welkesymptome nicht beriicksichtigt, da

sie sich auch ohne Infektion mit Cmm oft von alleine einrollen und danach abfallen.

10.4 Gewichtsbestimmung der Pflanzen

28 Tage nach Infektion wurden die Tomatenpflanzen mit einer sterilen Schere direkt oberhalb der Erde

abgeschnitten und zur Frischgewichtsbestimmung gewogen.

10.5 Groflenbestimmung der Pflanzen

28 Tage nach Infektion wurden die Tomatenpflanzen mit einer sterilen Schere direkt oberhalb der Erde abge-

schnitten und die Lange der Sprossachse gemessen.

10.6 Kolonisationstest

10.6.1 Reisolation von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis aus Xylemsaft

o  Tomatenpflanzen gut wissern.

e Tomatenpflanzen 1 cm oberhalb der Erde im Topf mit einer sterilen Schere abschneiden.

e Den austretenden Xylemsaft mit einer Pipette abnehmen und eine Verdiinnungsreihe anlegen.
e Je 100 pl der entsprechenden Verdiinnungsstufen auf C-Medium-Platten ausplattieren.

e 3 -5Tage bei25 - 28 °C inkubieren.
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10.6.2 Reisolation von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis aus Pflanzen-

homogenat

e Morser und Pistill mit 70 % Ethanol desinfizieren.

e Pflanze mit einer sterilen Schere direkt oberhalb der Erde abschneiden, wiegen, in mdglichst kleine
Stiicke zerschneiden und in den Morser geben.

e So viel fliissigen Stickstoff in den Morser geben, dass alle Pflanzenteile bedeckt sind. Mit dem Pistill
sorgféltig zu einem feinkdrnigen Granulat zerstoBen. (Schutzbrille tragen!)

e Dem Gewicht der Pflanze entsprechenden Menge an PS-Puffer hinzugeben (1 ml PS-Puffer/1 g
Frischgewicht).

e  Morsern, bis eine homogene Suspension entstanden ist.

e  Verdiinnungsreihe anlegen und 100 pl der ausgewihlten Verdiinnungsstufen auf C-Medium-Platten
ausplattieren.

e 3 -5Tage bei25 - 28 °C inkubieren.

e Die Zahl der Einzelkolonien ermitteln und daraus den Bakterientiter auf 1 g des urspriinglichen

Pflanzengewichts bezogen errechnen.
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IV Ergebnisse

IV.A Etablierung von genetischen Methoden fiir Clavibacter michiganen-

sis subsp. michiganensis
1 Elektrotransformation/Elektroporation

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Etablierung der Transposon-Mutagenese zur Identifi-
zierung von chromosomalen Genen, die an der Bakterien-Pflanzen-Interaktion von Clavi-
bacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) und der Tomate (Lycopersicon escu-
lentum) beteiligt sind. Hierbei wird das Transposon mit Hilfe eines "Suicide"-Plasmids in
die Zelle eingebracht. Da der Vorgang der Transposition ein statistisch sehr seltener Vor-
gang ist, muss die Transformationseffizienz sehr hoch sein. Mit den bisherigen Elektropo-
rationsprotokollen (MELETZUS und EICHENLAUB, 1991; NAKHEI, 1993 und MELETZUS et
al., 2000) wurde die notwendige hohe Transformationseffizienz nicht erreicht und es

wurden bei jedem Versuch nur wenige oder gar keine Transposon-Mutanten erhalten.

1.1  Optimierung der Elektrotransformation von Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

Auf die Effizienz der Elektrotransformation haben eine Reihe von Parametern einen mehr
oder weniger starken Einfluss. Inwieweit bestimmte Bedingungen bei der Gewinnung und
Vorbehandlung der Zellen sowie dem eigentlichen Elektroporationsvorgang die Transfor-
mationsraten bzw. -effizienz beeinflussen, kann nur empirisch ermittelt werden, da die
optimalen Bedingungen von Art zu Art, tlw. von Stamm zu Stamm, unterschiedlich sein
konnen. Als Modellplasmide in den Versuchen zur Ermittlung der Auswirkungen dieser
Parameter wurden pDM302 (MELETZUS und EICHENLAUB, 1991; Abb. VIL.4 im Anhang
auf Seite 162) und pEC-K18mob2 (TAUCH et al., 2002; KIRCHNER und TAUCH, 2003; Abb.
VII.14 im Anhang auf Seite 167) eingesetzt.

Bei pDM302 handelt es sich um einen ~13.500 bp groflen E. coli-Cmm-Shuttle-Vektor.
Der Cmm-Anteil besteht aus dem Replikon von pCM1, der E. coli-Anteil aus dem Repli-
kon von pBR322. Weiterhin trdgt das Plasmid Antibiotika-Resistenzgene, die sowohl in

E. coli als auch in Cmm Resistenz gegen Chloramphenicol bzw. Kanamycin/Neomycin
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verleihen. Hierbei handelt es sich einerseits um das cmx-Gen, welches fiir einen Chlor-
amphenicol-Exporter (TAUCH et al., 1998) kodiert, andererseits um das aph(3')-lla-Gen,
welches fiir eine Aminoglycosid-Phosphotransferase kodiert.

Zusatzlich wurde der 5694 bp grofle Vektor pEC-K18mob2 verwendet, der urspriinglich
als E. coli-Corynebacterium-Shuttle-Vektor konstruiert worden war. Der E. coli-Anteil be-
steht aus pK18mob2 (TAUCH et al., 1998; KIRCHNER und TAUCH, 2003), in den das Mini-
malreplikon von pGA2 (SONNEN et al., 1991; NESVERA ef al., 1997) kloniert wurde. Das
Replikon von pGAL ist funktional in C. glutamicum, C. diphtheriae und C. striatum und,
wie sich herausstellte, auch in Cmm, wobei das Plasmid in letzterem nur unter selektiven
Bedingungen iiber mehrere Generationen erhalten bleibt (siehe auch Ergebnisse Kapitel
IV A 2.3.1, Seite 74), was allerdings fiir die Ermittlung der Transformationseftizienz nicht
relevant ist.

Es gab zu Beginn dieser Arbeit zwei Elektrotransformations-Vorschriften fiir Cmm: die
urspriingliche von MELETZUS und EICHENLAUB (1991) beschriebene Methode, sowie eine
modifizierte nach NAKHEI (1993) bzw. MELETZUS et al. (2000), die eine zusétzliche Lyso-
zym-Behandlung beinhaltet, welche die Zellwand von Cmm auflockert. Die damit erreich-
bare Transformationseffizienz lag unter 10* Transformanten pro ug homologer DNA und
war flr die Elektroporation zur Transposon-Mutagenese bzw. Integrationsmutagenese
nicht ausreichend. In den Elektroporations-Versuchen wurde immer 1 pg Plasmid DNA
eingesetzt, auBBer bei denen zur Bestimmung des Einflusses der DNA-Menge auf die
Anzahl der Transformanten. Korrekterweise sollte bei der Anzahl von Transformanten
bzw. bei der Ermittlung des Lebendtiters bei Cmm durch Ausplattieren generell von kolo-
niebildenden Einheiten (cfu: "colony forming units") gesprochen werden, da Cmm, beson-
ders in der logarithmischen Wachstumsphase, dazu neigt, Aggregate zu bilden. Eine
Einzelkolonie kann also auch aus einem Aggregat von Zellen entstanden sein.

Im Folgenden werden die ndher untersuchten Parameter und ihr Einfluss auf die Elektro-
poration von Cmm dargestellt. Bei der Optimierung der Elektroporation und der Etablie-
rung eines Transposon-Mutagenese-Systems fiir Cmm (sieche Ergebnisse Kapitel IV A 1.3,
Seite 61) handelte es sich um zwei parallel laufende Versuchsreihen, die meist ineinander
verzahnt abliefen und deren Ergebnisse einander bedingten. Bei der Darstellung lassen sich

folglich gewisse Vorausgriffe und Verweise nicht vermeiden.
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1.1.1 Hitzeschock-Behandlung

Bei der Elektrotransformation von C. glutamicum (KIRCHNER, 1999; VAN DER REST et al.,
1999) und C. diphtheriae (TAUCH et al., 2002; KIRCHNER und TAUCH, 2003) hatte sich ein
Hitzeschock von 46 °C fiir 6 Minuten direkt nach der dem Elektroporations-Puls und vor
der Regeneration der Zellen als sehr wirksame Methode zur Erh6hung der Transforma-
tionseffizienz herausgestellt. Hierbei handelt es sich nicht um eine Hitzeinaktivierung des
Restriktionssystems, wie von SCHAFER et al. (1990, 1994) angenommen, da der Effekt in
gleicher Stirke auch in dem restriktionsnegativen Stamm C. glutamicum RES167 auftritt
(KIRCHNER, 1999; TAUCH et al., 2000).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden elektrokompetente Zellen von Cmm nach der
bisher iiblichen Methode von NAKHEI/MELETZUS et al. (1993/2000) hergestellt, mit
pDM302 elektroporiert und direkt anschlieBend fiir 6 Minuten in einem Wasserbad ver-
schiedenen Temperaturen ausgesetzt, und zwar dem normalen Temperaturoptimum fiir
Cmm von 25 °C, sowie 33 °C, 36 °C, 39 °C und 42 °C. Danach wurden die Zellen fiir zwei
Stunden bei 25°C regeneriert. Der Uberlebenstiter wurde durch Ausplattieren entsprechen-
der Verdiinnungsstufen auf SB-Medium ohne Antibiotikum ermittelt, wiahrend die Anzahl
der Transformanten auf SB-Medium bzw. TBY-Medium mit 50 pg/ml Neomycin
bestimmt wurde, um gleichzeitig zu iberpriifen, inwieweit das Regenerationsmedium
einen Einfluss auf die Anzahl der Transformanten hat. Die Ergebnisse sind in Abb. IV.1
und Abb. IV.2 dargestellt. Interessanterweise scheint der Hitzeschock keine signifikanten
Auswirkungen auf die Uberlebensrate von Cmm zu haben, jedoch verringert sich die
Anzahl der Transformanten mit steigender Temperatur kontinuierlich. Auflerdem zeigte
sich, dass das SB-Medium deutlich besser zur Regeneration der durch die Elektroporation
stark gestressten Zellen von Cmm geeignet ist, als TBY. Da ein Hitzeschock der Zellen
nach dem Abernten und vor der Aufarbeitung fiir die Elektroporation, wie von SCHAFER et
al. (1990, 1994) fiir C. glutamicum beschrieben, ebenfalls keinen positiven Effekt hatte (D.
MELETZUS, personliche Mitteilung), erschien es nicht wahrscheinlich, dass weitere Expe-
rimente mit Hitzeschockbehandlungen zu einer Erhéhung der Transformationseffizienz

fithren wiirden.
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Abb. IV.1: Titer der iiberlebenden Zellen von Cmm nach der Elektroporation in Abhéngigkeit von einem
direkt nach der Elektroporation folgenden Hitzeschock mit unterschiedlichen Temperaturen (33, 36, 39, und

42 °C, sowie der normalen Regenerationstemperatur von 25 °C).
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Abb. IV.2: Titer der transformierten {iberlebenden Zellen von Cmm (pro Ansatz) nach der Elektroporation
mit pDM302 in Abhéngigkeit von einem direkt nach der Elektroporation folgenden Hitzeschock mit unter-
schiedlichen Temperaturen (33, 36, 39, 42 °C und der normalen Regenerationstemperatur von 25 °C), sowie

auf den beiden Regenerationsmedien TBY und SB.
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1.1.2 Verwendung von Glycin, einer zellwandschidigenden Substanz, bei der An-

zucht der Zellen

In der Literatur sind mehrere Methoden zur Auflockerung der Zellwand beschrieben wor-
den, die bei Gram-positiven Bakterien die Transformationseffizienz deutlich verbessern.
Zu diesen Methoden gehoren die Behandlung der Zellen nach der Anzucht mit Lysozym,
das den Mureinsacculus partiell hydrolysiert (LAINE et al., 1996; MELETZUS et al., 2000).
Weiterhin konnte z. B. fiir C. glutamicum gezeigt werden, dass der Zusatz von Penicillin G
wihrend der Anzucht die Transformationseffizienz ebenfalls steigern kann (KURUSU et al.,
1989).

Aufgrund der Probleme bei der Reproduzierbarkeit der Lysozymbehandlung des bisher
verwendeten Protokolls (LAINE et al., 1996; MELETZUS et al., 2000) und des nicht uner-
heblichen Kontaminationsrisikos durch das nicht autoklavierbare Lysozym wurde nach
anderen Methoden zur Auflockerung der Zellwand gesucht. Es ist schon lange bekannt,
dass die Aminosdure Glycin in unphysiologisch hoher Konzentration (0,5 - 5 % [w/v]) den
korrekten Aufbau der Zellwand bei vielen, insbesondere Gram-positiven Bakterienspezies
verhindert. Bereits 1973 wurden von HAMMERS et al. Untersuchungen zur Veridnderung
der Zellwand von Gram-positiven Bakterien veroffentlicht, in denen beschrieben wird,
dass Glycin auf vielfdltigen Wegen die Quervernetzung des Mureinsacculus verhindert,
z. B. durch den Finbau von Glycin anstatt von D-Alanin. Diese Erkenntnis wurde fiir C.
glutamicum von HAYNES und BRITZ (1989, 1990) in ein verbessertes Elektroporationspro-
tokoll fiir dieses Bakterium umgesetzt, in Kombination mit der Verwendung von Isoniko-
tinsdure-Hydrazid bzw. Tween 80, welche die Zusammensetzung bzw. Lange der Mykol-
sduren bei Corynebacterium verandern (CHEVALIER et al., 1988). Da Cmm jedoch keine
Mykolsduren in der Zellmembran besitzt, wurden diese Substanzen nicht getestet.

Zellen von Cmm aus einer iiber Nacht in TBY angezogenen Vorkultur wurden auf eine
0.D.550 von 0,3 verdiinnt und bei 28 °C bis zu einer 0.D.sgy von 0,6 unter Schiitteln inku-
biert. Danach wurden sie flir zwei Stunden mit verschiedenen Glycinkonzentrationen
(0,625; 1,25; 2,5 und 5 % Glycin [w/v] Endkonzentration) bei 28 °C inkubiert und dann
gewaschen, um sie von Glycin und Salzen zu befreien (genaue Auflistung der Wasch-
schritte siche endgiiltiges Protokoll, Ergebnisse Kapitel IV A 1.2.1, Seite 59). Nach der
Elektroporation mit 1 pg Plasmid DNA wurden die Zellen sofort in 400 pl SB-Medium
resuspendiert und fiir zwei Stunden bei 25 °C inkubiert, um eine Etablierung des einge-

brachten Plasmides und die Expression der Resistenzgene zu ermdglichen. Vorherige Tests
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hatten gezeigt, dass eine Verldngerung der Regenerationszeit auf bis zu vier Stunden keine
Auswirkung auf die Transformationsrate/Uberlebensrate hat (Daten nicht aufgefiihrt), wie
auch schon von LAINE et al. (1996) fiir Cms beschrieben. Die Zellen wurden dann in ent-
sprechenden Verdiinnungsstufen auf SB-Medium mit 50 pg/ml Neomycin ausplattiert und
fiir 4 - 6 Tage bei 28 °C bebriitet.

Die Ergebnisse sind in Abb. IV.3 fiir Versuche mit dem Plasmid pEC-K18mob2 zusam-
mengefasst. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich bis zu einer Glycinkonzentration von
2,5 % die Transformationseffizienz erhoht und danach gleich. Der hochste zu beobach-
tende Wert ist mit ca. 1,5 - 10° cfu/ug DNA (2,5 % Glycin [w/v], 600 Q) um mehr als den
Faktor 100 hoher als alle bisher erreichten Transformationsraten fiir Cmm. Uberraschen-
derweise wirkt sich die Glycinbehandlung nicht negativ auf die Uberlebensrate bei der
Elektroporation aus. Etwa 88 % der 5 - 10° pro Elektroporationsexperiment eingesetzten
Zellen (im endgiiltigen Protokoll, 2,5 % Glycin [w/v], 600 Q) iiberleben den elektrischen
Puls und wachsen auf SB-Medium wieder an. Mit der Glycinbehandlung ist ein essentiell
wichtiger Parameter fiir die effektive Elektrotransformation in Cmm gefunden. Folglich

wird in dem endgiiltigen Protokoll eine Glycinkonzentration von 2,5 % [w/v] verwendet.

Abb. IV.3: Titer der transformierten Zellen
1,00E+07

von Cmm (pro pg DNA) nach der
Elektroporation mit pEC-K18mob2 (Elek-

1,00E+06 — — troporationsbedingungen siche Text) in
Abhéngigkeit von der Glycinkonzentration
(0; 0,625; 1,25; 2,5 und 5 % [w/v]) wih-

1,00E+05 -

rend der Aufarbeitung. Ordinate in loga-

rithmischer Skalierung.
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53



Ergebnisse

1.1.3 Elektrische Parameter

Bei den Versuchen zur Elektrotransformation wurde der "Gene Pulser" mit "Pulse Con-
troller" von der Fa. Biorad verwendet. Bei diesem Gerét lassen sich Kapazitit des Konden-
sators und die Feldstirke der Entladung direkt einstellen, sowie die Dauer des Impulses
indirekt durch die Wahl des Parallelwiderstandes. Letzterer bestimmt, welcher Anteil des
Pulses tiber einen Parallelwiderstand an der Kiivette vorbeigefiihrt wird. Nach dem Ohm'-
schen Gesetz ergibt sich damit ein geringerer Gesamtwiderstand. Bei dem "Pulse Control-

ler" von Biorad lassen sich die Werte 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 Q2 und o einstellen.
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2 I
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Glycinkonzentration [%]
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Abb. 1V.4: Titer der transformierten Zellen von Cmm (pro pg DNA) nach der Elektroporation von pEC-
K18mob2 (Elektroporationsbedingungen siche Text) in Abhédngigkeit von der Glycinkonzentration (0; 0,625;
1,25; 2,5 und 5 % [w/v]) wihrend der Aufarbeitung und dem Parallelwiderstand (600, 800 und 1000 Q)

wiahrend des Pulses. Ordinate in logarithmischer Skalierung.

Fiir Cmm und coryneforme Bakterien hatte sich friiher bereits gezeigt, dass mit dem groB-
ten vom Gerdt verwendbaren Kondensator (25 pF) und der maximalen Spannung
(12,5 kV/cm) die besten Ergebnisse erzielt werden konnten (MELETZUS und EICHENLAUB,
1991). Bet Cmm hatten sich generell hohe Parallelwiderstinde, die mehr Energie durch die
Kiivette leiten, als positiv herausgestellt, sodass die Einstellungen 600, 800 und 1000 Q

gewihlt wurden. Mit 600 Q sind die hochsten Transformationsraten zu erreichen, wie in
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Abb. IV.4 zu erkennen ist. Die Zeitkonstanten lagen generell bei > 13 ms. Unter optimalen
Bedingungen sollten sie zwischen 15 und 18 ms liegen. Der Einfluss des Parallelwider-
stands ist zwar nicht ganz so grof3, wie der der Glycin-Konzentration, doch nicht unerheb-
lich (vergl. Abb. IV.4). Folglich wurde fiir das endgiiltige Protokoll ein Parallelwiderstand
von 600 Q gewéhlt.

1.1.4 Methylierung der eingesetzten DNA

Jede Bakterienart versieht ihre DNA mit einem bestimmten Methylierungsmuster. Dies
dient zum einen zur Unterscheidung zwischen Original- und Tochterstrang bei der DNA-
Replikation und -Reparatur, sowie der Erkennung von Fremd-DNA. DNA mit einem ande-
ren Methylierungsmuster wird durch zelleigene Restriktionsenzyme abgebaut, sodass das
Einbringen von Fremd-DNA in eine Spezies mit starkem Restriktionssystem oft sehr inef-
fektiv oder praktisch ganz unmoglich ist (vergl. z. B. VERTES et al., 1993). Fiir E. coli sind
sowohl Restriktionsendonukleasen bekannt, die nur unmethylierte DNA spalten (die von
den hsdRMS-Genen kodierte EcoKI-Restriktionsendonuklease) (BICKLE, 1993) als auch
solche, die nur auf eine bestimmte Art methylierte DNA spalten. Hierzu gehoren die
McrA-, McrBC-, und Mrr-Systeme (RALEIGH und WILSON, 1986; HEITMANN ef al., 1987;
KELLEHER und RALEIGH, 1991; WAITE-REES ef al., 1991; RALEIGH, 1992; SUTHERLAND et
al., 1992).

Es existieren bisher keine restriktionsnegativen Stamme von Cmm und iiber das eigene
Methylierungsmuster sowie die eventuell als fremd erkannten Methylierungsmuster ist
nichts bekannt. Man behilft sich in solchen Fillen oft damit, dass nicht methylierte DNA
oder in vitro per PCR amplifizierte DNA eingebracht wird (ANKRI ef al., 1996). Diese ent-
hilt zwar ebenfalls nicht das passende Methylierungsmuster, aber auch kein fremdes, wel-
ches von dem Restriktionssystem erkannt wird. Zur Ermittlung, ob mit nicht methylierter
DNA die Transformationseffizienz noch zu steigern ist, wurde die Plasmid-DNA sowohl
aus E. coli DHSaMCR (dam"/dcm”) als auch aus E. coli WA337 (dam /dem’) isoliert und
nach Cmm mit dem optimierten Protokoll elektroporiert. E. coli WA337 fiihrt weder eine

Dam- (GACH3TC) noch eine Dem-Methylierung (CCCH3AGG und CCCH3TGG) durch, die
durch die EcoKI-Methylase (hsdRMS) katalysierte Methylierung (AACCH3GTGC und
GCACCHaGTT) fehlt beiden Stammen. Mit Hilfe von nicht methylierter DNA lésst sich die

Transformationseffizienz noch einmal etwa um den Faktor vier steigern, wie in Abb. IV.5
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gut zu erkennen, sodass bei der Elektroporation von Cmm moglichst nicht methylierte

DNA verwendet werden sollte.
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4,0E+06 -

Abb. IV.5: Einfluss der Methylierung auf die Trans-
formationseffizienz. Titer der transformierten Zellen
von Cmm (pro pug DNA) nach der Elektroporation
von pEC-K18mob2 (Elektroporationsbedingungen
sieche Text) mit DNA isoliert aus den beiden E. coli-
Stimmen DHSoMCR (dam'/dem”) und WA337
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1.1.5 Eingesetzte DNA-Menge

Generell ist bei der Elektrotransformation mit steigender Menge an DNA eine Séttigung
der Anzahl der Transformanten zu beobachten. Dies wurde schon bereits mehrfach von
diversen Autoren fiir die verwandte Art C. glutamicum beschrieben (z. B. DUNICAN und
SHIVNAN, 1989; WOLF ef al., 1989; KURUSU et al., 1990; SATOH et al., 1990; HAYNES und
BRritz, 1990), ebenso wie fiir Cmm (MELETZUS und EICHENLAUB, 1991) und Cms (LAINE
et al., 1996). Die Angaben zur optimalen DNA-Menge variieren aber relativ stark, deshalb
wurde mit dem neu etablierten Protokoll erneut iiberpriift, welche DNA-Menge die opti-
male zur Elektrotransformation von Cmm ist. Wie zu erwarten, steigt die Anzahl der
Transformanten pro Elektroporationsexperiment mit zunehmender DNA-Menge an, jedoch
nicht linear, iiber 1 pg eingesetzter DNA sinkt sie sogar wieder leicht (Abb. IV.6). Die
Transformationsrate pro pg DNA steigt demgegeniiber bis 0,1 pg an, danach sinkt sie wie-
der (Abb. IV.7). Da die Anzahl der Transformanten allerdings wichtiger ist als die Trans-
formationsrate und die verfiigbare Menge an DNA normalerweise nicht limitierend ist,

wurde immer 1 ug DNA zur Elektroporation eingesetzt.
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Abb. 1V.6: Titer der transformierten Zellen von Cmm (pro Ansatz) nach der Elektroporation von pEC-

K18mob2 (Elektroporationsbedingungen siche Text) in Abhingigkeit der pro Ansatz eingesetzten DNA-

Menge. Abszisse und Ordinate in logarithmischer Teilung.
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Abb. IV.7: Titer der transformierten Zellen von Cmm (pro pg DNA) nach der Elektroporation von pEC-

K18mob2 (Elektroporationsbedingungen siche Text) in Abhédngigkeit der pro Ansatz eingesetzten DNA-

Menge. Abszisse und Ordinate in logarithmischer Teilung.
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1.1.6 Einfluss der Lagerung von elektrokompetenten Zellen

Ein sehr entscheidender Faktor fiir eine effiziente Elektrotransformation von Cmm ist die
Verwendung frisch hergestellter elektrokompetenter Zellen. Nach der Aufarbeitung der
Zellen sollten sie moglichst bald verwendet, bis dahin auf Eis gelagert, aber nicht eingefro-
ren werden. Aufgrund der langen Zeit fiir die Anzucht/Aufarbeitung und die ebenfalls
lange Prozedur der Regeneration nach der Elektroporation ist die Durchfiihrung aller
Schritte an einem Tag wenig praktikabel. Ohne eine Reduktion der Transformationsefti-
zienz konnen die Zellen in einer verschlieBbaren Styroporbox im Kiihlraum/Kiihlschrank
iber Nacht auf Eis gelagert und am néchsten Tag elektroporiert werden. Die Zellen konnen
auch bei -80 °C eingefroren werden, wenn sie z. B. nur dafiir verwendet werden sollen, ein
replizierendes Plasmid zu elektroporieren. Die Effizienz sinkt dabei aber auf 20 - 10 % des
mit frischen Zellen erreichbaren Wertes und ist fiir die Transposon-Mutagenese oder
"gene-disruption"- bzw. "gene-replacement"-Experimente dann zu gering. Dieser Effekt
beruht wahrscheinlich darauf, dass die Zellsuspension bei -80 °C (auch bereits bei -20 °C)
komplett durchfriert und die sich bildenden Eiskristalle einen groflen Teil der Zellen zer-
storen. In deutlich schwicherer Auspriagung ist dieser Effekt z. B. auch bei C. glutamicum
zu beobachten (KIRCHNER, 1999). Eine Zugabe einer groferen Glycerinmenge, die das
Durchfrieren verhindern konnte, wirkt sich aber wieder negativ auf die Elektroporation
aus, da sich der Widerstand der eingesetzten Suspension deutlich erh6ht und dadurch die

Effizienz durch eine stirkere Erhitzung sinkt.

1.2  Optimiertes Elektroporationsprotokoll fiir Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

Unter Einbeziehung aller untersuchten Parameter konnte ein neues, optimiertes Elektropo-
rationsprotokoll fiir Cmm entwickelt werden. Die genaue Versuchsvorschrift ist unter 1.2.1
aufgefiihrt. Der mit Abstand wichtigste Faktor ist die Auflockerung des Mureinsacculus
durch eine zweistlindige Behandlung mit 2,5 % [w/v] Glycin. Wichtig sind weiterhin das
Abernten der Zellen in der friihen bis mittleren logarithmischen Wachstumsphase, eine
moglichst hohe Zelldichte im Ansatz, die elektrischen Parameter und die Nutzung nicht

methylierter DNA. Die Transformationsrate konnte etwa um den Faktor 1000 auf ca.
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5-10° Transformanten/pg Plasmid-DNA gegeniiber dem Protokoll von NAKHE/MELET-
ZUs et al. (1993/2000) gesteigert werden.

An dieser Stelle ist noch zu erwédhnen, dass bei der Elektroporation von Cmm das grof3e
endogene Plasmid (pCM2) in der liberwiegenden Mehrzahl der Félle verloren geht, wie
spiter im Verlauf der Charakterisierung von Transposon-Mutanten, die eine verdnderte
Virulenz besitzen, entdeckt wurde. Es ist nicht ganz klar, bei welchem Schritt im Laufe der
Aufarbeitung/Regeneration oder dem eigentlichen elektrischen Puls das Plasmid verloren
geht, jedoch ist in der Literatur z. B. flir £. coli beschrieben worden, dass ein Plasmidcu-

ring durch Elektroporation mdglich ist (HEERY ef al., 1989).

1.2.1 Versuchsvorschrift fiir die Elektroporation von Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis

Elektroporation nach Clavibacter michiganensis subsp. michiga-
nensis

(KIRCHNER et al., 2001)

Vorbereitung der Cmm-Zellen

Zum Animpfen der Vorkultur sollte eine frisch bebriitete und gut bewachsene Platte von Cmm genutzt
werden. Ein Animpfen direkt aus einer Glycerinkultur ist prinzipiell mdglich, dann muss aber mit mind. zwei
Tagen zum Anwachsen gerechnet werden.

Vorkultur:

bendtigte Materialien: » frisch bebriitete Platte mit Cmm
= 500 ml TBY-Medium
» 2 sterile 1000 ml Erlenmeyerkolben

e  Cmm-Vorkultur dick in 2 x je 250 ml TBY-Medium animpfen (2 x 1000 ml Kolben) und {iber Nacht bei
25 - 28 °C im Schiittler (140 U/min) inkubieren.

Hauptkultur/Herstellung der kompetenten Zellen:
(In Abhéngigkeit der bendtigten Menge an kompetenten Zellen kann auch ein doppelter oder dreifacher
Ansatz bearbeitet werden)

500 ml frisches TBY-Medium

50 ml 20 %ige [w/v] Glycin-Losung

250 ml Millipore-H,O

250 ml 10 %iges [v/v] Glyzerin in Millipore-H,O

150 ml 15 %iges [v/v] Glyzerin

2 sterile 1000 ml Erlenmeyerkolben

Rotor A6.9 (fiir Centrikon H-401 Kiihlzentrifuge der Fa. Kontron)
Rotor A8.24 (fiir Centrikon H-401 Kiihlzentrifuge der Fa. Kontron)
2 sterile 500 ml Zentrifugenbecher, 2 sterile 40 ml Zentrifugenbecher
15 sterile Eppendorfgefafle

benotigte Materialien:
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0.D.5g9 der Vorkultur messen (sollte zw. 1,0 und 2,0 liegen).

Auf eine 0.D.s5p von 0,3 mit frischem TBY verdiinnen.

2 x 218,5 ml der Bakteriensuspension in je einen 1000 ml Kolben iiberfiihren und bei 25 - 28 °C im
Schiittler (140 U/min) bis zu einer O.D.sgy von 0,6 inkubieren (ca. 2 Stunden).

Zu jedem Kolben 31,5 ml 20 % Glycin hinzugeben (ergibt eine Endkonzentration von 2,5 % [w/v]) und
bei 25 - 28 °C im Schiittler (140 U/min) 2 Stunden inkubieren.

Alle folgenden Schritte werden bei 0 °C durchgefiihrt. Die Zentrifugationsschritte in der Kiihlzentrifuge bei
4 °C. Die Losungen miissen vorgekiihlt sein!

Die Kultur von den Kolben in jeweils einen sterilen, vorgekiihlten 500 ml Zentrifugenbecher iiberfiihren.
Mit 8500 x g fiir 15 min im Rotor A6.9 bei 4 °C abzentrifugieren. Uberstand restlos abziehen.

Pellet in je 5 ml eiskaltem Millipore-H,O resuspendieren und in sterile, vorgekiihlte 40 ml Zentrifugen-
becher tiberfithren; 25 ml eiskaltes Millipore-H,O hinzufiigen, griindlich mischen.

Mit 7500 x g im Rotor A8.24 bei 4 °C fiir 10 min abzentrifugieren. Uberstand restlos abziehen.

Folgende Schritte zweimal durchfiihren:

+  Pellet in 2 ml eiskaltem Millipore-H,O resuspendieren.”

+ 25 ml eiskaltes Millipore-H,O hinzufiigen, griindlich mischen.”

+  Mit 7500 x g im Rotor A8.24 bei 4 °C fiir 10 min abzentrifugieren. Uberstand restlos abziehen.
Folgende Schritte zweimal durchfiihren:

+  Pellet in 2 ml eiskaltem 10 %igem Glyzerin resuspendieren.”

+ 25 ml eiskaltes 10 %iges Glyzerin hinzufiigen, griindlich mischen.”

+  Mit 7500 x g im Rotor A8.24 bei 4 °C fiir 10 min abzentrifugieren. Uberstand restlos abziehen.
Pellet in jedem der beiden Zentrifugenrdhrchen in 0,5 ml eiskaltem 15 %igem Glyzerin resuspendieren,
Aliquots von 100 pl in ein vorgekiihltes Eppendorfgefd3 iiberfithren (ergibt ca. 10 - 15 Aliquots).
Kompetente Zellen auf Eis stellen oder bei -80°C einfrieren.

" Bei der direkten Zugabe der gesamten Fliissigkeitsmenge 16st sich das Pellet nur extrem langsam.

Elektroporation der Cmm-Zellen

benoétigte Materialien pro Ansatz: = Elektroporationskiivette (0,2 cm Elektrodenabstand)

» Eppendorfgefd mit kompetenten Zellen
= DNA

= 400 pl SB-Medium

= SB-Platten zur Selektion

Ein Eppendorfgefal mit 400 ul SB-Medium befiillen.

Kompetente Zellen auf Eis auftauen.

0,1 - 10 ug DNA hinzufiigen.

Suspension 2 - 3 mal auf- und abpipettieren, ganz nach unten in eine 0,2 cm Elektroporationskiivette
geben.

150 pl SB-Medium in einer gelben Spitze aufnehmen.

Kiivette sehr gut abtrocknen, in die Halterung stecken und einen Puls mit 12,5 kV/em (= 2,5 kV bei 0,2
cm Kiivette), 25 pF und 600 Q auslosen. (Die Zeitkonstante sollte zwischen 12 und 16 ms liegen.)

Nach dem Puls sofort die 150 pl SB-Medium in die Kiivette geben, 2 - 3 mal auf- und abpipettieren und
den Elektroporationsansatz in die restlichen 250 pl SB-Medium im Eppendorfgefaf3 iiberfiihren, mischen.
Fiir 3 Stunden bei 25 - 28 °C im Brutschrank regenerieren.

Auf mind. 3 Platten mit SB-Selektionsmedium ausplattieren. 4 - 6 Tage bei 25 - 28 °C im Brutschrank
bebriiten.
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1.3  Etablierung der Transposon-Mutagenese fiir Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

1.3.1 Voraussetzungen/Vorarbeiten

Eine Grundvoraussetzung fiir eine effiziente Transposon-Mutagenese konnte mit der Eta-
blierung eines verbesserten Elektroporationsprotokolls gelegt werden. Transposons werden
meist auf so genannten ,,Suicide“-Plasmiden eingebracht, die in der Rezipientenzelle nicht
replizieren konnen. Folglich konnen die auf dem Transposon kodierten Resistenzgene nur
dann an die Tochterzellen weitergegeben werden, wenn das Transposon in das Genom des
Rezipienten transponiert und mit ihm repliziert wird. Die Frequenz, mit der ein Transposon
das Genom des Wirts integriert, ist je nach IS-Element/Transposon sehr unterschiedlich,
liegt aber oft im Bereich zwischen 10 und 10”. Dementsprechend hoch muss die Zahl der
in den Rezipienten z. B. per Elektroporation eingebrachten "Suicide"-Plasmide sein, damit
eine ausreichende Anzahl an Transformanten erreicht werden kann. Die Transposons
Tn/409Co und Tn/409CPB (GARTEMANN und EICHENLAUB, 2001) sollten in Cmm getestet
werden. Fiir die Versuche zur Transposon-Mutagenese von Clavibacter wurden die Plas-
mide pKGT452Ca und pKGT452Cp verwendet (Karten siehe Abb. VIL9, Seite 164 im
Anhang). Hierbei handelt es sich um den Vektor pUC13, in den Tn/409C kloniert wurde.
Das cmx-Gen, welches Resistenz gegen Chloramphenicol verleiht, liegt in Tn/409Ca und
Tn/409CpP relativ zum tnpA-Gen in beiden moglichen Orientierungen vor (o in gleicher
Orientierung, B in entgegengesetzter Orientierung) (vergl. Abb. 1.7 in der Einleitung, Seite
15). Die Transpositionsfrequenz von IS7/409 (siehe Abb. I1.6 in der Einleitung, Seite 15)
bzw. den von thm abstammenden artifiziellen Transposons Tn/409C (Abb. 1.7 in der
Einleitung, Seite 15) ist nicht bekannt. Bei der Elektroporation von Arthrobacter wurden

pro eingesetztem 1 ug DNA ca. 10° Transformanten erhalten.

1.3.2 Transposon-Mutagenese von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Vortests mittels Southern-Hybridisierung von K.-H. GARTEMANN (1999) hatten gezeigt,
dass in Cmm und den anderen Clavibacter michiganensis-Subspezies keine zu IS7/409
homologen IS-Elemente vorhanden sind, Tn/409 also generell fiir eine Anwendung in

Cmm geeignet sein konnte. Mit dem neuen Elektroporationsprotokoll und der Verwendung
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von 1 ug nicht methylierter DNA des Transposon-Mutageneseplasmids pKGT452Cp
konnten in Cmm 500 - 1000 chloramphenicolresistente Kolonien pro pg DNA erhalten
werden. Bei der Verwendung von pKGT452Ca wurden etwa 1/40 der Menge an resisten-
ten Kolonien erhalten, was darauf schlieBen ldsst, dass der cmx-Promotor in der a-Orien-
tierung zu einer Verstirkung der Transposase-Expression flihrt und so die Transposi-
tionsfrequenz erhoht, wie von GARTEMANN und EICHENLAUB (2001) bereits in schwéche-
rer Auspragung fiir Arthrobacter beschrieben wurde. Bei allen diesen Experimenten zur
Transposition lagen die erreichbaren Werte mit methylierter heterologer DNA ebenfalls
etwa um den Faktor vier niedriger als mit nicht methylierter DNA.

Mittels Southern-Hybridisierung von Gesamt-DNA der erhaltenen chloramphenicolre-
sistenten Zellen sollte gepriift werden, ob sie durch Transposition von Tn/409Cf entstan-
den waren oder durch andere Ereignisse. Dazu wurde von 75 zufillig ausgesuchten chlor-
amphenicolresistenten Klonen Gesamt-DNA isoliert und mit BamHI sowie mit Ncol
gespalten. Als Sonde fiir das cmx-Gen diente das Digoxygenin-11-dUTP-markierte 2035
bp groBBe Bglll/Sphl-Fragment aus pKGT452Cp, das das cmx-Gen vollstindig iiberspannt,
ohne einen Vektoranteil von pUCI13 zu besitzen (siche Abb. IV.8 A). Die Sonde gegen das
tnpA-Gen bestand aus den beiden Digoxygenin-11-dUTP-markierten 864 bp und 869 bp
groflen BamHI-Fragmenten aus pKGT452Cp (siche Abb. IV.8 B).

Mit BamHI gespaltene Gesamt-DNA der 75 potentiellen Transposon-Mutanten wurde nun
gegen die cmx-Sonde, die mit Ncol gespaltene Gesamt-DNA gegen die tnpA-Sonde hybri-
disiert. Zur Kontrolle wurden alle Klone gegen eine pUC13-Sonde hybridisiert. Bei Trans-
formanten, die liber Transposition entstanden sind, sollte pUC13 nicht nachweisbar sein.
Dies war bis auf zwei Ausnahmen der Fall (Daten nicht gezeigt). Das resultierende Ban-
denmuster fiir 25 der 75 getesteten Klone gegen die cmx-Sonde ist in Abb. IV.9 exempla-
risch gezeigt. Bei einer korrekt verlaufenen Transposition wird mit der cmx-Sonde genau
ein hybridisierendes Fragment erwartet, welches 1988 bp grof3 oder grofer ist. Dies trifft
auf alle Klone zu, bis auf den in Spur 23, welcher zwei hybridisierende Fragmente zeigt.
Da hier eine 4664 bp groBe Bande mit der pUCI13-Sonde auftritt (Daten nicht gezeigt),
handelt es sich wahrscheinlich um ein nicht aufgeldstes Cointregrat. Unter den 75 geteste-
ten Klonen trat ein weiteres Cointegrat auf, sowie zwei Klone mit zwei Banden mit der
cmx-Sonde, aber keiner mit der pUC13-Sonde, sodass man hier eine doppelte Transpo-
sition annehmen kann. Da alle auftretenden hybridisierenden Banden eine unterschiedliche
GroBe besitzen, scheint Tn/409 in zufillige Bereiche im Chromosom von Cmm zu inserie-

ren.
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Abb. IV.8: A: Physikalische Karte des Transposon-Mutagenesevektors pKGT452Cp. Gene sind als Pfeile
dargestellt. tnpA: Transposase-Gen von 1S7409/Tni409, cmx: Chloramphenicol-Exporter-Gen von Plasmid
pTP10 aus Corynebacterium striatum M82B (TAUCH et al., 1998), bla: B-Lactamase-Gen von pUCI13,
IRL/IRR: linker bzw. rechter "inverted repeat" von IS/409/Tnl409.

B: Schematische Darstellung eines Insertionsortes von Tn/409CP in Gesamt-DNA von Cmm, sowie die
Darstellung von hybridisierenden Banden, die mit der cmx-Sonde gegen BamHI-gespaltene Gesamt-DNA
von Cmm auftreten (I.), und die mit der tnmpA-Sonde gegen Ncol-gespaltene Gesamt-DNA auftreten (II.). Das
Transposon ist als graues Rechteck, mit den beiden enthaltenen Genen und flankiert von beiden "inverted
repeats”, auf der waagerechten Linie dargestellt, die die Gesamt-DNA von Cmm symbolisiert. In 1. und II.
sind unterhalb der hybridisierenden Restriktionsfragmente der Gesamt-DNA (waagerechte Linien) die beiden

Sonden als graue Rechtecke mit den darauf lokalisierten Genen (Pfeile) dargestellt.
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Abb. IV.9: Southern-Hybridisierung von BamHI-gespaltener Gesamt-DNA von 25 zufdllig ausgewéhlten
Cmm Transposon-Mutanten gegen die cmx-Sonde. Bei einer korrekten Transposoninsertion sollte eine
hybridisierende Bande mit einer Grofle von 1988 bp oder mehr auftreten, was bei allen Mutanten der Fall ist,
bis auf die in Spur 23 mit zwei Banden. Spur 1: Cmm als negative Kontrolle, Spur 2 - 26: zuféllig ausgewéhl-
te Transposon-Mutanten von Cmm, Spur 27: Digoxygenin-11-dUTP-markierter A EcoRI/HindIlI-gespaltener
Marker. Bandengrofe in bp.
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Um zu iiberpriifen, ob auch das fiir die Transposase kodierende Gen vorhanden ist, wurde
Ncol gespaltene Gesamt-DNA gegen die tmpA-Sonde hybridisiert. Bei einer korrekten
Transposoninsertion sollten zwei Banden auftreten, die eine Grofle von 1540 bp besitzen
und eine Grofle von mehr als 625 bp (siehe Abb. IV.8). Wie in Abb. IV.10 zu sehen ist,
zeigen alle Klone die 1540 bp grofle Bande und mindestens eine hybridisierende Bande
von mehr als 625 bp, der Klon in Spur 23 zeigt - wie schon mit der cmx-Sonde - zwei

Banden, sodass die Annahme einer Cointegrat-Bildung gestarkt wird.
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Abb. IV.10: Southern-Hybridisierung von Ncol-gespaltener Gesamt-DNA von 25 zufillig ausgewéhlten
Cmm Transposon-Mutanten gegen die tnpA-Sonde. Bei einer korrekten Transposoninsertion sollten zwei
hybridisierende Banden mit einer Grofle von 1540 bp und mit 625 bp oder mehr auftreten, was bei allen
Mutanten der Fall ist, bis auf die in Spur 23 mit drei Banden. Spur 1: Cmm als negative Kontrolle, Spur 2 -
26: zufallig ausgewahlte Transposon-Mutanten von Cmm, Spur 27: Digoxygenin-11-dUTP-markierter A
EcoRI1/Hindlll-gespaltener Marker. Bandengrofe in bp.

Um die Stabilitdt der Transposon-Mutanten unter unselektiven Bedingungen zu ermitteln,
wurden zwei Mutanten (C7 und TM100B 92-6) fiir ein halbes Jahr auf TBY-Platten ohne
Antibiotikum angezogen und etwa alle 1 - 2 Wochen auf eine neue Platte {iberimpft (K.-H.
GARTEMANN, personliche Mitteilung). AnschlieBend wurde Gesamt-DNA von zehn
Einzelkolonien isoliert. Es lieB sich keine Verdnderung des Bandenmusters bei der
Hybridisierung von Gesamt-DNA der Einzelkolonien gegen die cmx-Sonde beobachten.
Man kann also davon ausgehen, dass das Transposon, wenn es einmal in das Genom von

Cmm integriert ist, dort auch unter unselektiven Bedingungen relativ stabil verbleibt.
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1.3.3 Integrationsorte von Tn/409Cp in Clavibacter michiganensis subsp. michiga-

nensis/Zielspezifitit

Zur Untersuchung der von Tn/409Cf unterbrochenen Gene und der Zielsequenz fiir die
Transposition wurden die entsprechenden DNA-Regionen von 11 zufillig ausgewihlten
Transposon-Mutanten kloniert und ansequenziert. Dazu wurde Gesamt-DNA mit Sphl
gespalten, um die an den rechten "inverted repeat" (IRR) angrenzende DNA-Region zu
erhalten, sowie mit Bg/Il, um den hinter dem linken "inverted repeat" (IRL) gelegenen
Bereich zu klonieren. Die Fragmente wurden in Sphl- bzw. BamHI-gespaltenen pUC18
ligiert, auf Amp;s0/Cm;jo selektioniert und per Restriktionsanalyse iiberpriift. Die erhalte-
nen Klone wurden mit Hilfe der IRL- bzw. IRR-Sequenzierprimer (Sequenz in Material
und Methoden, Seite 28) ansequenziert. Die Homologien zu Genen in der BLAST-Daten-
bank (ALTSCHUL ef al., 1997) sind in Tab. IV.1 aufgefiihrt.

Tab. IV.1: Homologien in der BLAST-Datenbank von 11 zufdllig klonierten und ansequenzierten Transpo-

son-Mutanten, sowie deren Zielduplikation und GC-Gehalt

Mutante 8 bp Ziel- pot. Funktion bzw. Orf | GC-Gehalt® | Identitit/Ahnlichkeit Acc.Nr.”
duplikation
23-39 GGTTTCAG 2 61 % - -
34-41 GGTTGTAG Oxidoreduktase 72 % 44 % /63 % NP_104615
75-11 CCGAATCG ABC-Transporter, 74 % 45% /59 % AAF12012
ATP-bindendes Protein
94-17 GGTAATCA 2 57 % - -
116-27 ACTTTACC B-Xylo-Glucosidase 65 % 45 % /61 % CAA91219
119-38 ACAAAATG 29 74 % B ;
137-40 CGTCAACC Phosphat ABC- 53 % 69 % /87 % CABR8472
Transporter,
ATP-bindendes Protein
303-3¢ AATTTAGT 2 56 % - -
C4° AGTTTAGA 2 57 % - -
C6° AGTAAACC hyp. Protease 56 % 50 % /68 % AAF83341
(Xylella fastidiosa)
Cc7° GGTAAAGG Tomatinase 65% 55% /68 % BAB88658
(Fusarium oxysporum)

% GC-Gehalt des unterbrochenen Gens bzw. der DNA-Region, *: Acc.Nr. der besten Homologie in der

BLAST-Datenbank, ¢: Nur eine Seite sequenziert, : keine signifikanten Homologien

Bei allen untersuchten Klonen konnte die fiir IS/409/Tn1409 charakteristische 8 bp Dupli-
kation festgestellt werden. Im Rahmen der weiteren Experimente wurden noch weitere

Transposon-Mutanten ansequenziert, sodass Informationen iiber die 8 bp Duplikationen
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von 19 Transposon-Mutanten gesammelt werden konnten, die in Abb. IV.11 und IV.12

zusammengefasst sind.
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Abb. IV.11: Verteilung der Nukleotide in 19 Zielduplikationen von Cmm Transposon-Mutanten [n=19].
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Abb. IV.12: Verteilung der Nukleotide in 19 Zielduplikationen von Cmm Transposon-Mutanten [n=19].
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Es ist zu erkennen, dass an den dufleren Positionen 1, 2, 7 und 8 cine deutliche Priaferenz
fiir Guanin oder Cytosin und an den inneren Positionen 3, 4, 5 und 6 eine Préferenz fiir
Adenin oder Thymin vorhanden ist. An der zweiten Position ist sogar bei allen untersuch-
ten Transposon-Mutanten ein G oder C vorhanden. Eine deutliche Zielspezifitat 1dsst sich
folglich nicht erkennen, auch wenn sich u.U. eine leichte Priferenz fiir AT-reiche Promo-
torsequenzen in dem hoch-GC Organismus Cmm postulieren ldsst, wobei allerdings bisher

noch nicht bekannt ist, wie ein charakteristischer Promotor in Cmm aussieht.

1.3.4 Transposon-Mutagenese in zu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

nah verwandten Stimmen

Es wurde ebenfalls {iberpriift, ob das Transposon Tn/409C in zu Cmm nah verwandten
Stammen funktional ist. In folgenden Stimmen wurde unter den gleichen Bedingungen wie
fiir Cmm versucht, per Elektroporation Transposon-Mutanten zu erzeugen: Clavibacter mi-
chiganensis subsp. sepedonicus (Cms) Stamm Cs4 und Cs7 (LAINE ef al., 1996), Clavibac-
ter michiganensis subsp. insidiosus (Cmi), Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis
(Cmn), Rathayibacter rathayi und Rathayibacter iranicus. Bei allen Clavibacter-Subspe-
zies konnten chloramphenicolresistente Klone erhalten werden, allerdings mit sehr viel
niedrigerer Effizienz als bei Cmm (1 - 10 Transposon-Mutanten/ug DNA). Dies ist aber
nicht weiter verwunderlich, da die Elektroporation in den allermeisten Fillen empirisch an
jede einzelne Spezies angepasst werden muss, sodass nur in den wenigsten Fillen mit dem
gleichen Protokoll mehrere Spezies effizient transformiert werden konnen. Bei den beiden
Rathayibacter-Stammen wurden keine Mutanten mit Tn/409Cp erhalten, was allerdings
auch auf eine schlechte Transformationseffizienz zuriickgefiihrt werden kann. Es ist auch
moglich, dass das cmx-Gen in diesen Spezies nicht funktional ist. Die in Cms, Cmi und
Cmn erhaltenen Klone wurden per Southern-Hybridisierung daraufhin untersucht, ob es
sich um korrekte Transpositionsereignisse gehandelt hat oder um andere Phinomene. Mit
Ncol gespaltene Gesamt-DNA wurde dazu gegen die tnpA-Sonde hybridisiert. Fiir eine
korrekte Transposoninsertion wiirden genau zwei Banden erwartet, eine mit der fixen
GroBle von 1540 bp und eine mit einer variablen Grof3e von mehr als 625 bp (siche Abb.
IV.8, Seite 63). Wie in Abb. IV.13 zu sehen ist, zeigen alle Klone die 1540 bp gro3e Bande
und mindestens eine hybridisierende Bande von mehr als 625 bp, der Klon in Spur 5 zeigt

zwel variable Banden. Hier kann ein doppeltes Transpositionsereignis vorliegen. Demnach
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ist das Transposon auch in den nah verwandten Stimmen Cmi, Cmn und Cms funktional
und konnte dort ebenfalls effizient zur Mutagenese eingesetzt werden, nachdem die Elek-

trotransformation dort optimiert worden ist.
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Abb. IV.13: Southern-Hybridisierung von Ncol-gespaltener Gesamt-DNA von Transposon-Mutanten ver-
schiedener Clavibacter-Spezies gegen die tnpA-Sonde. Bei einer korrekten Transposoninsertion sollten zwei
hybridisierende Banden mit einer GroB3e von 1540 bp und mit 625 bp oder mehr auftreten, was bei allen
Mutanten der Fall ist, bis auf die in Spur 5 mit drei Banden. Spur 2: Cmm als negative Kontrolle, Spuren
3 -6: Cmi, Spuren 7 - 10: Cmn, Spuren 11 - 14: Cms Cs7, Spuren 15 - 16: Cms Cs4, Spuren 1 und 17: Dig-
oxygenin-11-dUTP-markierter A EcoRI/HindIll-gespaltener Marker. BandengrofB3e in bp.

2 Weitere genetische Werkzeuge (Vektoren/Resistenzgene)

2.1  Der Kloniervektor pT1I9MECA?2

Zur Klonierung von Fragmenten aus der Cmm Cosmid-Genbank auch mit uniiblichen
Restriktionsendonukleasen bei gleichzeitigem Wechsel der Resistenz fiir die Selektionie-
rung wurde ein E. coli-Kloniervektor mit der MECA-"mcs" (THOMSON und PARROTT,
1998) und dem Tetrazyklinresistenzgen tetA(Z) (TAUCH et al., 2000) konstruiert. Der fiir
die Konstruktion der Cosmid-Genbank (GRAFEN, 2001) von Cmm genutzte Vektor
"SuperCos2" (Stratagene) besitzt sowohl ein Ampicillin- als auch ein Kanamycin-Resis-
tenzgen. Die Klonierung gerade groBer Fragmente aus Cosmiden, wie sie z. B. fiir Kom-

plementationsexperimente bendtigt werden, ist erfahrungsgeméif relativ schwierig und
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ineffizient, da zum einen die kleineren Fragmente statistisch deutlich hiufiger in den Liga-
tionsprodukten anzutreffen sind und zum anderen die Aufreinigung dieser Fragmente aus
dem Gel mit zunehmender Gréfer immer ineffizienter wird. Bei einer "shotgun"-Klonie-
rung von nicht groflenselektionierten Fragmenten in Vektoren der pUC- und der pK-Serien
ergibt sich das Problem, dass diese ebenfalls iiber ein Ampicillin- bzw. Kanamycin-Resis-
tenzgen verfiigen und so der urspriingliche Cosmid-Vektor als Religationsprodukt {iberpro-
portional hdufig unter den Ligationsprodukten auftaucht. Die gleichen Probleme treten bei
der Verwendung von pMECA (THOMSON und PARROTT, 1998) bzw. pK19MECA2
(KIRCHNER und TAUCH, 2003) auf, welche eine "mcs" mit vielen eher ungebrduchlichen
Schnittstellen besitzen (Abb. VIL.13 im Anhang, Seite 166). Mit den iiblichen Restriktions-
enzymen ist die Klonierung unter Selektionswechsel z. B. in die bereits vorliegenden Vek-

toren pT19mob2 und pS19mob2 (KIRCHNER, 1999; KIRCHNER und TAUCH, 2003) mdglich.
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Abb. IV.14: Physikalische Karte des Kloniervektors pTI9IMECA2. Gene sind als Pfeile dargestellt, DNA-
Abschnitte mit besonderer Funktion als Rechtecke. tet4(Z): Tetrazyklin-Exporter-Gen von dem Plasmid
pTP10 aus Corynebacterium striatum M82B (TAUCH et al., 2000); lacZc: a-Fragment des lacZ-Gens fiir o~
o-Komplementation; mcs: "multiple cloning site"; oriV: "origin of replication", Replikationsursprung in E.
coli; RP4mob: mob-Region des Plasmids RP4. Kann in trans in dem E. coli-Stamm S17-1 (Simon et al.,

1983) zur Mobilisierung von pTI9MECA2 iiber Konjugation genutzt werden.
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Um auch die seltenen Restriktionsschnittstellen nutzen zu konnen, wurde die "mcs" von
pK19MECA2 mit EcoRI/HindIll herausgeschnitten und in den ebenfalls mit EcoRl/
HindIIl geschnittenen pT19mob2 kloniert, um pT19MECA2 (Abb. 1V.14) zu erhalten.
Dieser Vektor hat sich bei der Klonierung von Cosmid-Fragmenten als sehr hilfreich

erwiesen.

2.2 Entfernung der EcoRI-, PstI- und Sacl-Schnittstelle aus dem cmx-Gen mittels
"gene SOEing"

Das cmx-Gen des Multiresistenzplasmids pTP10 aus Corynebacterium striatum M82B
(TAUCH et al., 1998), das fiir einen Chloramphenicol-Exporter kodiert, hat sich als ein fiir
das genetische Arbeiten mit Cmm sehr wirksames und zuverldssiges Resistenzgen heraus-
gestellt. Bisher wurden nie spontan chloramphenicolresistente Zellen von Cmm gefunden
und Cmm wird bereits durch geringe Mengen an Chloramphenicol (5-7 pg/ml) am
Wachstum gehindert. Zur Ausbildung der Resistenz geniigt sowohl in E. coli als auch
Cmm eine einzige Kopie des Gens. Leider besitzt es in der natiirlich vorkommenden Form
jeweils eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonukleasen EcoRI, Pstl und Sacl, was bei
der Konstruktion/Verwendung von Vektoren bzw. Resistenzkassetten hinderlich ist, da es
sich um Restriktionsenzyme handelt, die in der "mcs" der meisten Vektoren liegen und oft
zur Klonierung verwendet werden. Diese Schnittstellen sollten mit der Technik des "gene
SOEing" (gene splicing by overlap extension) (HORTON, 1995) entfernt werden. Dabei
wird die Basensequenz der DNA in einer zweistufigen PCR so veréndert, dass die Restrik-
tionsschnittstellen entfernt werden, nach Moglichkeit ohne einen Aminosdureaustausch zu
erzeugen. Es werden zwei Primerpaare generiert, von denen zwei (der 3'-Primer des ersten
Paares und der 5'-Primer des zweiten Paares) iiberlappen, jedoch mit einem Basenaus-
tausch innerhalb der Restriktionsschnittstelle. Bei jeweils einer PCR mit dem ersten und
dem zweiten Primerpaar entstehen zwei Fragmente, die an ithrem 3'- bzw. 5'-Ende {iiberlap-
pen und als "Megaprimer" in einer dritten PCR zusammen mit den beiden dufleren Primern
eingesetzt werden konnen. Als Endprodukt entsteht ein Fragment, welches sich (im Ideal-
fall) von dem Originalfragment nur in dem einen Basenaustausch an der Restriktions-
schnittstelle unterscheidet. Dieses Fragment kann nun bei entsprechender Wahl der dufle-
ren Primer durch eine normale Spaltung/Klonierung im zu verdndernden cmx-Gen ausge-

tauscht werden. Die Vorgehensweise ist in Abb. IV.15 zusammengefasst.
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Abb. IV.15: Ausschnitt aus der physikalischen Karte von pPOKU9-CmBa (oberste Linie), in den das cmx-Gen
kloniert wurde, um die dort lokalisierte EcoRI-, Pstl- und Sacl-Schnittstelle mittels "gene SOEing" zu
entfernen. Diese Schnittstellen sind hellrot unterlegt. Die zur Klonierung der PCR-Fragmente verwendeten
Schnittstellen sind unterstrichen dargestellt. Darunter eine schematische Darstellung der PCR-Produkte und
der verwendeten Primer (kleine Dreiecke mit den Primernamen). Weiter unten die Position des cmx-Gens als

Pfeil dargestellt, sowie das durch die Klonierung unterbrochene /acZo-Fragment.

Tab. IV.2: Zur Entfernung der EcoRI-, Ps#I- und Sacl-Schnittstelle aus dem cmx-Gen mittels "gene SOEing"
verwendete Primer. Die Erkennungssequenz der Schnittstelle ist jeweils fett unterlegt und das verénderte
Nukleotid in Kleinschrift hervorgehoben. Uber der Primersequenz ist zusitzlich die kodierte Aminoséure-

sequenz angegeben.

Primername | Primersequenz (5'—3") Basenaustausch

EcoA CCTTGAACCACTAGTTACGACG

EcoB CGAGCATGAACTCTGAAGTGC

EcoC SerGluPheMet GAA: Glu = GAG:Glu
GCACTTCAGAgTTCATGCTCG

EcoD CGAACACGAGAAGGCAAACG

PstA CGACTATCAGATCAACGACC

PstB CCGCaGCAGCTCCGATATTC

PstC AlaAlaAla GCA: Ala - GCT: Ala
GAGCTGCtGCGGGGCCC

PstD CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

SacA CATTCGCAGTCGGTATGGTCG

SacB CAACTGGCTGAGCTgGACACG

SacC ValGlulLeuSer GAG: Glu - CAG: GIn

CGTGTCeAGCTCAGCCAGTTG

SacD GATCCAGCCTGTCAGCAATAG
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In den zur Entfernung der Restriktionsschnittstellen durchgefiihrten Temperaturgradienten-
PCRs wurden die in Tab. IV.2 aufgefiihrten Primer verwendet. Zu den PCR-Bedingungen
siche Material und Methoden Kapitel 8.1, Seite 43 (Temperaturgradient: 55 °C - 65 °C in
2 °C Schritten).

Zur Vorbereitung der PCR und um eine cmx-Kassette zu erhalten, wurde das cmx-Gen mit
Pmil/BsaW1 aus pKGT452Cf herausgeschnitten und mittels Klenow-Behandlung an der
BsaWI-Schnittstelle mit "blunt ends" versehen - Pm/l erzeugt bereits "blunt ends". Dieses
Fragment wurde nun in pK18PolyF2 (KIRCHNER, 1999; TAUCH et al., 2002) kloniert. Das
Plasmid pK18PolyF2 kann dazu genutzt werden, "blunt end" Fragmente mit einer Reihe
von definierten "sticky ends" zu versehen. pK18PolyF2 (Abb. VII.12 im Anhang auf Seite
166) besitzt dazu fiinf singuldre "blunt end" Restriktionsschnittstellen, die von jeweils zwei
"sticky end" Restriktionsschnittstellen flankiert werden (Dral — HindlIll, EcoRV — Xbal,
Smal — BamHI, Eco47lll — Pstl, Hincll - EcoRl), iiber die das Fragment mit den ent-
sprechenden Schnittstellen versehen wieder herauskloniert werden kann. Dies ist z. B. be-
sonders dann sinnvoll, wenn Fragmente zu grof3 sind, um sie per PCR mit den Schnittstel-
len zu versehen. Das DNA-Fragment mit dem c¢mx-Gen wurde in die Dral-, EcoRV- und
Smal-Schnittstelle ligiert und liegt so als Hindlll- (pOKPF-CmH), Xbal- (pOKPF-CmX)
und BamHI-Kassette (pOKPF-CmB) vor. Fiir die PCR wurde die BamHI-Kassette noch-
mals in BamHI gespaltenen pUC19 umkloniert (pOKU9-CmBa). Dieses Plasmid diente
auch als Matrize fiir die PCR.

Zuerst wurde die EcoRI-Schnittstelle iiber eine Spel/Ascl-Klonierung des PCR-Fragments
EcoAD ersetzt (pOKU9-CmBAE), danach die PstI-Schnittstelle durch eine RsrIl/EcoRI-
Klonierung des PCR-Fragments PstAD (pOKU9-CmBAEAP) und schlieBlich die Sacl-
Schnittstelle durch eine Ascl/Rsrll-Klonierung des PCR-Fragments SacAD (pOKUO9-
CmBYf) (vergl. Abb. IV.15).

Auf eine Sequenzierung jedes einzelnen klonierten PCR-Fragments wurde verzichtet, da
bei jedem Klonierungsschritt auf das Vorhandensein der Resistenz selektioniert wurde.
Das fertige Endprodukt wurde dann aber sequenziert. Es zeigte sich, dass im Laufe der
PCRs drei Fehler aufgetreten waren: ein Basenaustausch T—C 71 bp vor dem Startcodon
des cmx-Gens, ein stiller Basenaustausch innerhalb des cmx-Gens GCA(Ala)>GCG(Ala)
17 bp vor der (ehemaligen) Ps¢I-Schnittstelle, sowie ein T—C Austausch 19 bp hinter dem

Stopcodon des cmx-Gens.
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Ob mit dem modifizierten cmx-Gen ein gleichstarke Resistenz erreicht wird, wie mit dem
urspriinglichen Gen, wurde anschlieBend in E. coli in Fliissigkultur getestet. Dazu wurde
eine 1:100 Verdiinnung einer stationdren Ubernachtkultur von E. coli DH5aMCR (0.D.s80
= 4) im Reagenzglas mit 5 ml TBY mit verschiedenen Chloramphenicolkonzentrationen
angelegt (0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20; 25; 30 und 40 pg/ml) und fiir 16 Stunden bei
37 °C im Roller inkubiert. Danach wurde die 0.D.sgp fiir jede Probe bestimmt und in
Zellzahlen umgerechnet. Wie in Abb. IV.16 dargestellt, ldsst sich kein signifikanter Unter-
schied in der Resistenz zwischen den beiden cmx-Genvarianten feststellen.

Das verdnderte cmx-Gen - ohne die drei Schnittstellen - wurde bereits fiir die Konstruktion

eines Promotorprobevektors verwendet (LUDEWIG, 2002).

8,00E+07

7,00E+07

6,00E+07

5,00E+07

4,00E+07 | o

' \;\J-__k —=—CmBf
3,00E+07 T
2,00E+07 Klk\
1,00E+07 \«

0,00E+00

Titer [Zellen/ml]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Chloramphenicol-Konzentration im Medium [ug/ml]

Abb. 1V.16: Vergleich der Resistenz zwischen dem urspriinglichen (cmx) und dem durch die Entfernung der
EcoRI-, Pstl- und Sacl-Schnittstelle veranderten cmx-Gen (CmBf) in Flissigkultur. pPOKU9-CmBf in E. coli
DH5aMCR.
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2.3  Stabilitit und Nutzbarkeit von Shuttle-Vektoren in Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis

Aufgrund der Tatsache, dass fiir Cmm bisher nur Shuttle-Vektoren zur Verfiigung stehen,
die ausgehend von endogenen Plasmiden konstruiert wurden, ergeben sich einige mdgliche
Probleme bei der Einbringung dieser Vektoren in Zellen, die noch die beiden parentalen
Plasmide pCM1 und pCM2 enthalten. Wenn zwei Plasmide mit dem gleichen Replikon in
einer Zelle vorliegen, so konnen sie sich gegenseitig bei der Replikation und der Vertei-
lung auf die Tochterzellen bei der Zellteilung behindern. Diese Inkompatibilitét ist fiir
viele Plasmide beschriecben (z. B. NORDSTROM und AUSTIN, 1989; AUSTIN und
NORDSTROM, 1990; WILLIAMS und THOMAS, 1992; DEL SOLAR ef al., 1998). Deshalb sollte
zum einen iberpriift werden, ob es andere Shuttle-Vektoren gibt, die sowohl in E. coli als
auch in Cmm stabil replizieren und erhalten bleiben und zum anderen, ob die von pCM1
und pCM2 abstammenden Derivate pPDM302/pDM306 bzw. pHN205/pHN216 Inkompati-

bilitdt zu den parentalen Plasmiden aufweisen.

2.3.1 Vektoren auf Basis von pGA1l, pNG2 und RSF1010

Da die E. coli-C. glutamicum-Shuttle-Vektoren (pEC-Serie, KIRCHNER, 1999; KIRCHNER
und TAUCH, 2003) - die von pGAl (SONNEN et al., 1991; NESVERA et al., 1997) aus
C. glutamicum abgeleitet sind - in diversen Corynebakterien (C. glutamicum, C. diphthe-
riae, C. striatum, C. jekeium) stabil replizieren, erschien es vielversprechend, diese auch
im taxonomisch nicht weit entfernten Cmm zu testen. Ebenso wurden die "broad-host-
range"-Vektoren (pBH-Serie) (KIRCHNER, 1999; KIRCHNER und TAUCH, 2003) - die von
dem Plasmid pNG2 aus C. diphtheriae (SERWOLD-DAVIS ef al., 1987, 1990) abstammen -
getestet. Zusétzlich noch die Vektoren pSUP104 (PRIEFER et al., 1985), pMMB207
(MORALES ef al., 1991), pVLT31 (DE LORENZO et al., 1993), die von dem "broad-host-
range"-Plasmid RSF1010 (SCcHOLZ et al., 1985, 1989; FREY und BAGDASARIAN, 1989;
HARING und SCHERZINGER, 1989) abstammen, das sowohl in Gram-positiven als auch
Gram-negativen Bakterien repliziert.

Als Testvektor der pEC-Serie wurde pEC-K18mob2 (Abb. VII.14 im Anhang, Seite 167)
verwendet, welcher sich mit hoher Ausbeute an Transformanten nach Cmm elektroporieren

lieB. Auch der Vektor pBHK18 (Abb. VII.15 im Anhang, Seite 167), als Testvektor fiir die
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pBH-Serie, lie sich nach Cmm elektroporieren, jedoch mit geringerer Effizienz. Die
Elektroporation der RSF1010-Derivate fiihrte nicht zu resistenten Transformanten in Cmm.
Die Stabilitidt von pEC-K18mob2 wurde in Cmm unter unselektiven Bedingungen in Fliis-
sigkultur iberpriift. Dazu wurde Cmm(pEC-K18mob2) von einer frisch bebriiteten Agar-
platte in TBY resuspendiert, auf eine 0.D.sgp von 0,3 verdiinnt und 20 ml davon fiir 3 - 4
Tage im Erlenmyerkolben bei 25 °C unter Schiitteln bis zu einer 0.D.sgy von 3 - 4 inku-
biert. Anschliefend wurde eine Verdiinnungsreihe auf TBY-Platten angelegt und einige
hundert Einzelkolonien auf TBY-Platten mit und ohne Neos parallel ausplattiert. Bereits
nach einer solchen ersten Passage war der Anteil der neomycinresistenten Zellen auf unter
10 % abgesunken. Folglich bleibt pEC-K18mob2 nur unter selektiven Bedingungen in
Cmm stabil erhalten, was die Verwendbarkeit dieser Shuttle-Vektoren auf Experimente

begrenzt, bei denen unter Selektionsdruck gearbeitet werden kann.

2.3.2 Vektoren auf Basis von pCM1 und pCM2

Die Uberpriifung der Stabilitéit der Vektoren pDM302 (pDM306 ist bis auf den Austausch
des Chloramphenicol-Resistenzgens gegen ein Gentamicin-Resistenzgen (aacCI, WOHL-
LEBEN et al., 1989) identisch) und pHN205/pHN216 wurde von B. ABT als Teil ihrer
Diplomarbeit durchgefiihrt (ABT, 2003). pDM302 (MELETZUS et al., 1993) (Abb. VIL.4,
Seite 162) ist wie pDM306 (Abb. VILS5, Seite 162) ein Abkommling des kleineren
endogenen Plasmids pCM1. pHN205 und pHN216 (NAKHEI, 1993; LAINE et al., 1996)
(Abb. VIL.6/7 im Anhang, Seite 163) sind Derivate des grofSeren endogenen Plasmids
pCM2.

Bei beiden Vektorfamilien ist es bisher leider nicht gelungen, das Replikon bzw. die
Replikations- und Stabilitdtsregion deutlich zu verkleinern und somit weitere Schnittstellen
als Klonierstellen nutzbar zu machen. Diese Vektoren sind mit etwa 14 kb relativ groB.

Fir die pCM1-Vektorfamilie wurde die Stabilitdt iiber 30 Generationen in dem plas-
midfreien Derivat CMM100 bereits nachgewiesen (MELETZUS et al., 1993; NAKHEI, 1993).
Da die bisherigen Versuche, andere auch unter unselektiven Bedingungen nutzbare
Shuttle-Vektoren fiir Cmm zu finden, nicht erfolgreich verlaufen sind, bleiben sie bis dato
die einzig verwendbaren Vektoren fiir das genetische Arbeiten mit Cmm. Um so wichtiger
wire der Nachweis, dass sich diese Vektoren auch stabil in dem Wildtypstamm

NCPPB382 von Cmm, der beide parentalen Plasmide enthilt, nutzen lassen und nicht nur
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in dem plasmidfreien Derivat CMM100. Fiir die pCM2-Vektorfamilie wurde die Stabilitét
bisher nur in Cms nachgewiesen (LAINE ef al., 1996), sodass dies in Cmm ebenfalls

getestet werden sollte.

2.3.2.1 Stabilitiat von pHN205/pHN216 unter unselektiven Bedingungen in CMM100

Als erstes wurde die Stabilitdt von pHN205 und pHN216 parallel in Fliissigkultur und in
planta getestet. Zu diesem Zweck wurden Tomatenpflanzen mit CMM100(pHN205) bzw.
CMMI100(pHN216) infiziert, und nach 28 Tagen Wachstum in der Klimakammer wurde
aus thnen Xylemsaft gewonnen, von dem entsprechende Verdiinnungsreihen angefertigt
wurden. Diese wurden auf C-Medium Platten ausplattiert und bei 25 °C bebriitet. Durch
paralleles Plattieren der erhaltenen Einzelkolonien auf C-Medium und C-Medium Neo7s
konnte sowohl der Gesamtzelltiter als auch der Titer von plasmidhaltigen Zellen sowie
deren Verhiltnis ermittelt werden. Es zeigte sich, dass 80 - 82 % der Cmm-Zellen in den
getesteten Tomatenpflanzen das Plasmid pHN205 enthielten, sowie 65 - 100 % der Zellen
pHN216.

Die Anzucht in Flissigkultur lief im Wesentlichen wie zuvor schon fiir pEC-K18mob2
beschrieben ab. CMM100(pHN205) bzw. CMM100(pHN216) wurden aus Glycerinkultu-
ren direkt in 20 ml TBY im Erlenmeyerkolben angeimpft, unter Schiitteln bei 25 °C be-
briitet und nach Erreichen einer 0.D.sgp von 0,3 wurden 100 pl in 20 ml frisches TBY
tiberimpft. Danach wurden die Zellen jeweils bis zu einer 0.D.sgy von etwa 3,0 angezogen
(3 - 4 Tage). Etwas Zellsuspension wurde abgenommen, auf eine 0.D.sgp von 0,3 verdiinnt
und davon wurden wieder 100 pl in 20 ml frisches Medium angeimpft. Insgesamt wurden
fiinf Passagen durchgefiihrt, was ca. 56 Generationen entspricht. Von jeder Passage wur-
den entsprechende Verdiinnungsreihen angelegt und Gesamtzelltiter, Titer der plasmidhal-
tigen Zellen und deren Verhiltnis ermittelt. Der Verlauf des Anteils der plasmidhaltigen
Zellen iiber die Zeit ist in Abb. V.17 dargestellt. Die ermittelten Werte sind natiirlich ge-
wissen Schwankungen unterworfen, aber es kam nicht darauf an, die Werte durch eine
grofle Anzahl von Parallelversuchen auf wenige Prozent genau zu bestimmen. Deutlich ist
jedoch zu erkennen, dass beide Plasmide bis iiber die 20. Generation hinaus zu praktisch
100 % in allen Zellen stabil vorhanden bleiben. Danach sinkt der Anteil leicht ab, bei
pHN205 auf etwa 80 % und bei pHN216 auf etwa 75 %. Dies ist leicht erklédrbar, da sobald

eine Tochterzelle kein Plasmid bei der Teilung erhilt, alle ihre Nachkommen kein Plasmid
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mehr besitzen und bei der Anzucht im Schiittelkolben wahrscheinlich kein Plasmidretrans-

fer durch Konjugation stattfinden kann.
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Abb. IV.17: Stabilitdt von pHN205 und pHN216 in CMM100 unter unselektiven Bedingungen in Fliissig-
kultur iiber 56 Generationen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der plasmidtragenden Zellen iiber die Zahl

der Generationen.

Als Fazit ist zu nennen, dass beide Plasmide auch unter unselektiven Bedingungen, sowohl
in planta als auch in Fliissigkultur, stabil in CMMI100 enthalten bleiben und somit fiir
Komplementationsexperimente nutzbar sein sollten. Die Koexistenz von pCM2 mit den

beiden von ihm abstammenden Vektoren pHN205 und pHN216 wurde nicht iiberpriift.

2.3.2.2 Test auf Inkompatibilitit von pDM302 und pCM1

Eine Komplementation von inaktivierten Genen, die im Zusammenhang mit der Auspra-
gung der Welke stehen, muss in Mutanten des plasmidhaltigen Wildtypstammes Cmm
NCPPB382 oder dem Curingderivat CMM101 (pCM1) erfolgen, da die Pathogenitétsdeter-
minanten plasmidkodiert sind. Deshalb sollte iiberpriift werden, ob sich pDM302 und
pCM1, die beide das gleiche Replikon besitzen, parallel in ein und derselben Zelle stabil
etablieren und erhalten lassen. Es gibt nur ein Gen auf dem Plasmid pCM1, dessen Gen-
produkt sich mit einem Test nachweisen ldsst, und zwar die Zellulase CelA. Dieser

CMCase-Test (mit Carboxymethylzellulose) ist jedoch relativ aufwendig und fiir den Mas-
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sentest von Hunderten Klonen sehr unpraktikabel. Deshalb wurde der Stamm CMM101¢y,
(CMM100(celA::aacCl), H. JAHR, personliche Mitteilung) genutzt. Hierbei handelt es sich
um den Stamm CMM101, bei dem das ce/l4-Gen durch die Insertion einer aacCI-Genta-
micin-Resistenzkassette unterbrochen ist und somit die Mdglichkeit besteht, iiber einen
einfachen Plattentest auf den Plasmidgehalt zu testen. In diesen Stamm wurde pDM302
elektroporiert und ein Pflanzentest, wie bei den Vektoren der pHN-Serie beschrieben,
durchgefiihrt. Uber das Ausplattieren von Verdiinnungsreihen des nach 31 Tagen gewon-
nenen Xylemsafts auf C-Medium und dem anschlieBenden parallelen Ausplattieren auf C-
Medium Gmyy, Neoss und Gmgo/Neoss sowie C-Medium ohne Antibiotikum, konnte die
Anzahl der Zellen mit pCM1 (Gm"), pDM302 (Neo®), pCM1 und pDM302 (Gm®/Neo®)
sowie ohne Plasmid bestimmt werden. Die Ergebnisse sind in Tab. IV.3 fiir die aus zwei
Pflanzen isolierten Bakterien zusammengefasst. Die Gesamtzahl der Zellen (auf C-Medi-

um ohne Antibiotikum) wurde gleich 100 % gesetzt.

Tab. IV.3: Stabilitdt von pDM302 in Koexistenz mit pCM g, in planta iber 31 Tage. Dargestellt ist der

prozentuale Anteil der plasmidtragenden Zellen nach Isolierung aus dem Xylemsaft von zwei Testpflanzen.

Pflanze 1 Pflanze 2
Medium relativer Anteil relativer Anteil arithm. Mittelwert
C 100 % 100 % -
C Gmy, 94 % 98 % 96,0 %
C Neoys 100 % 97 % 98,5 %
C Gmyy/Neoss 92 % 89 % 90,5 %

Betrachtet man die beiden Plasmide einzeln, so ist jedes von ihnen in iiber 95 % der getes-
teten Zellen enthalten. Die Stabilitét beider Plasmide in Cmm ist also sehr hoch. Erstaunli-
cherweise konnen im Durchschnitt in den untersuchten Bakterien in mehr als 90 % der
Fille beide Plasmide nachgewiesen werden. Normalerweise sollte man erwarten, dass sich
die beiden Plasmide - von den gleichen Proteinen repliziert und verteilt - gegenseitig be-
hindern und somit eines der beiden mit der Zeit verdrangt wird. Dies scheint jedoch nicht
der Fall zu sein. Eine naheliegende Erkliarung wire, dass die Plasmide ein Cointegrat
gebildet haben. Dies wurde jedoch nicht getestet. Die Vektoren der pDM-Reihe sollten
sich fiir Komplementationsexperimente verwenden lassen. Da die Vektoren der pDM-
Reihe geringfiigig mehr Schnittstellen fiir die Klonierung besitzen und mit ihnen deutlich
mehr Erfahrungen im Laboralltag vorliegen, wurden sie in den folgenden Experimenten

den Vektoren der pHN-Familie vorgezogen.

78



Ergebnisse

IV.B Analyse und Charakterisierung von Mutanten von Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis

Eine Bank von Transposon-Mutanten in CMM100 mit ca. 8000 Klonen wurde erstellt, von
denen ca. 3000 eingelagert wurden. Unter diesen Mutanten fielen einige bereits durch ihre
verdnderte Morphologie auf. Bei etwa 20 (0,25 %) handelte es sich um Farbmutanten mit
farblosen bis rosanen Kolonien. Das Spektrum reichte von fahlgelb iiber weiligelb bis
farblos, sowie von kriftig pink bis weillrosa. Weiterhin wurden Mutanten erhalten, deren
Kolonien, verglichen mit dem Wildtyp, eine verringerte Schleimigkeit ("trocken") oder
eine erhohte Schleimigkeit ("extra schleimig") aufwiesen, was bei ldngerer Anzucht auf C-
Medium Platten tlw. dazu fiihrte, dass die Kolonien ineinander flossen.

Die gesamte Bank der Transposon-Mutanten wurde auf Auxotrophien durch dreimaliges
Uberimpfen auf Minimalmediumplatten getestet. Es wurden nur fiinf Mutanten gefunden,
die nicht mehr auf Minimalmedium wuchsen. Diese wurden von O. KAUP im Rahmen
eines Laborpraktikums ndher untersucht. Keine der Mutanten war jedoch durch Zugabe
einer Aminosdure komplementierbar. Bei einer von ihnen konnte es sich um eine Vitamin
B12-Mangelmutante handeln. Eigentlich sollte man erwarten, dass sich unter den 8000
Transposon-Mutanten auch solche mit Aminosdureauxotrophien befinden. Hierauf wird in
der Diskussion ndher eingegangen.

Weiterhin wurden etwa 1500 Mutanten vom Wildtyp von Cmm im Pflanzentest auf
eventuelle Verdnderungen der Virulenz getestet. Eine Reduktion der Virulenz kann zwei
verschiedene Ursachen haben. Entweder das Transposon hat unmittelbar ein Gen, welches
fiir die Welkeauslosung verantwortlich ist, also celd (pCM1) oder pat-1 (pCM2),
inaktiviert, oder es hat ein noch nicht bekanntes chromosomales Gen, das fiir die
Kolonisationsfahigkeit von Cmm verantwortlich ist, inaktiviert. Die Mutanten wurden in
einem dreistufigen Screening in Tomatenpflanzen auf ihre Virulenz getestet (siche
Abschnitt "Test der Virulenz von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis-Mutan-

ten in planta ", Seite §81).
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Die generelle Strategie sah wie folgt aus:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Identifizierung der Mutanten entweder direkt {iber ihre Morphologie, Physiologie
oder im Pflanzentest.

Hybridisierung der Mutanten gegen die cmx-, tnhpA- und pUC-Sonde, um zu kléren,
ob es sich um eine Transposon-Mutante oder eine durch einen anderen Vorgang ent-
standene Mutante handelt.

Klonierung des links vom IRL liegenden DNA-Abschnitts durch Bg/lI-Spaltung von
Gesamt-DNA von Cmm und anschlieBender Ligation in BamHI-gespaltenen pUCI13
bzw. pUCI8 (Abb. VIL8 im Anhang, Seite 164); des rechts vom IRR liegenden
DNA-Abschnitts durch Sphl-Spaltung in entsprechend gespaltenen pUC18. Bei Vor-
liegen eines Cointegrats EcoRV/Stul-Spaltung (jeweils keine Schnittstelle innerhalb
von pKGT452Cp) der Gesamt-DNA und Religation. Bei normal verlaufener Transpo-
sition Klonierung in Smal-gespaltenen Vektor. AnschlieBende Elektroporation nach
E. coli DH5aMCR oder IM109.

Ansequenzierung der klonierten Fragmente mittels IRL-, IRR-, uni- und rev-Primer
(Sequenzen siehe Material und Methoden, Seite 28) und anschlieBendes "primer-wal-
king" entlang des klonierten DNA-Fragments. In spéiterer Phase Abgleich mit den seit
Mitte 2002 eintreffenden Daten aus dem Cmm-Genomprojekt.

Identifizierung des unterbrochenen Gens/der Genregion durch BLAST-Datenbank-
abfrage (ALTSCHUL et al., 1997).

Synthese einer oder mehrerer Sonden anhand der Sequenzdaten mittels PCR fiir die
Hybridisierung.

Suche eines den Bereich abdeckenden Cosmids in der Cosmidbank mittels Kolonie-
hybridisierung.

Kontrolle der durch Koloniehybridisierung gefundenen Cosmide durch Spaltung/
Southern-Hybridisierung gespaltener Cosmid-DNA im Vergleich zu gespaltener
Gesamt-DNA.

Klonierung der DNA-Fragmente, die zur Komplementation der Mutanten verwendet

werden sollen, in E. coli-Kloniervektoren, evtl. Subklonierungen.

10) Umklonierung der DNA-Fragmente in den E. coli-Cmm-Shuttle-Vektor pDM302,

Elektroporation nach Cmm.

11) Test auf erfolgreiche Komplementation.
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Im Folgenden soll auf die Charakterisierung einiger Mutanten eingegangen werden. Zuvor

jedoch eine Beschreibung des Screenings der Mutanten mit Hilfe des Pflanzentests:

1 Test der Virulenz von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis-Mutan-

ten in planta

Es gibt zwei Varianten der Methode zur Infektion der Pflanzen mit Cmm, die Petiolusin-
fektion und die Wurzelinfektion (sieche Material und Methoden, Kapitel 10). Die Wurzelin-
fektion hat den Vorteil, dass der sehr limitierte Stellraum in der Klimakammer zur Pflan-
zenanzucht aufgrund der kleineren Topfe deutlich besser ausgenutzt werden kann und die
Pflanzen schneller Welkesymptome entwickeln, da sie in einem fritheren Stadium infiziert
worden sind. Da zum Test von Mutanten in planta sehr groBe Mengen an Pflanzen beno-

tigt wurden, wurde diese Infektionsart im Screening eingesetzt.

Als Kontrolle dienten bei den einzelnen Pflanzentests der Wildtypstamm Cmm NCPPB382
sowie die Derivate CMM101 (nur das kleine endogene Plasmid pCM1 ist vorhanden, wie
in den Transposon-Mutanten, etwas verzogerte und schwichere Welke) und CMM100
(kein Plasmid vorhanden, keine Welke). Es zeigte sich schnell, dass dieser biologische
Test mit lebenden Organismen, die miteinander interagieren und konkurrieren, sehr groflen
Schwankungsbreiten unterworfen ist. Dies kann zwar theoretisch dadurch aufgefangen
werden, dass sehr viele Pflanzen getestet werden und versucht wird, die Parameter, wie
GroBe der infizierten Pflanzen, verwendete Komponenten usw., moglichst konstant zu
halten, stoft allerdings relativ schnell an logistische und Kapazitdtsgrenzen, zumal der Test
sich auch als relativ empfindlich gegen &ullere Faktoren, wie Qualitit der Pflanzerde,
Schwankungen in der Beleuchtungsintensitit, Jahreszeit usw. herausstellte. Ein derartiger
biologischer Test ldsst sich letztendlich nicht vollkommen standardisieren. Ein anderer
Test - z. B. mit pflanzlichen Zellkulturen - lie§ sich bisher nicht etablieren und wiirde
andere Probleme aufwerfen, da es sich um ein artifizielles System handelt.

Es zeigte sich auBBerdem, dass der bisher als Kenngrofe fiir die Virulenz von Cmm einge-
fiihrte "Welkeindex" (WI) (MELETZUS et al., 1993) - das ist die Anzahl der Tage, die eine
getestete Population von Pflanzen benétigt, bis 50 % von ihnen welken - viel zu grob und
nicht aussagekriftig fiir die Untersuchung von kleinen, graduellen Unterschieden in der
Auspragung der Virulenz ist und bei weniger als 50 % welkenden Pflanzen génzlich

unanwendbar ist. Da es schwer moglich ist, das Welkeverhalten in einer einzigen Kenn-
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groBBe zusammenzufassen, wurde hier eine grafische Darstellung in einem Diagramm ge-
wihlt. Die Pflanzen wurden tédglich auf ihre Welkesymptome hin untersucht und in flinf
Klassen eingeteilt: nicht welkend ("-", keinerlei Welkesymptome), beginnende Welke
("(+)", beginnendes Autbiegen eines Teil-Fiederblatts oder erstes Nachlassen der Turges-
zenz eines Teil-Fiederblatts), deutlich ausgepriagte Welke ("+", eindeutig identifizierbare
Welkesymptome), stark ausgeprigte Welke ("++", zwei Drittel der Fiederblétter zeigen
deutliche Welkesymptome), sowie abgestorbene Pflanze ("tot", die Pflanze besitzt keine
grimen Blatter mehr, die zur Photosynthese fahig wiéren). Die Keimblétter wurden zur
Beurteilung der Welkesymptome nicht beriicksichtigt, da sie sich auch ohne Infektion mit
Cmm oft von alleine einrollen und danach abfallen.

Die im Laufe der Arbeit fiir Cmm NCPPB382 und das Derivat CMM101 gesammelten
Kontrolldaten sind in Abb. IV.18 und IV.19 zusammengefasst, zusétzlich sind in Abb.
IV.20 die Welkesymptome an infizierten und nichtinfizierten Pflanzen exemplarisch
anhand von Fotos dargestellt.

Das Screening der Transposon-Mutanten geschah in drei Teilschritten. Im ersten Screening
wurde jeweils eine Pflanze mit einer Transposon-Mutante infiziert, also 32 verschiedene
Mutanten pro Pflanzschale auf ihre Virulenz getestet. Die nicht oder nur schwécher/ver-
zogert welkeauslosenden Mutanten wurden in einem zweiten Screening, bei dem jeweils
finf Pflanzen mit einer Mutante infiziert wurden, erneut untersucht. Verhielten sie sich
weiterhin auffillig, so wurde eine ganze Pflanzschale (32 Pflanzen) mit dieser Mutante
infiziert und diese Daten sind in Diagrammform im Folgenden dargestellt. Dieser Test
wurde mindestens einmal, meist mehrfach, wiederholt. Die Werte aller Tests sind in einem
Diagramm zusammengefasst und entsprechend gekennzeichnet. Ein nicht ndher quantifi-
zierbarer, jedoch wahrscheinlich nicht unerheblicher Anteil der getesteten Mutanten ist
durch dieses Screening sicherlich als falsch negativ durch das Raster gefallen, aber dies ist
die einzige Moglichkeit, mit vertretbarem Aufwand eine groe Anzahl von Mutanten zu
testen. Auf eine Darstellung der Ergebnisse der beiden ersten Screenings wurde verzichtet,
da ithre Aussagekraft aufgrund des sehr kleinen Stichprobenumfangs letztendlich sehr ein-
geschrinkt ist. Von den ca. 1500 getesteten Mutanten zeigten etwa 30 Mutanten auch im

letzten Screening noch eine deutlich verdnderte Virulenz.
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Abb. 1V.18: Entwicklung und Verteilung der Welkesymptome iiber 28 Tage von 352 Testpflanzen, die mit
Cmm NCPPB382 per Wurzelinfektion infiziert worden sind (Test 1 bis 11) [n=352]. WI: 11 d.
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Abb. 1V.19: Entwicklung und Verteilung der Welkesymptome iiber 28 Tage von 224 Testpflanzen, die mit
CMM101 per Wurzelinfektion infiziert worden sind (Test 1 bis 7) [n=224]. WI: 13,7 d.
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C D

Abb. 1V.20: Fotos der Welkesymptome von 32 Pflanzen 28 Tage nach der Wurzelinfektion mit Cmm
NCPPB382 (A), CMM101 (B), CMM100 (C) und uninfiziert (D).
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2 Titerung von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis in planta

Um den Titer der im Xylemsaft der infizierten Tomatenpflanzen vorhandenen Bakterien zu
bestimmen, wurden die Pflanzen entweder nach 28 Tagen oder dem jeweils angegebenen
Zeitraum mit einer sterilisierten Schere auf Erdhéhe abgeschnitten, gewogen, grob zerklei-
nert in einen ebenfalls desinfizierten Porzellan-Morser gegeben und nach der Zugabe von
etwas fliissigem Stickstoff zu einem feinkornigen Granulat zerstoBen. AnschlieBend wur-
den das Granulat mit der dem Gewicht der Pflanze entsprechenden Menge (1 g =1 ml) an
PS-Puffer versetzt und bis zu einer homogenen Suspension gemorsert. Von dem Homoge-
nat wurden entsprechende Verdiinnungsreihen angelegt und auf C-Medium Platten - beim
Wildtyp, CMM100 und CMM101 ohne Antibiotikumzugabe, bei den Derivaten bzw.
Mutanten mit dem entsprechenden Antibiotikum - ausplattiert. Die Zahl der Einzelkolo-
nien wurde ermittelt und daraus der Bakterientiter auf 1 g des urspriinglichen Pflanzenge-

wichts bezogen errechnet. Die Ergebnisse sind bei den einzelnen Mutanten angegeben.

3 Transposon-Mutanten

3.1 Transposon-Mutanten mit verinderter Morphologie/Physiologie

3.1.1 Die Transposon-Mutante TM382f 371-23 - eine schleimigere Mutante mit

reduzierter Virulenz

Die Transposon-Mutante TM382[3 371-23 zeichnet sich durch eine besonders glinzende
und schleimige Koloniemorphologie auf Platte aus. Dieser Phédnotyp trat bei weniger als
etwa 0,1 % der erhaltenen Transposon-Mutanten auf. Im Pflanzentest zeigte sich bei dieser
Mutante auflerdem ein verzogertes Welkeverhalten (Abb. IV.21).

Die Vermutung lag nahe, dass es sich um eine Mutation handelte, die evtl. die Produktion
oder Zusammensetzung der Exopolysaccharide (EPS) verdndert. Fiir Exopolysaccharide ist
bei Gram-negativen phytopathogenen (z. B. Agrobacterium, Pseudomonas, Xanthomonas,
Erwinia, Ralstonia etc.) und symbiotischen (z. B. Rhizobium, Sinorhizobium etc.) Bakte-
rien ein sehr vielfdltiger und entscheidender Einfluss auf die Virulenz vielfach in der Lite-
ratur beschrieben (FETT und DUNN, 1989; COPLIN und COOK, 1990; DENNY und BAEK,
1991; Cook und SEQUEIRA, 1991; LEIGH und COPLIN, 1992; NIEHAUS et al., 1993;

BECKER und NIEHAUS, 1998; SCHELL, 2000; FRAYSSE ef al, 2003).
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Abb. IV.21: Entwicklung und Verteilung der Welkesymptome iiber 28 Tage von 128 Testpflanzen, die mit
der Cmm-Transposon-Mutante TM382f 371-23 per Wurzelinfektion infiziert worden sind (Test 1 bis 4)
[n=128]. WI: > 28 d.

Die Zusammensetzung der von Cmm gebildeten Exopolysaccharide wurde von
VAN DEN BULK ef al. (1991) und von BERMPOHL et al. (1993, 1996) aufgeklirt. Sie beste-
hen aus L-Fucose, D-Galaktose und D-Glukose im Gesamtmassenverhiltnis von 2:1:1,
dekoriert mit Acetat- und Pyruvat-Seitengruppen. Eine abgeschwichte Virulenz von Cmm-
Mutanten, die nur noch ca. 10 % der urspriinglichen EPS-Menge produzieren, wurde bis-
her nicht beobachtet (BERMPOHL et al., 1996). EPS an sich scheint bei Cmm keine Patho-
genititsdeterminante zu sein, da der plasmidfreie Stamm CMM 100, der EPS bildet und die
Pflanze ganz normal besiedelt, keinerlei Welkesymptome hervorruft. Es konnte jedoch
eine schwache Reduktion der Biomasse beobachtet werden. Die EPS-Zusammensetzung
hat demgegeniiber Auswirkungen auf die Kolonisationsfahigkeit von verschiedenen natiir-
lichen Isolaten von Cmm, wie BERMPOHL et al. (1996) zeigen konnten. Es gibt Isolate, die
nur sehr wenig EPS produzieren und weder in der Lage sind, die Pflanze effektiv zu kolo-
nisieren, noch Welke auszulosen. Vor diesem Hintergrund schien es vielversprechend, den

Mutationsort von TM382[3 371-23 ndher zu charakterisieren.

Bei der Charakterisierung der Mutante TM382f 371-23 durch Southern-Hybridisierung
von Bglll-gespaltener Gesamt-DNA gegen die Standard-Sonden (cmx, tnpA, celAd, pat-1,
siche Abb. VII.1 A-D im Anhang, Seite 160) zeigte es sich, dass es sich um eine
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"normale" Transposoninsertion handelt. Bei Verwendung der cmx-Sonde tritt ein hybridi-
sierendes Fragment groBer als 2071 bp und mit der tnpA-Sonde eines grofer als 1214 bp
auf. Mit der cel4-Sonde zeigte sich die typische Bande von 3190 bp, d. h. pCM1 ist wahr-
scheinlich vorhanden. Wie bei allen daraufhin getesteten Transposon-Mutanten wurde
pCM2 verloren, da die 3,75 kb groe hybridisierende Bande von pat-1 fehlt und nur die ca.
11 kb groe Bande der chromosomalen Homologie chpA nachweisbar ist. Die das Trans-
poson flankierenden Bereiche wurden mit der iiblichen Methode (siehe generelle Strategie)

kloniert und ansequenziert.

EcoRI,20889
Not,8936 iHindll,20958
i Sphl,9315 {EcoRI1,21005
: .Notl1,9472 : EcoRV,24701
Sphl,11358 : :Notl,24818
i Notl, 11927 : E
i Notl, 12419 B : Notl, 25700
: Sphl,13011 : £ 1 Notl, 26248
i Sphl, 13731 i © Notl,26946
Sphl,201 ; .Sph1,15149 . Notl, 28282
: Sphl,2041 :Dral 15317 : Not|,30266
i Sphl,3142 i EcoRV,17198 :Notl,30305
pod i . i Sphl,17553 E i Sphl,30447
: Lo Not|,5555 : :: [ ;i EcoRV,17941 I ¢ Sphl,30858
| [ | Ll I [1] 1 I ]
\ T T J T ‘ T
Tn1409CB
— (X ] I ) Oy < gl D
A B nrps "rhs" CD E F G H | J
Sonde S71-23 —/
404 bp
hybridisierende Bande
Sphl Sphl
10000 20000 30000
. l . | |
TM382 371-23 (32436 bps)

Abb. 1V.22: Physikalische Karte des den Insertionsort von Tn/409CB umgebenden DNA-Bereichs im
Chromosom von TM382f3 371-23 (oberste Linie). Darunter die Gene/ORFs als Pfeile (Bezeichnungen/
Homologien in Tab. IV.6). Das unterbrochene Gen ("rhs") ist in braun dargestellt, die verschiedenen
Bereiche (siche Text) in unterschiedlichen Brauntdnen. Eine Zeile darunter schematisch die Lage der Sonde,
die zur Suche von Cosmiden per Koloniehybridisierung in der Genbank verwendet wurde, sowie in der
nichsten Zeile die bei der Southern-Hybridisierung mit Sphl-gespaltener Gesamt-DNA auftretende
hybridisierende Bande.

Das Transposon ist in einen potentiellen ORF (in Abb. IV.22 "rhs" genannt) inseriert, der
6774 bp lang ist und fiir ein Protein von 2258 Aminosduren kodieren konnte, was fiir ein

bakterielles Protein sehr grof} ist. Teile des von diesem ORF kodierten Proteins zeigen bei
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einer BLAST-Abfrage (ALTSCHUL ef al., 1997) Ahnlichkeiten zu einer Reihe von sehr gro-

Ben Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen: zu zellwandassoziierten Proteinen, zu

einer Zellulosebindedomine, zu Glukosidasen und zu Rhs-Proteinen (vergl. Tab. 1V.6).

Eine direkte Verbindung zu dem Phénotyp, der eine verdnderte EPS-Menge oder -Struktur

aufweisen konnte, ist erst einmal nicht zu erkennen, da die o. g. Proteine in der Literatur

nicht in Verbindung mit der EPS-Biosynthese gebracht werden. Sekundireffekte konnen

natiirlich nicht ausgeschlossen werden.

Tab. IV.6: Gene/ORFs im den Insertionsort von Tn/409Cf umgebenden DNA-Bereich im Chromosom von
TM382f3 371-23 (Abb. IV.22) mit ausgewihlten Homologien aus der BLAST-Datenbankabfrage .

ORF | Protein Organismus Acc.Nr. e-W | /A U
"rhs" | hypothetisches Protein M. degradans 2-40 ZP 00066765 | 6e-20 | 37/60 | ~300
dhnlich zu zellwandassoz. Protein- | L. innocua NP_469798 Te-19 | 28/45 | ~500
vorldufer WapA von B. subtilis
Zellulosebindedomine 6 B. anthracis A2012 NP_655005 3e-16 | 25/46 | ~730
Glukan 1,4-beta-Glukosidase X. axonopodis pv. citri str. 306 | NP_644530 4e-13 | 28/43 | ~430
RhsA S. clavuligerus AAC32486 7e-06 | 26/40 | ~400
nrps | nichtribosomale Peptidsynthetase S. avermitilis BAB69370 0.0]57/69 | 921
nichtribosomale Peptidsynthetase C. efficiens YS-314 NP_739167 0.0|51/66 | 882
A Prolin Dehydrogenase C. glutamicum ATCC 13032 | NP_599351 0.0 | 50/65| 1193
1-Pyrrolin-5-carboxylat Deh. C. efficiens YS-314 NP_736711 0.0 49/65 | 1191
B Metallopeptidase S. avermitilis BAB69371 9e-99 | 48/60 | 442
Metallopeptidase C. efficiens YS-314 NP_736963 8e-92 | 43/56 | 458
C hypothetisches Protein M. tuberculosis H37Rv NP_216840 9e-30 | 48/69 | 142
regulator. Prot. der AsnC-Familie S. coelicolor A3 (2) NP_ 625510 3e-29|49/68 | 142
D hypothetisches Protein M. tuberculosis H37Rv NP_216839 4e-72 | 53/65 | 266
Prot. der Amidinotransferase-Fam. C. elegans NP_ 508952 3e-39|36/53 | 269
Bleomycin-Res. verstiarkend. Prot. S. verticillus 2104260F Te-14|30/44 | 211
E Ornithin-Aminotransferase S. coelicolor A3 (2) NP_ 625512 e-135|68/77 | 391
Ornithin-Aminotransferase B. subtilis NP_391914 e-119 | 54/69 | 385
F hypothetisches Protein V. cholerae NP 230955 9e-25|32/54| 272
Permease der DM T-Superfamilie C. glutamicum ATCC 13032 | BAB97998 2e-23|31/54| 276
G UDP-Galactose-4-Epimerase M. loti NP 103218 le-32 | 32/50 | 299
UDP-Galactose-4-Epimerase A. tumefaciens NP_354938 le-24 | 31/46 | 300
H Membran-Transportprotein S. meliloti NP_386459 2e-56 | 46/64 | 372
Benzoat-Transportprotein A. tumefaciens str. C58 NP_532938 4e-53|43/61 | 372
I Metallopeptidase X fastidiosa Temeculal NP_778381 6e-24 | 44/59 | 122
hypothetisches Protein X fastidiosa 9a5c NP_297460 7e-24 | 44/59 | 122
J hyp. Prot. in der MEL C2-RNHH S. lincolnensis CAA65001 4e-39 | 54/69 | 149
intergenischen Region
hypothetisches Protein S. coelicolor A3 (2) NP_631266 2e-35(48/65 | 150

e-W: e-Wert; I/A: Identitiit und Ahnlichkeit auf Aminosiure-Ebene in %; U: iiberlappender Bereich.

Mit Hilfe der Daten aus dem Cmm-Genomprojekt konnte die DNA-Region auf die in Abb.

IV.22 gezeigte GroBe erweitert werden. Die Homologien der potentiellen ORFs zu
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bekannten Genen sind in Tab. IV.6 aufgefiihrt. Die angrenzenden ORFs ergeben im
BLAST-Vergleich leider ein sehr uneinheitliches Bild. Von vielen homologen Proteinen ist
die Funktion nicht bekannt oder nur wieder aufgrund von Homologien postuliert.

Sucht man per PSI-BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) nur nach bakteriellen Genprodukten,
zu denen das vom ORF "rAs" kodierte Protein Ahnlichkeiten zeigt, so treten ab der 2. Ite-
ration die Rhs- und Rhs-verwandten Proteine deutlicher hervor (Anhang, Seite 184). Auf-
grund der GroBe des Proteins konnen Ahnlichkeiten zu anderen extrem grofen Proteinen
natiirlich nur vorgetduscht sein, bei den meisten der homologen Proteine scheint es sich
aber um zellwandgebundene oder -assoziierte Proteine zu handeln.

Man kann das potentielle Rhs-Protein aufgrund der Homologien grob in drei Teilbereiche
unterteilen (sieche auch Abb. 1V.22/1V.23). Der erste Bereich (AS 1 - 400) zeigt schwache
Homologien zu zellwandassoziierten Proteinen, der zweite Bereich (AS 714 - 1488) zu
groBBen, multifunktionalen, sekretierten Proteinen und zu Glukosidasen und der dritte Be-

reich (AS 1489 - 2258) zu Rhs- bzw- Rhs-dhnlichen Proteinen.

Bei den Rhs-Proteinen (ZHAO und HILL, 1995; WANG et al., 1998; HILL, 1999), die zuerst
in E. coli beschrieben wurden, handelt es sich um Proteine, deren Funktion unbekannt ist.
Das Kiirzel "rhs" steht fiir "recombination hot spot" und beschreibt die grofite Auffilligkeit
bei diesen Proteinen bzw. der DNA-Region, in der sie zu finden sind, ndmlich ein Ort zu
sein, in dem haufig eine bestimmte Art von Rekombinationen stattfinden. Eine typische
Rhs-Region in E. coli besteht aus einer so genannten Kernregion ("core", ca. 3,8 kb), die
von einem einzigen ORF iiberspannt wird. Am N-Terminus des kodierten Proteins ist
meist ein Signalpeptid lokalisiert. Die Kernregion des Gens ist in E. coli durch einen
erhohten GC-Gehalt (> 60 %) der DNA charakterisiert. Fiir das Protein ist das vielfach
wiederholte, konservierte Motiv YDxxGRL(I/T) (HILL, 1999) typisch, zwischen denen
sich ein Glycin an relativ konservierten Positionen befindet.

An die Kernregion schlie3t sich die so genannte Kernverldngerung ("core extension", 400 -
600 bp) an, deren Charakteristikum darin besteht, dass diese Region zwischen verschiede-
nen Rhs-Elementen ausgetauscht werden kann und keine Homologien zwischen diesen
"core extensions" vorliegen. Der GC-Gehalt liegt bei <45 %. Der fiir das Kernprotein
kodierende ORF wird am 3'-Ende der "core extension" oft von dem sog. dsORF ("down-
stream ORF") gefolgt bzw. iiberlappt, der einen ebenso niedrigen GC-Gehalt hat und in
den einzelnen Rhs-Elementen nicht konserviert ist. Rhs-Elemente sind in weiteren Gram-

negativen Arten beschrieben worden (Salmonella typhi, S. typhimurium, S. paratyphi,
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Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa und Actinobacillus actinomycetemcomitans)

(HiLL, 1999).
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Abb. IV.23: Grafische Darstellung des Verlaufs des GC-Gehalts der DNA im Bereich eines typischen Rhs-
Elements von E. coli (unten) und im Bereich der in TM382f 371-23 unterbrochenen DNA-Region. Bei
E. coli ist der erhohte GC-Gehalt der DNA in der "core"-Region und der erniedrigte GC-Gehalt in der "core-
extension” und im "dsORF" gut zu erkennen. Bei Cmm ist ein leicht verringerter GC-Gehalt in dieser Region
zu beobachten. Die waagerechte Linie bei 0,72 bzw. 0,525 gibt den durchschnittlichen GC-Gehalt des
gesamten Chromosoms von Cmm bzw. E. coli an. Die GC-Kurve ist auf dem Mittelwert von 100 bp-

Bereichen mit dem Programm "GeneQuest" aus dem "LaserGene/DNAStar"-Paket errechnet.

Das in Cmm identifizierte Gen lésst bis auf die Sequenzhomologie des kodierten potentiel-
len Proteins keine der sonst fiir Rhs-Elemente typischen Merkmale erkennen, wie die
Aufteilung in hoher konservierte Kernregion und nicht konservierte Kernerweiterung oder
ein repetitives Motiv im kodierten Protein. Einzig der durchschnittliche GC-Gehalt der
DNA im kodierenden Bereich liegt mit ca. 60 % signifikant niedriger als die fiir Cmm {ibli-
chen ca. 72 % (siehe auch Abb. IV.23). Bereits iiber Sequenzhomologien zugeordnete Rhs-
Proteine bzw. Rhs-dhnliche Proteine aus Streptomyces coelicolor weisen eine deutlich
hohere Ahnlichkeit zu denen aus E. coli auf, als das hier in Cmm inaktivierte Gen. Deshalb
ist es noch fraglich, ob es sich tatsichlich um ein Rhs-dhnliches Protein handelt. Uber die
Funktion von Rhs-Elementen ist praktisch nichts bekannt, auch wenn ihnen eine wichtige

Rolle in der Evolution und Anpassung von E. coli zugeschrieben wird (WANG et al., 1998;
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HILL, 1999). Insofern kann ein Zusammenhang mit dem Phénotyp dieser Mutante, die eine
verdnderte Schleimigkeit aufweist, direkt nicht hergestellt werden. Rhs-Elemente scheinen
auf jeden Fall in E. coli nicht essentiell zu sein, da es auch E. coli-Stdimme gibt, die keine
Rhs-Elemente aufweisen (HILL, 1999). Auch ein Verweis auf mogliche Sekundéreffekte
bzgl. der EPS-Biosynthese bleibt Spekulation.

Die in der Umgebung lokalisierten Gene geben ebenfalls keinen Aufschluss tiber die mog-
liche Funktion des inaktivierten Proteins und dessen Auswirkungen auf die schleimige
Koloniemorphologie. Eine Operonstruktur ist augenscheinlich nicht vorhanden. Interessant
ist das Vorhandensein eines potentiellen UDP-Galaktose-4-Epimerase-Gens (ORF G) in
der Ndhe. Das Genprodukt (in der Literatur oft mit GalE bezeichnet) katalysiert die Epime-
risierung von UDP-Galaktose zu UDP-Glukose bzw. umgekehrt. Diese Reaktion wird als
Teil der bakteriellen EPS-Biosynthese vielfach in der Literatur beschrieben (z. B. LAWS et
al., 2001). Da das EPS von Cmm aus L-Fucose, D-Glukose und D-Galaktose aufgebaut ist,
konnte es sich um die UDP-Galaktose-4-Epimerase handeln, die die entsprechenden
Zuckerbausteine je nach Vorhandensein ineinander umwandelt, bevor sie in das EPS ein-
gebaut werden. In Erwinia amylovora fihrt die Deletion des galE-Gens zu einer verrin-
gerten Virulenz (METZGER ef al., 1994). Im Genom von Erwinia amylovora liegt das galE-
Gen, wie das galT- (Galaktose-1-Phosphat-Uridylyltransferase) und gal/K-Gen (Galaktoki-
nase), im Gegensatz z. B. zum Genom von E. coli, nicht in einem Galaktoseoperon, son-
dern iiber das Genom verteilt und getrennt vom eigentlichen EPS-Biosynthesecluster. Inso-
fern muss es sich hier in Cmm nicht zwangsldufig um eine Region handeln, die insgesamt
mit der EPS-Biosynthese von Cmm in Zusammenhang steht. Fiir zukiinftige Experimente
wére es interessant zu sehen, wie sich eine Deletion/Unterbrechung des galE-Gens auf die
Zusammensetzung der EPS von Cmm auswirkt. Ebenfalls interessant fiir weitere Untersu-
chungen konnte die direkt "downstream" gelegene potentielle nichtribosomale Peptid-
synthetase sein, auch wenn dies nicht in Zusammenhang mit der EPS-Biosynthese steht.
Die von dieser Klasse von Enzymen synthetisierten Peptide spielen jedoch eine vielféltige

Rolle auch in der Bakterien-Pflanzen-Interaktion.

Zur Komplementation des Phénotyps wurden in der Cmm Cosmid-Genbank (GRAFEN,
2001) per Koloniehybridisierung Cosmide identifiziert, die den gesuchten Bereich ab-
decken (ABT, 2003). Dazu wurde per PCR mit Gesamt-DNA von Cmm und den Primern
S71-23#1 und S71-23#2 (siche Material und Methoden, Seite 28) ein Teil des "rhs"-Gens
amplifiziert und anschlieend Digoxygenin-11-dUTP-markiert. Die Lage der Sonde S71-
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23 ist in Abb. IV.22 skizziert. Es konnten bei der Koloniehybridisierung sieben Cosmide
identifiziert werden, die positive Signale erzeugten. Die identifizierten Cosmide wurden
durch eine Restriktionsanalyse weiter charakterisiert. Nur eines von ihnen (cos2/32) ent-
hielt den gesuchten Bereich (Daten nicht gezeigt). Die Daten aus dem Genomprojekt lie-
Ben zu diesem Zeitpunkt noch keine geeigneten Schnittstellen fiir eine Klonierung des
gesamten das potentielle r4s-Gen iliberspannenden DNA-Bereichs erkennen. Erst neueste
Daten, die eine Verldngerung des Contigs auf die in Abb. IV.22 gezeigte Grofle
ermoglichten, zeigen, dass eine Klonierung mit Nofl-, Notl/EcoRI- oder Notl/Hindlll

moglich ist. Eine Komplementation der Rhs-Mutante ist daher in Zukunft moglich.

3.1.2 Die Transposon-Mutante TM100 113-35 - eine pigmentfreie Mutante

Wie in der Einleitung zum Abschnitt B des Ergebnisteils bereits erwéhnt, treten unter den
Transposon-Mutanten regelméfig Farbmutanten auf. Unter insgesamt ca. 35.000 Mutanten
von Cmm und 8.000 Mutanten von CMM100 konnten etwa 240 Mutanten (~ 0,6 %) mit
verdnderter Koloniefarbe - von blassgelb iiber farblos bis rosa - identifiziert werden. Die
ersten von ithnen (CMM100) wurden im Rahmen eines Laborpraktikums von J.F. LUDEWIG
mittels Southern-Hybridisierung charakterisiert. Es fiel auf, dass diese Mutanten ein
Hybridisierungsmuster aufwiesen, was nicht einer "normalen" Transposoninsertion ent-
sprach, sondern entweder auf eine Cointegratbildung oder eine (evtl. illegitime) Rekombi-
nation hindeutete, da bei allen auch mit der pUC-Sonde eine oder mehrere hybridisierende
Banden zu erkennen waren. Es wurde trotzdem mit den verschiedenen Standardstrategien
(siche Einleitung zu Kapitel B im Ergebnisteil, Bg/l-, Sphl- bzw. EcoRV/Stul-Klonierung
und anschlieBende Ansequenzierung) versucht, die Mutationsorte bei 11 Mutanten zu cha-
rakterisieren. Nur bei einer von ihnen - TM100B 113-35 - fiihrten Klonierung und Anse-
quenzierung zu verwertbaren Ergebnissen. Southern-Hybridisierungen und Restriktions-
analysen des klonierten DNA-Bereiches, in den das Transposon inseriert ist, deuteten drauf
hin, dass es sich bei der Insertion um ein nicht korrekt aufgelostes Cointegrat oder um eine
(illegitime) Rekombination handeln konnte (Daten nicht gezeigt).

Das durch die Mutation in TM100 113-35 unterbrochene Gen konnte in BLAST-Daten-
bankabfragen (ALTSCHUL et al., 1997) als crtB-Gen identifiziert werden, welches fiir die
Phytoen-Synthase, ein Enzym der Carotinoid-Biosynthese, kodiert (vergl. Abb. IV.24 und
Tab. IV.7). Die Insertion liegt 442 bp hinter dem moglichen ATG Startcodon und teilt das
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kodierte Protein etwa in der Mitte. Auffillig ist, dass das crtB-Gen ohne Stopcodon im
gleichen Leseraster direkt in das folgende crt/-Gen (Phytoen-Desaturase) ilibergeht, wel-
ches ebenfalls fiir ein Enzym der bakteriellen Carotinoid-Biosynthese kodiert. Das crtl-
Gen besitzt jedoch weiterhin ein eigenes potentielles ATG Start-Codon 1047 bp stromab-
warts des Start-Codons von crtB. Bei dem von den beiden Genen kodierten Protein handelt
es sich offensichtlich um ein echtes Fusionsprotein aus den beiden Proteinen CrtB (Phy-
toen-Synthase) und Crtl (Phytoen-Desaturase), die durch einen etwa 33 Aminosdure gro-
Ben Linker verbunden sind. Das kodierende Gen wurde deshalb crtBI genannt. Weitere
Sequenzierung iiber "primer-walking" zeigte, dass in diesem DNA-Abschnitt eine Operon-
struktur vorliegt, die das komplette Carotinoid-Biosynthese-Operon umfasst.

Durch die spiter hinzu gekommenen Sequenzinformationen aus dem Genomprojekt
konnten die gesamte Region und die Insertionsstelle identifiziert werden. Sie ist in Abb.
IV.24 schematisch dargestellt, die Gene/ORFs in Tab. IV.7. Das ebenfalls in Abb. 1V.24
dargestellte GC-Verhiltnis der DNA in diesem Bereich zeigt keine signifikanten Abwei-
chungen von dem durchschnittlichen GC-Gehalt von ca. 72 %, wie es fiir sog. "house-
keeping"-Gene zu erwarten ist.

Da es sich um eine Mutante handelt, die nicht durch eine "normale" Transposoninsertion
hervorgerufen wurde, sondern die Hybridisierungen und Spaltungen der Gesamt-DNA
bzw. des klonierten Fragments aus der Mutante auf ein nicht korrekt aufgelostes Cointegrat
oder eine nicht korrekt verlaufene Transposition mit anschlieBender Integration des Muta-
genese-Vektors iiber homologe Rekombination hindeuteten, sollte als erstes ein Cosmid
zur Komplementation gefunden werden. Per Temperatur-Gradienten-PCR wurde die
Sonde S113-35 mit den beiden Primern S113-35#1 und S113-35#2 (Sequenz siche Materi-
al und Methoden, Seite 28) und Gesamt-DNA von Cmm als Template amplifiziert. Das aus
dem Gel eluierte und anschlieend Digoxygenin-11-dUTP-markierte PCR-Produkt von
1950 bp GroBe wurde als Sonde fiir die Koloniehybridisierung und die Hybridisierung von
gespaltener Cosmid-DNA eingesetzt. Ein Cosmid (cos2/27) konnte identifiziert werden,
das das komplette Carotinoid-Biosynthese-Operon von Cmm tragt (ABT, 2003).
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Abb. 1V.24: Physikalische Karte des den Insertionsort von Tn/409C umgebenden DNA-Bereichs im Chro-

mosom von TM100B 113-35 (oberste Linie). Darunter die Gene/ORFs als Pfeile (Bezeichnungen/Homolo-

gien in Tab. IV.7). Q: pot. Terminator. Das unterbrochene Carotinoid-Biosynthese-Cluster ist in gelb bis rot

dargestellt. Eine Zeile darunter schematisch die Lage der Sonde, die zur Suche von Cosmiden per Kolonie-

hybridisierung in der Cosmidbank verwendet wurde, sowie in den nichsten Zeilen die bei der Southern-

Hybridisierung mit Sphl-, PstI- und Bglll-gespaltener Gesamt-DNA von Cmm auftretenden hybridisierenden

Banden. Das Bg/lI-Fragment aus dem Cosmid co0s2/27 wurde letztendlich zur Komplementation kloniert.

Unten: GC-Verhiltnis im dargestellten DNA-Bereich. Die waagerechte Linie bei 0,72 symbolisiert den

durchschnittlichen GC-Gehalt des gesamten Chromosoms von Cmm. Die GC-Kurve ist auf dem Mittelwert

von 100 bp-Bereichen mit dem Programm "GeneQuest" aus dem "LaserGene/ DNAStar"-Paket errechnet.
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Tab.IV.7: Gene/ORFs im den Insertionsort von Tn/409Cp umgebenden DNA-Bereich im Chromosom von

TM100pB 113-35 (siehe Abb. IV.24) mit ausgewdhlten Homologien aus der BLAST-Datenbankabfrage.

ORF | Protein Organismus Acc.Nr. e-W | /A U
idi Isopentylpyrophosphat-Isomerase A. mediolanus AAMI94361 | 7e-53|68/77 | 166
Isopentyldiphosphat-3-Isomerase B. linens AAF65591 | 2e-46|55/65 | 178
Isopentenyldiphosphat-Isomerase C. glutamicum ATCC 13032 | NP_601504 | 5Se-46|54/70 | 173
crtE | GGPP Synthetase B. linens AAF65590 | 8e-55|38/55 | 329
Geranylgeranylpyrophosphat-Synth. | A. mediolanus AAMI94362 | 2e-47 | 44/58 | 313
GGPP Synthetase B. flavum AAK64296 | Te-44|35/52 | 311
crtBI | Fusionsprotein aus:
Phytoen-Synthase A. mediolanus AAMI94363 | 5e-75|57/66 | 303
Phytoen-Synthetase B. flavum AAK64298 | 1e-60|44/60 | 279
Phytoen-/Squalensynthetase C. glutamicum ATCC 13032 | NP_599859 | 2e-59|43/59 | 296
Phytoen-Synthase B. linens AAF65581 | le-51|45/56 | 282
und
Phytoen-Desaturase A. mediolanus AAM94364 | e-156|60/72 | 515
Phytoen-Desaturase B. flavum AAK64299 | e-145|52/65 | 524
Phytoen-Dehydrogenase C. glutamicum ATCC 13032 | NP_599858 | e-144|52/65 | 524
Phytoen-Desaturase B. linens AAF65582 | e-136|54/68 | 517
crtYg | Csp-Carotinoid-g-Zyklase C. glutamicum ATCC 13032 | NP 599857 | 3e-18|49/68 | 97
CSO-Carotinoid-g-Zyklase B. ﬂavum AAK64300 | 5e-18|47/66 95
Lycopin-g-Zyklase-Isoprenoid- A. mediolanus AAM94365 | 2e-17|46/62 | 107
Transferase A
Cso-Carotinoid-g-Zyklase C. efficiens YS-314 NP_737249 | 1e-16 | 50/69 | 100
crtYe | Csp-Carotinoid-g-Zyklase C. efficiens YS-314 NP 737248 | 4e-07 | 33/55 | 106
LycOpin_g_Zyklase_Isoprenoid_ A. mediolanus AAM94366 | 5e-06 | 37/56 111
Transferase B
Cso-Carotinoid-g-Zyklase C. glutamicum ATCC 13032 | NP_599856 | 6e-06|39/66 | 63
Cso-Carotinoid-g-Zyklase B. flavum AAK64301 | 2e-05|39/66 | 63
crtEb | Lycopin-g-Zyklase-Isoprenoid- A. mediolanus AAM94367 | 2e-77|59/72 | 298
Transferase C
4-Hydroxybenzoat-Polyprenyltransf. | C. glutamicum ATCC 13032 | NP_599855 | 2e-70 | 54/69 | 281
Lycopin-Elongase B. flavum AAK64302 | 4e-70|54/69 | 281
A unbekannt P. multocida NP 245758 | 3e-18|42/46 | 151
Septicolysin C. septicum CADG62161 | 2e-08 |26/50 | 151
B unbekannt R. erythropolis AACT7476 | 5e-11]29/45 | 181
Transkriptions-Regulator S. coelicolor A3 (2) NP_624661 | 6e-11|36/52 | 156
Transkriptions-Reg., TetR-Fam. M. tuberculosis NP 215205 | 4e-10|35/51 | 135
C Dehydrogenase-homolog L. monocytogenes NP_465699 | 7e-43|44/60 | 250
3-Oxoacyl-(Acyl Carrier Protein)- O. iheyensis HTES31 NP_691913 | 2e-35|42/58 | 246
Reduktase
D Antibiotikum-Transporter S. globisporus AAL06682 | e-107|40/60 | 669
Antibiotikum-Transport assoziiertes | S. coelicolor A3 (2) NP_629234 | e-107|43/59 | 636
Protein actll-3
E Transkr.-Reg. der MarR-Familie C. glutamicum ATCC 13032 NP_599862 | 6e-07|31/52 | 139
hypothetisches Protein B. linens AAF65593 | 6e-07|30/48 | 141
F hypothetisches Protein S. coelicolor A3 (2) NP_629464 | 4e-37|40/56 | 287
pot. Transmembran-Lipoprotein R. solonacearum NP_519299 | 8e-09|29/41 | 259
hypothetisches Protein X. fastidiosa 9a5c NP 297359 | 1e-06|30/43 | 218
G hypothetisches Protein M. loti NP 104793 | 0.28]23/39 | 217
H pot. Regulatorprotein S. coelicolor A3 (2) NP 625415 | 2e-33|41/58 | 229
pot. Transkr.-Reg. der LysR-Fam. S. coelicolor A3 (2) NP 625268 | 3e-24|36/48 | 268
I hypothetisches Protein S. coelicolor A3 (2) NP 625416 | 2e-27|62/70 | 129
J hypothetisches Protein” P. abyssi NP 126249 | 4e-10|24/43 | 335
hypothetisches Protein” P. furiosus DSM 3638 NP 579346 | 7e-09 | 23/43 | 326

*:nvorausgesagtes Membranprotein; e-W: e-Wert; I/A: Identitit und Ahnlichkeit auf Aminosiure-Ebene in %;
U: iiberlappender Bereich.
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Das 5915 bp groBle Bg/ll-Fragment (vergl. Abb. IV.24) von cos2/27, welches das gesamte
Carotinoid-Biosynthese-Operon von Cmm enthdlt, wurde in BamHI-gespaltenen
pT1I9MECA2 (Abb. IV.14, Seite 69) ligiert und nach E. coli DH5SaMCR elektroporiert.
Uberraschenderweise waren etwa 50 % der erhaltenen Klone mit Insert nicht farblos, wie
bei einer Unterbrechung des /acZo-Fragments des Vektors durch ein inseriertes Fragment
zu erwarten, sondern kriftig gelb gefarbt. Restriktionsanalysen ergaben, dass nur die Frag-
mente, die in a-Orientierung (also in gleicher Richtung, wie das lacZa-Fragment) ligiert
worden waren (pOKU9-113-35a, Abb. VIL17, Seite 168), zu gelben Kolonien fiihrten,
nicht jedoch die B-Orientierung (pOKU9-113-35f). Dies deutet darauf hin, dass das Caro-
tinoid-Biosynthese-Operon von Cmm in E. coli zwar generell funktional ist, der eigene
Promotor aus Cmm in E. coli aber keine oder nur eine sehr schwache Expression erlaubt
und folglich Expression nur bei Transkription vom lac-Promotor erfolgt. Diese Annahme
wird auch dadurch gestiitzt, dass die E. coli-Zellen, die das Cosmid cos2/27 mit dem
gesamten Carotinoid-Biosynthese-Operon von Cmm tragen, keine gelbe Farbung aufwei-
sen.

Auf dem klonierten Fragment liegt zwar nur ein Teil des idi-Gens (kodiert fiir die Isopen-
tenylpyrophosphat-Isomerase, die Dimethylallyl-Pyrophosphat (DMAPP) in Isopentenyl-
Pyrophosphat (IPP) isomerisiert bzw. umgekehrt), dieses Gen ist jedoch auch in E. coli
vorhanden. Die Produkte IPP/DMAPP der vom idi-Genprodukt katalysierten Reaktion
werden z. B. auch fiir die Menachinon-/Ubichinon-Biosynthese bendtigt. Zur Umklonie-
rung in pPDM302 wurde pOKU9-113-35B verwendet, um das mit EcoRI/Hindlll heraus-
gespaltene Fragment so in EcoRI/Hindlll-gespaltenen pDM302 zu ligieren, dass das Ope-
ron auch vom noch vorhandenen cmx-Promotor aus transkribiert werden kénnte, auch
wenn der eigene Promotor des Operons in Cmm funktional sein muss. Die in E. coli erhal-
tenen Klone blieben interessanterweise farblos, was allerdings daran liegen kann, dass der
Vektor pDM302 in E. coli im Vergleich zu pUC-Derivaten eine sehr geringe Kopienzahl
aufweist. pBA-113-35a wurde zur Steigerung der Effizienz der Elektroporation nach Cmm
in E. coli WA337 elektroporiert. Dieser Stamm fiihrt keine dam/dcm-Methylierung mehr
durch (siehe auch Ergebnisse, Abschnitt A 1.1.4, Seite 55). Die Klonierung des Cosmid-
Fragments wurde von S. SCHOTT als Teil ihres Laborpraktikums durchgefiihrt. pBA-113-
350 wurde per Elektroporation in die Mutante TM1008 113-35 eingebracht. Der grofite
Teil der transformierten Zellen zeigte wieder eine gelbe Farbung. Der Phinotyp "farblos"
der Transposon-Mutante TM100 113-35 konnte also durch die Einbringung des Caroti-

noid-Biosynthese-Operons auf dem Plasmid pBA-113-35a komplementiert werden.
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Dabei war auffallend, dass die Intensitit der Gelbfarbung der Kolonien unter den Trans-
formanten z. T. deutlich variierte. Die Mehrzahl der 240 Transformanten zeigte eine mitt-
lere Gelbintensitét, 29 Transformanten (ca. 12 %) fielen durch eine stiarkere Gelbfarbung
auf und 6 (ca. 2,5 %) Transformanten waren farblos. Zur Klidrung der Frage, ob diese
Intensitdtsunterschiede auch iiber mehrere Zellgenerationen Bestand haben, wurden die
Kolonien iiber mehrere Tage hinweg immer wieder auf frische Agar-Platten {iberimpft.
Schon nach wenigen Tagen verloren die 29 urspriinglich durch ihre intensive Gelbfarbung
aufgefallenen Kolonien diese Férbung, bis auf eine Ausnahme, und nahmen die Féarbung
der Mehrheit der urspriinglichen, mittlelgelben Kolonien an. Die farblosen Kolonien verén-
derten sich nicht. Der Grund fiir die urspriingliche, stidrkere Gelbfarbung ist nicht klar.

Die Gene bzw. Genprodukte des Carotinoid-Biosynthese-Operons konnten auf der Basis
von BLAST-Datenbankabfragen zugeordnet werden. Die potentiellen Csy-Carotinoid-¢-
Zyklasen sind in Anlehnung der Nomenklatur in Brevibacterium linens und Brevibacte-
rium flavum crtYg und crtYh genannt worden. Bei dem von cr¢BI kodierten Protein handelt
es sich um ein Fusionsprotein aus der Phyoten-Synthase CrtB und der Phytoen-Desaturase
Crtl. Multiple Alignments der von den Genen crtE, crtB+crtl, crtYg, crtYh und crtEb
kodierten Proteine sind im Anhang auf S. 169 aufgelistet.

Vergleicht man die Sequenzdaten von Cmm und Cms (Sanger Center; GISH, 1996-2002),
so fallt auf, dass die DNA-Sequenz auf 7198 bp, das entspricht in Cms dem Bereich zwi-
schen den beiden das Operon flankierenden IS Elementen (vergl. Abb. V.2 in der Diskus-
sion, Seite 132), zu 93,6 % identisch ist. Auf Aminosdureebene sind die Proteine von Cmm
und Cms im Durchschnitt zu 96,1 % identisch (Idi: 94,8 %, CrtE: 98,3 %, CrtBI: 95,9 %,
CrtYg: 95,6 %, CrtYh: 96,7 %, CrtEb: 97,3 %, hypothetisches Protein direkt im Anschluss
an das crt-Operon (ORF G): 93,1 %). Alle Proteine sollten von ihrer Sequenz auch in Cms
prinzipiell funktional sein, trotzdem bildet Cms aus einem noch nicht bekannten Grund
kein (funktionales) Pigment.

Es zeigt sich, dass Cmm wie auch B. flavum (identisch mit Corynebacterium glutamicum)
und Agromyces mediolanus wahrscheinlich ein Cso-Carotinoid synthetisiert. Leider lief3
sich das Carotinoid bisher nicht isolieren, da es relativ stark hydrophil zu sein scheint. Die
zur Isolierung tlbliche Methode - Lyse von Zellen mit heilem Methanol (KRUBASIK,
2000) - funktioniert zwar auch bei Cmm, jedoch fiihrte ein Ausschiitteln in
Ether/Petrolether nicht zum Ubergang des Carotinoids in die lipophile Phase. Das iiber
pT1I9MECA2::113-35a in E. coli synthetisierte Carotinoid ist demgegeniiber hydrophob

und lésst sich durch die o. g. Methode isolieren. In Cmm scheint das Carotinoid also noch
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weiter modifiziert zu werden, z. B. durch eine oder mehrere Hydroxylierungen oder Gly-

kosylierungen.

3.1.2.1 Gerichtete Integrationsmutagenese (''gene-disruption'/'"gene-replacement")

zur Herstellung einer pigmentfreien Mutante

Zur gezielten Inaktivierung eines bekannten Gens wird die gerichtete Kassettenmutagenese
verwendet. Zu diesem Zweck wird das Gen oder ein Teil von ihm in einen E. coli-Klonie-
rungsvektor inseriert. Etwa in der Mitte wird nun eine Antibiotikum-Resistenzkassette ein-
gefiigt, oft verbunden mit einer kleinen Deletion. Dieses Fragment wird dann auf dem
Vektor, der in Cmm nicht replizieren kann und somit einen "Suicide"-Vektor darstellt, in
die zu mutagenisierenden Zellen elektroporiert. In der Zelle kann nun ein "single-cross-
over" ("gene-disruption") iiber homologe Rekombination einer der beiden flankierenden
homologen Bereiche zwischen kloniertem Fragment und dem Chromosom stattfinden, das
das auf dem Chromosom liegende Gen inaktiviert. Die hierbei auftretende Struktur wird
Cointegrat genannt. Kommt es zu einem weiteren "crossover" in diesem Bereich, so spricht
man von einem "double-crossover". Durch dieses zweite "crossover" kann entweder der
Ursprungszustand wieder hergestellt werden (intaktes Gen im Chromosom und kassetten-
inaktiviertes Gen auf dem "Suicide"-Plasmid) oder der intakte Teil des Gens rekombiniert
mit dem Vektoranteil heraus, sodass das durch die Antibiotikumkassette inaktivierte Gen
im Chromosom zurlickbleibt ("gene-replacement"). Da die einfache und besonders die
doppelte homologe Rekombination normalerweise seltene Vorgénge sind, muss das Muta-
geneseplasmid mit hoher Effizienz in die Zellen eingebracht werden konnen. Diese Vor-
aussetzungen sollten mit dem effizienten Elektroporationsprotokoll bestehen.

Im Rahmen der Charakterisierung der Mutante TM100Cp 113-35, die das fiir Cmm farb-
gebende Carotinoid nicht mehr bilden kann, sollte eine gerichtete Integrationsmutagenese
im crtE/crtBI-Gen durchgefiihrt werden. Dazu wurde ein entsprechendes Mutagenese-
plasmid konstruiert. Das Carotinoid-Biosynthese-Operon lag in pUCI19 kloniert vor
(pOKU9-113-35a., siche Ergebnisse Kapitel B 3.1.2). Das 2369 bp grofle Eco4711I-Teil-
fragment, das das Ende des crtE- und den Anfang des crtBI-Gens triagt, wurde in den
Smal-gespaltenen "Suicide"-Vektor pK19mob2 (pOKK9-113-35Ea, Abb. IV.25 A) umklo-
niert, da das bla-Gen in Cmm nicht funktional ist. Danach wurde in eine 315 bp grof3e

Nrul-Deletion innerhalb des cr¢tBI-Gens, von Position 1277 bis 1592, eingefiihrt und hier
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hinein die mit Hincll aus pPOKU9-CmHcf gespaltene cmx-Kassette "blunt end" ligiert. Die
beiden resultierenden Mutageneseplasmide pOKK9-113-35ANCma. (Abb. IV.25 B) und
pOKKO-113-35ANCmf (mit dem cmx-Gen in beiden Orientierungen) wurden mittels
Elektroporation in CMM100 eingebracht und die Transformanten auf SB Cm;, ausplattiert.

Hindll,1 Hindill, 1
A iSphl,7 B iSphl,7
iPst1,13 {Pstl 13
£ Xbal 25 i Xbal 25
i BamHI,31

i Bam H1,31
i

LPstl 512
.Pst1512 :

.Smal,810

..-BamHI,1179
.BamH|,1283

RP4mob

..Spel,1431

...BamHI,1179 mal, 1476

Nrul,1277

pOKK9-113-35ANCma

6569 bps

pOKK9-113-35Ea

5405 bps

“'BamHI,1399

BamHI,1472 “smal 1828

SN Neol, 4674 aph(3)-lla
. Nrul,1592
BstBl, 3759
“BamHI1794 Neol, 2164

aph(3)-lla

lacZa
AN E ‘crtBl' ; 2

"BamHI,2958

Neol, 3510°

., Bglll, 4078
Not],2105
Kpn1,2162

] & 'BamHI,2341

Bell, 2919} ! i Kpn1,2409

Bglll, 2914 EcoRi,2421
Nhel,2592

Nhel, 3756 |
EcoRI, 3585 | i
BamHI, 3505 Not1,3269

Abb. 1V.25: Physikalische Karten von pOKK9-113-35a (A) und pOKK9-113-35ANCma (B) (Konstruktion
siche Text). aph(3')-lla: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; cmx: Chloramphenicol-Exporter-Gen;
lacZ o unterbrochenes a-Fragment des lacZ-Gens; oriV: Replikationsursprung; RP4mob: mob-Region des
Plasmids RP4; idi: Isopentylpyrophosphat-Isomerase-Gen; crtE: GGPP-Synthase-Gen; crtBI: Phytoen-Syn-

thase/Phytoen-Desaturase-Gen.

Erstaunlicherweise waren etwa 98 % der erhaltenen Kolonien gelb gefarbt. Die genaue

Aufteilung ist in Tab. IV.4 aufgefiihrt.

Tab. IV.4: Anzahl und Anteil gelber bzw. farbloser/rosafarbener Kolonien von CMM100 im Mutagenese-

Experiment.

Anzahl der Kolonien mit der Farbe Anteil der farblosen
Mutagenese-Plasmid gelb farblos/rosa Kolonien [%)]
pOKK9-113-35ANCma 1169 26 2,2
pOKKO9-113-35ANCmp 742 13 1,7

Da das aph(3')-1la-Gen auch in Cmm gegen Neomycin und Kanamycin Resistenz verleiht,
konnten potentielle "double-crossover" durch paralleles Plattieren auf Cm;p und
Cm;¢/Neoss relativ leicht ermittelt werden. Uberraschenderweise hatten etwa 50 % der 200

getesteten Klone mit gelber Koloniefarbe die Neomycin-Resistenz verloren. Dies deutet
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entweder darauf hin, dass in diesen Zellen ein illegitimes "double-crossover" stattgefunden
hat, bei dem die Neomycin-Resistenz verloren gegangen ist, oder ein "single-crossover"
mittels illegitimer Rekombination innerhalb des aph(3')-Ila-Gens aufgetreten ist, welches
dieses inaktiviert hat. Ein homologer DNA-Bereich im Chromosom, in den der zur Muta-
genese verwendete Vektor bevorzugt integrieren konnte, ist in den derzeit vorhandenen
Sequenzdaten nicht zu erkennen.

Von den erhaltenen Klonen mit farblosen Kolonien wurden 12 mittels Southern-Hybridi-
sierung von Bglll-gespaltener Gesamt-DNA gegen eine Carotinioid-Biosynthese-Operon-
spezifische Sonde hybridisiert. Diese wurde durch Digoxygenin-11-dUTP-Markierung des
EcoRl/HindllI-Fragments aus pOKK9-113-35a erstellt. Zusammen mit den Resultaten der
Hybridisierungen gegen die c¢mx- und pUC-Sonde (Daten nicht gezeigt) ist zu schlieBen,
dass es sich nur bei zwei der 12 getesteten Mutanten hochstwahrscheinlich um ein "single-
crossover" handelt, wihrend die restlichen 10 Mutanten ein Bandenmuster zeigen, dass
nicht erklérlich ist. In Cmm scheint also eine extrem hohe Rate an Rekombination durch
illegitime "crossover" stattzufinden. Ahnliches ist zwar auch in einigen Mycobacterium-
Stammen beschrieben (KALPANA et al., 1991; NORMAN et al., 1995; MCFADDEN, 1996;
PELICIC ef al., 1997; HINDS et al., 1999), war bisher fiir Cmm aber nicht bekannt.

Um der Vermutung nachzugehen, dass vielleicht die Behandlung der elektrokompetenten
Zellen mit Glycin einen libermifBigen Stress ausiibt, dadurch verschiedene stressinduzierte
Gene angeschaltet werden und so die Regulation, die illegitime Rekombination sonst ver-
hindert, abschaltet, wurde das Mutagenese-Experiment auch mit Zellen durchgefiihrt, die
nur mit der halben Glycinmenge (1,25 % [w/v]) behandelt wurden. Die Ergebnisse sind in

Tab. IV.5 zusammengefasst.

Tab. IV.5: Anzahl und Anteil gelber bzw. farbloser/rosafarbener Kolonien von CMM100 im Mutagenese-

Experiment.

Anzahl der Kolonien mit der Farbe Anteil der farblosen
Mutagenese-Plasmid gelb farblos/rosa Kolonien [%]
pOKK9-113-35ANCma 714 22 1,7
pOKKO9-113-35ANCmp 936 23 2,4

Da sich der Prozentsatz der antibiotikaresistenten Kolonien mit gelber Farbung nicht signi-
fikant verdndert hat, ist es unwahrscheinlich, dass die Glycinbehandlung einen deutlichen
Einfluss darauf hat. Der ungewdhnlich hohe Anteil dieser nicht durch homologe Rekombi-

nation entstandenen Klone bei der Erzeugung von gerichteten Mutanten wurde auch von
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anderen Mitarbeitern am Lehrstuhl bei Cmm beobachtet, ist also kein Phdnomen, was spe-
zifisch bei der Inaktivierung dieses Gens/Operons auftritt.

Da derzeit keine handfesten Anhaltspunkte vorhanden sind, an denen festgemacht werden
konnte, welche Faktoren fiir dieses ungewohnliche Phinomen die Ursache bilden (ob es
z. B. mit einer generell hoheren Rekombinationshiufigkeit in Cmm zu tun hat), wurde dem

im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter nachgegangen.

3.2 Transposon-Mutanten mit verinderter Virulenz

Eine Reihe von Transposon-Mutanten zeigten im Pflanzentest verinderte Virulenz. Viele
Mutanten, die keine oder schwache Welke auslosen, wurden nicht ndher untersucht, da sie,
wie die Southern-Hybridisierung zeigte, nicht Resultat einer Transposon-Integration,

sondern durch andere rekombinative Vorgénge entstanden waren.

3.2.1 Die Transposon-Mutanten TM382[3 324-50 und TM382f 370-45 - zwei Mutan-

ten mit reduzierter und verzogerter Virulenz

Zweil Mutanten mit verdndertem Welkeverhalten sollen gemeinsam dargestellt werden, da
das Transposon, wie sich spiter herausstellte, im Abstand von nur ca. 3,5 kb in die gleiche
DNA-Region inseriert war. Die Welkeverldufe der beiden Transposon-Mutanten sind in
Abb. IV.26 und IV.27 dargestellt, der Habitus von jeweils 32 infizierten Pflanzen in einer
Pflanzschale ist in Abb. IV.28 gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Mutante
TM382[3 324-50 so stark verzogert und schwach welkt, dass kein klassischer Welkeindex
(WI) angegeben werden kann. TM383[ 370-45 zeigt demgegeniiber eine kaum verzogerte
Welke im Vergleich mit dem Kontrollstamm CMM101, die jedoch eine deutlich geringere
Intensitét besitzt. Es treten praktisch keine Pflanzen mit starken Welkesymptomen ("++")
und iiberhaupt keine abgestorbenen Pflanzen auf. Der GroBteil der Pflanzen zeigt nur

schwache Welkesymptome.
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Abb. 1V.26: Entwicklung und Verteilung der Welkesymptome iiber 28 Tage von 96 Testpflanzen, die mit der
Cmm-Transposon-Mutante TM3823 324-50 per Wurzelinfektion infiziert worden sind (Test 1 bis 3) [n=96].
WI: > 28 d.
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Abb. 1V.27: Entwicklung und Verteilung der Welkesymptome iiber 28 Tage von 96 Testpflanzen, die mit der
Cmm-Transposon-Mutante TM3823 370-45 per Wurzelinfektion infiziert worden sind (Test 1 bis 3) [n=96].
WI: 22,8 d.

102



Ergebnisse

A

Abb. IV.28: Fotos der Welkesymptome von 32 Pflanzen 28 Tage nach der Wurzelinfektion mit der Transpo-
son-Mutante TM382Cf 324-50 (A) und TM382Cp 370-45 (B).

Die Southern-Hybridisierungen gegen die transposonspezifischen Standard-Sonden cmx
und tnpA (siche Abb. VIL.1 C und D im Anhang auf Seite 160) zeigen an, dass es sich in
beiden Fillen um eine korrekte Transposoninsertion handelt: jeweils eine hybridisierende
Bande von > 1214 bp gegen die tnpA-Sonde und > 2071 bp gegen die cmx-Sonde. celd ist
vorhanden, pat-1 nicht, aber die chromosomale Homologie cipA (Abb. VII.1 A und B).
Die an die beiden Transposoninsertionsstellen angrenzenden DNA-Bereiche wurden
entsprechend der generellen Strategie kloniert und ansequenziert und der sequenzierte
Bereich durch "primer-walking" auf die in Abb. IV.29 gezeigte Grofle erweitert. Die
Transposons sind gegenldufig zueinander in den beiden Mutanten orientiert, wie die
Sequenzierung zeigte.

Das Transposon ist in der Mutante TM382[3 324-50 an das Ende des ORF A inseriert, so-
dass das kodierte Protein 18 Aminoséuren vor dem C-Terminus unterbrochen wurde. In
der Mutante TM382[3 370-45 liegt die Insertionsstelle 18 bp vor dem potentiellen Startco-
don des ORF C, hat also wahrscheinlich dessen Promotor von dem codierenden Bereich
abgetrennt. Vergleicht man beide Genprodukte der ORFs A und C, sowie eines dritten
ORF B, der zwischen ORF A und C liegt (vergl. Abb IV.29), mit der BLAST-Datenbank
(ALTSCHUL et al., 1997), dann zeigt deren bester BLAST-Treffer starke Ahnlichkeiten zu
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ein und demselben Protein unbekannter Funktion von Xylella fastidiosa, Xanthomonas
axonopodis pv. citri, Thermobifida fusca und Oceanobacillus iheyensis (siehe Tab. IV.6).
Bei X. fastidiosa und X. axonopodis handelt es sich um Gram-negative, pflanzenpathogene
Bakterien, bei 7. fusca (HENSSEN, 1957; ZHANG et al., 1998) um ein Gram-positives, ther-
mophiles Bodenbakterium, welches verrottende Pflanzenreste z. B. in Misthaufen/Kom-
posthaufen degradiert und bei O. iheyensis um ein extrem salz- und alkalitolerantes mari-
nes Bakterium aus der Tiefsee vor Japan (LU et al., 2001; TAKAMI et al., 2002), welches
eine Vielzahl von Enzymen sekretiert, die z. B. als Waschmittelzusitze eine Verwendung
in der Biotechnologie finden konnten. Die drei erstgenannten Bakterien gehoren alle zu
solchen, die mit Pflanzen bzw. Pflanzenmaterial interagieren. Zwischen ORF A und
ORF B konnte weiterhin ein Gen (peld) fiir eine potentielle Pektatlyase anhand von Ahn-
lichkeiten identifiziert werden, dessen Genprodukt Pektin degradiert, das z. B. in der
pflanzlichen Zellwand vorkommt. Es handelt sich ebenfalls um ein Enzym, das in der

Interaktion mit Pflanzen bei vielen Bakterien eine Rolle spielt.

Tab. IV.6: Gene/ORFs im den Insertionsort von Tn/409Cf umgebenden DNA-Bereich im Chromosom von
TM382p 324-50 bzw. TM382[3 370-45 (siche Abb. IV.29) mit ausgewadhlten Homologien aus der BLAST-
Datenbankabfrage.

ORF | Protein Organismus AccNr. e-W | I/A U
chpA | chromosom. Homologie zu pat-1 | Cmm AAD09893 [ e-1017[77/837| 266"
(defektes Protein)
chpE | chromosom. Homologie zu pat-1 | Cmm AAD09893 2e-25| 36/48 | 247
peld | pot. sekretierte Lyase S. coelicolor A3 (2) NP_625403 2e-35| 37/55 | 264
Pectat-Lyase F. solani S68364 le-26 | 41/59 | 170
Pectat-Lyase F. oxosporum. f. sp. lycopersici | EAA30333 le-25| 35/54 | 170
Pectat-Lyase Bacillus sp. CAB40884 4e-22| 45/55 | 161
N hyp. Protein XF0531 X fastidiosa 9a5c NP_297821 6e-45 | 39/50 | 284
hyp. Protein T. fusca ZP 00059013 | 4e-14| 27/43 | 284
hyp. Protein X. axonopodis pv. citri str. 306 | NP_642686 Se-10 | 24/41 | 299
hyp. Protein O. iheyensis HTES831 NP 693914 4e-09 | 24/38 | 282
B hyp. Protein X. axonopodis pv. citri str. 306 | NP_642686 le-85| 53/70 | 330
hyp. Protein O. iheyensis HTES831 NP_693914 9e-09 | 25/40 | 243
hyp. Protein XF0531 X fastidiosa 9a5c NP_297821 2e-05| 29/45 | 136
hyp. Protein S. avermitilis MA-4680 NP 825262 2e-04 | 29/41 | 207
c’ hyp. Protein XF0531 X. fastidiosa 9a5c NP_297821 3e-79 | 50/67 | 288
hyp. Protein T. fusca ZP 00059013 | 9e-18| 31/44 | 232
hyp. Protein O. iheyensis HTE831 NP 693914 4e-07 | 24/42 | 240
hyp. Protein X. axonopodis pv. citri str. 306 | NP 642686 9e-11| 25/39 | 326

*: ORF, in den das Transposon in TM382f 324-50 inseriert ist; *: ORF, in den das Transposon in
TM382p 370-45 inseriert ist; :Diese Werte bezichen sich auf das theoretische Protein, welches gebildet
wiirde, wenn die Stopp-Codons und "frameshifts" nicht vorhanden wéren; e-W: e-Wert; I/A: Identitit und
Ahnlichkeit auf Aminosiure-Ebene in %; U: iiberlappender Bereich.
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Abb. IV.29: Physikalische Karte des die Insertionsorte von Tn/409CB umgebenden DNA-Bereichs im
Chromosom von TM382f 324-50 bzw. TM382f 370-45 (oberste Linie). Darunter die Gene/ORFs als Pfeile
(Bezeichnungen/Homologien in Tab. IV.6). Q: pot. Terminator. IRL/IRR: linker bzw. rechter "inverted
repeat" von Tn/409Cp. Eine Zeile darunter schematisch die Lage der Sonden, die zur Suche von Cosmiden
per Koloniehybridisierung in der Genbank verwendet wurden. Unten: GC-Verhiltnis im dargestellten DNA-
Bereich. Die waagerechte Linie bei 0,72 symbolisiert den durchschnittlichen GC-Gehalt des gesamten
Chromosoms von Cmm. Die GC-Kurve ist auf dem Mittelwert von 100 bp-Bereichen mit dem Programm

"GeneQuest" aus dem "LaserGene/DNAStar"-Paket errechnet.

Es fillt auf, dass auf dem sequenzierten DNA-Stiick etwa 4 kb vor der Insertionsstelle in
TM383f 324-50 die chromosomale Homologie zu pat-1 (chpA) lokalisiert ist. Dieses zu
pat-1 homologe Gen kodiert allerdings nicht fiir ein funktionsfédhiges Protein, da es von
zwel Stopcodons und zwei "frameshifts" unterbrochen ist (vergl. das Alignment im
Anhang, Seite 179). Zudem konnte erstmals eine weitere Homologie zur Pathogenitétsde-
terminante pat-1 identifiziert werden, die auf der anderen Seite dieser Insertionsstelle
ebenfalls ca. 4 kb entfernt liegt. Das Gen wurde chpE genannt. Das kodierte Protein zeigt
eine relativ hohe Ahnlichkeit zu Pat-1 (vergl. Tab. IV.6), allerdings ist auf DNA-Ebene
keine Homologie zu erkennen. Betrachtet man die vorhandenen ORFs auf diesem ~12 kb
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tiberdeckenden DNA-Bereich, so konnte es sich um eine Region handeln, die in die
Bakterien-Pflanzen-Interaktion involviert ist.

Es gibt noch weitere Auffilligkeiten dieser Region: Aufler den fiinf genannten Genen und
dem Pseudogen chpA (welche etwa die Halfte der 12 kb einnehmen) lassen sich in diesem
Bereich keinerlei Gene identifizieren, die Ahnlichkeiten zu in der BLAST-Datenbank vor-
handenen Genen haben. Es ist sogar nicht moglich, weitere ORFs zu postulieren, da die
von ihnen kodierten hypothetischen Proteine keine sinnvoll erscheinenden Aminoséure-
sequenzen enthalten und zudem sehr kurz sind. Die Region erscheint also etwa zur Hélfte
frei von genetischer Information zu sein, was ungewdhnlich fiir ein bakterielles Genom
und auch fiir das Genom von Cmm ist. Soweit die Sequenzinformationen des
Genomprojekts von Cmm ausgewertet vorliegen, scheinen solche nicht kodierenden Be-
reiche eine Ausnahme zu sein. Als dritte Auffilligkeit ist der mit durchschnittlich etwa
64 % signifikant geringere GC-Gehalt der DNA in diesem Bereich zu nennen (siehe Abb.
IV.29), im Gegensatz zu den ca. 72 %, die fiir Cmm iiblich sind (ENGEMANN, 2001). Die
von den Genen chpE, pelA und ORF A kodierten Proteine besitzen mit hoher Wahrschein-
lichkeit ein Signalpeptid, konnten also sekretiert werden, das trifft mit geringerer Wahr-
scheinlichkeit auch auf ORF B zu. Das von ORF C kodierte Protein lisst keine sicheren
Schliisse bzgl. dieser Frage zu.

Zur geplanten Komplementation der beiden Mutanten wurden Cosmide in der Cosmid-
Bank von Cmm (GRAFEN, 2001) mittels Koloniehybridisierung identifiziert. Dazu wurden
zwel Sonden (S24-50 XF0532 und S24-50 XF1434, siche Abb. IV.29) mittels PCR von
Cmm Gesamt-DNA amplifiziert (Sequenz der Primer sieche Material und Methoden, Seite
28), aufgereinigt und Digoxygenin-11-dUTP-markiert. Die Koloniehybridisierung erbrach-
te positive Signale mit beiden Sonden. Die beiden Cosmide cos4/55 und cos4/56 enthalten
den zur Komplementation gesuchten DNA-Abschnitt (ABT, 2003). Eine Komplementation

beider Mutanten ist somit in Zukunft moglich.
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3.2.2 Die Transposon-Mutante TM382f3 330-18 - eine Mutante mit stark reduzierter
Kolonisationsfahigkeit

Bei der Suche nach Mutanten mit einer deutlich reduzierten Virulenz in dem dreistufigen
Screening in planta, fielen immer wieder Mutanten auf, die in der Tomate praktisch keine
Welke mehr induzieren konnten. Bei der ersten Charakterisierung durch Southern-Hybridi-
sierung zeigte sich jedoch immer wieder, dass die Bandenmuster nicht mit einer "norma-
len" Transposoninsertion zu erkldren waren und eine weitere Charakterisierung so wenig
Aussicht auf Erfolg versprach. Da es sich bei der Bakterien-Pflanzen-Interaktion zwischen
Cmm und der Tomate sicherlich um ein sehr komplexes multifaktorelles Wechselspiel von
pflanzlichen und bakteriellen Genen und deren Genprodukten handelt, ist es nicht sehr
wahrscheinlich, dass das Ausschalten nur eines Gens sehr groBe Auswirkungen auf die
Virulenz des Bakteriums hat, es sei denn, wenn es sich um einen zentralen Regulator han-
delt. Die beiden Gene, bei denen das der Fall ist, sind die bekannten Pathogenititsgene
celA und pat-1. Insofern diirfte man bei dieser Art der "optischen Selektion" haufig auf
Mutanten treffen, bei denen zusitzlich oder unabhingig von der Transposition Rearrange-

ments oder Deletionen im Chromosom von Cmm aufgetreten sind.

A B

Abb. 1V.30: Fotos der Welkesymptome von 32 Pflanzen 28 Tage nach der Wurzelinfektion mit der
Transposon-Mutante TM382Cf 330-18 (A) und als Vergleich uninfizierte Pflanzen (B).
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Bei der hier vorgestellten Mutante, die keinerlei Welkesymptome in der Pflanze induziert
(Abb. IV.30 A) zeigten die Southern-Hybridisierungen gegen die transposonspezifischen
Sonden jedoch keine Auffilligkeiten (siche Abb. VII.1 C und D im Anhang auf Seite 160).
Das celA-Gen - und damit hochstwahrscheinlich auch pCM1 - ist vorhanden (sieche Abb.
VIL1 B im Anhang auf Seite 160), was fiir die Induktion von Welkesymptomen ausreicht.
Die Mutante zeigt auf Vollmedium-Platten (TBY, C-Medium) kein veridndertes Wachs-
tumsverhalten.

Das durch die Transposoninsertion unterbrochene Gen und die angrenzende DNA-Region
wurden iiber die Standardklonierungen (siche Ergebnisse B, "generelle Strategie", Seite
80), anschlieBende Ansequenzierung und nachfolgendes "primer-walking" charakterisiert.
Zusammen mit den Sequenzdaten aus dem Genomprojekt konnte die in Abb. IV.31 darge-
stellte physikalische Karte erstellt werden. Die dort aufgefiihrten Gene/ORFs sind mit den
Homologien/Ahnlichkeiten in Tab. IV.7 aufgelistet.

Tab. IV.7: Gene/ORFs im den Insertionsort von Tn/409Cf umgebenden DNA-Bereich im Chromosom von

TM382[ 330-18 (siehe Abb. IV.31) mit ausgewdhlten Homologien aus der BLAST-Datenbankabfrage.

ORF | Protein Organismus Acc.Nr. e-W | A U
A Transkr.-Reg. der MarR-Familie O. iheyensis HTE831 NP_ 691366 4e-07 | 31/56 | 95
pot. Transkr.-Reg V. parahaemolyticus NP 800796 7e-07|33/61 | 75
B hyp. Protein T. erythraeum IMS101 ZP 00074096 | Se-11|43/55| 85
Prot. der MutT/Nudix-Familie S. agalactiae 2603V/R NP 688961 Se-10| 53/69 | 49
C Trifolitoxin Immunitéts-Protein B .cereus ATCC 14579 NP_830915 3e-32|38/54 | 224
Cholin/Ethanolamin-Kinase B anthracis NP 655042 3e-32|38/54 | 224
D Permease der MF-Superfamilie C. glutamicum ATCC13032 | NP_601814 4e-88 | 44/63 | 458
pot. Membranprotein M. leprae NP 301400 3e-59 | 44/58 | 440
E keine Homologien
F schw. dhnl. GTP-Pyrophosphokin. L .monocytogenes NP_464329 2e-11(31/49 | 171
GTP-Pyrophosphokinase B. cereus ATCC 14579 NP_83405 le-10 | 32/51 | 121
GTP-Pyrophosphokinase O. iheyensis HTE381 NP 692141 4e-07 | 30/50 | 166
G pot. Monooxygenase B. japonicum NP_ 771617 6e-21|29/41| 362
Zeaxanthin Epoxidase C. unshiu BAB78733 9e-20 | 30/43 | 378
Zeaxanthin Epoxidase L. esculentum CAB06084 2e-19 | 31/44 | 335
pot. 3-Hydroxybenzoat-6-Hydrox. P. alcaligenes AAG39455 8e-18|28/43 | 362
H hyp. Protein R .metallidurans AAM94363 2e-50 | 52/63 | 217
pot. Pyrrolidon-Carboxylat-Peptid. Y. pestis AAK64298 6e-49 | 47/62 | 214
5-Oxoprolyl-Peptidase R.. solanacearum NP 599859 7e-49 | 50/65| 215
I hyp. Protein C. hutchinsonii ZP 00116833 | 0.061 | 23/36 | 354
J pot. sekretiertes Protein S. coelicolor A3 (2) NP _ 631498 4e-22 | 38/51 | 202
pot. Lipoprotein” S. avermitilis MA-4680 NP 821266 5e-17|38/50 | 212
K hyp. Protein S. avermitilis MA-4680 NP 826042 3.9126/41| 179
L pot. RNA-Polymerase Sigmafaktor | S. coelicolor A3 (2) NP 627178. | le-19|35/56| 179
RNA-Polymerase Sigma-70-Faktor, | M. tuberculosis NP 215249 S5e-14|35/53 | 160
ECF-Unterfamilie
M | pot. 4'-Phosphopantetheinyl-Transf. |S. antibioticus AAL15597 9e-20 | 42/51 | 198
Phosphopantetheinyl-Transferase C. glutamicum ATCC13032 | NP 601186 3e-19]37/49 | 187
pot. Polyketid-Synthetase fadD9 M. tuberculosis NP_465699 0.0 | 45/58 | 1156
pot. Acyl-CoA-Synthetase M. leprae NP 301424 0.043/59 | 1116

™. Sortase-Domine; e-W: e-Wert; I/A: Identitit und Ahnlichkeit auf Aminosiure-Ebene in %;
U: iiberlappender Bereich.
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Abb. IV.31: Physikalische Karte des den Insertionsort von Tn/409C umgebenden DNA-Bereichs im Chro-

mosom von TM382f 330-18 (oberste Linie). Darunter die Gene/ORFs als Pfeile (Bezeichnungen/ Homolo-

gien in Tab. IV.7). Q: pot. Terminator. DR: direkte Sequenzwiederholung von 158 bp mit 92 % Identitat (H").

Das unterbrochene GTP-Pyrophosphokinase-Gen (ORF F) ist in tiirkis dargestellt. Eine Zeile darunter

schematisch die Lage der Sonde, die zur Suche von Cosmiden per Koloniehybridisierung in der Cosmidbank

verwendet wurde, sowie in den nédchsten Zeilen die bei der Southern-Hybridisierung mit SpAl- und Notl-

gespaltener Gesamt-DNA von Cmm auftretenden hybridisierenden Banden. Das Kpnl/Notl-Fragment aus

dem Cosmid cos3/42 wurde letztendlich zur Komplementation kloniert. Unten: GC-Verhéltnis im darge-

stellten DNA-Bereich. Die waagerechte Linie bei 0,72 symbolisiert den durchschnittlichen GC-Gehalt des

gesamten Chromosoms von Cmm. Die GC-Kurve ist auf dem Mittelwert von 100 bp-Bereichen mit dem

Programm "GeneQuest" aus dem "LaserGene/ DNAStar"-Paket errechnet.
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Das von dem Transposon unterbrochene Gen (in Abb. IV.31 mit ORF F bezeichnet)
kodiert moglicherweise eine GTP-Pyrophosphokinase. Es handelt sich jedoch mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht um das re/4-Gen, dessen Genprodukt zu den zentralen Regulato-
ren in der "stringenten Kontrolle" gehdrt, da es mehrere ORFs im Genom von Cmm gibt,
die hoch homolog zu rel4-Genen z. B. aus Streptomyces coelicolor und Corynebacterium
glutamicum sind. Es scheint sich um ein singuldr angeordnetes Gen zu handeln, welches
keiner Operonstruktur angehort. Inwieweit dieses Gen mit der verdnderten Virulenz der
Mutante TM382f3 330-18 in Zusammenhang steht, ist noch unklar.

Die in der Umgebung lokalisierten Gene geben auch hier keinen Aufschluss dariiber, wel-
che Funktion das von ORF F kodierte Protein haben konnte. Auffillig sind aber zwei
Dinge: Das Transposon scheint auch hier in einen Bereich inseriert zu sein, welcher einen
deutlich niedrigeren GC-Gehalt besitzt, jedoch nur in einem relativ kleinen Bereich von
etwa 2.500 bp (vergl. Abb. IV.31). Die Umgebung besitzt dagegen den fiir Cmm typischen
GC-Gehalt von ca. 72 %. Weiterhin befindet sich etwa 500 bp stromabwiérts von dem
unterbrochenen ORF F eine 92 %ige Sequenzwiederholung von etwa 158 bp ("DR" in
Abb. 1V.31), welche eine Duplikation des 3'-Endes des gegenldufig orientierten ORF H
darstellt (H'). Hier scheint also ein Rearrangement in der chromosomalen DNA von Cmm

bereits vor der Transposition stattgefunden zu haben.

Es konnten iiber Koloniehybridisierung mit der Sonde S30-18 gegen die Cmm Cosmid-
Bank (GRAFEN, 2001) und anschlieBende Charakterisierung mittels Southern-Hybridisie-
rung ein Cosmid identifiziert werden (cos3/42), das die in TM383[3 330-18 unterbrochene
DNA-Region iliberspannt. Die entsprechende DNA-Region wurde in pDM302 kloniert und
das Plasmid zur Komplementation der Mutante eingesetzt (ABT, 2003).

Dazu wurden jeweils 32 Pflanzen mit TM382Cf 330-18 und TM382Cp 330-18(pBA-30-
18) sowie zur Kontrolle mit Cmm NCPPB382, CMM100 und CMM101 infiziert und 32
Pflanzen unbehandelt belassen. Die Welkesymptome wurden iiber 28 Tage verfolgt. Auch
die komplementierte Mutante zeigte keinerlei Welkesymptome, widhrend bei Cmm
NCPPB382 und CMM101 die normalen Welkesymptome zu beobachten waren (Daten
nicht gezeigt). Die durchschnittliche GroBe und das durchschnittliche Frischgewicht der
jeweils 32 mit TM382Cp 330-18, TM382Cp 330-18(pBA-30-18) infizierten und der unin-
fizierten Pflanzen unterschieden sich kaum (Tab. IV.8). Ein Unterschied von max. 17 % ist

in Pflanzentests mit je 32 Pflanzen als nicht signifikant einzustufen.
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Tab. IV.8: Durchschnittliche GroBe und Gewicht der mit TM382Cf 330-18, TM382C 330-18(pBA-30-18)

infizierten und uninfizierten Pflanzen.

Pflanzen infiziert mit GroBe der Pflanzen [cm] rGr Frischgewicht der Pfl. [g] rGw
(arithm. Mittel) (arithm. Mittel)

- (H:0) 22,5+3,3 1 42+0,6 1

TM3823330-18 20,8 £3,2 0,92 4,1£0,7 0,98

TM382(330-18(pBA-30-180) 18,6 £2,6 0,83 3,7+0,5 0,88

rGr: relative GroBe (uninfiziert = 1); rGw: relatives Gewicht (uninfiziert = 1)

Des Weiteren wurde 9, 15 und 23 Tage nach Wurzelinfektion von jeweils drei mit
TM382Cp 330-18, TM382Cp 330-18(pBA-30-18), CMM100 und CMMI101 infizierten
Pflanzen der Titer in planta bestimmt. Die durchschnittlichen Werte sind in Abb. 1V.32

zusammengefasst:

1,00E+11

1,00E+10 -

1,00E+09

1,00E+08 -

HE9 Tage
1,00E+07 - 015 Tage
023 Tage

1,00E+06

Titer [cfu/g Frischgewicht Pflanze]

1,00E+05 - ——

1,00E+04 ——

1,00E+03 -

CMM100 CMM101 330-18 330-18 kompl.
Cmm Stamm/Mutante

Abb. IV.32: Vergleich der Entwicklung des Bakterientiters von mit TM382Cf 330-18, TM382Cp 330-
18(pBA-30-18) und den Kontrollstimmen CMM100, CMM101 infizierten Pflanzen 9, 15 und 23 Tage nach

der Infektion. Ordinate in logarithmischer Skalierung.

Die Titer in den mit den Kontrollstimmen CMM 100 (nicht virulent) und CMM 101 (viru-
lent) infizierten Pflanzen weichen mit den max. erreichten ~2 - 10° bzw. ~1 - 10'° cfu/g
Frischgewicht nicht deutlich voneinander und von den Literaturwerten ab. Der Titer steigt

wihrend dieser Phase kontinuierlich an. Im Gegensatz dazu sinkt der Bakterientiter in den
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mit TM382CP 330-18 und TM382Cp 330-18(pBA-30-18) infizierten Pflanzen von etwa
6 - 10° bzw. 3 - 10° auf etwa 4 - 10° cfu/g Frischgewicht ab. Der Titer der Mutante bzw. der
komplementierten Mutante liegt also um ca. vier bis fiinf GroBenordnungen niedriger als
der der Kontrollstimme. Folglich ist die Mutante TM382Cf 330-18 praktisch nicht in der
Lage, die Tomatenpflanze zu besiedeln. Diese Ergebnisse konnten auch von B. ABT (2003)
verifiziert werden, dort konnten in einigen mit TM382Cp 330-18 bzw. TM382Cp 330-
18(pBA-30-18) infizierten Pflanzen sogar iiberhaupt keine Bakterien mehr nachgewiesen
werden oder mit geringerem Titer als 4 - 10° cfu/g Frischgewicht.

Die Insertion des Transposons in den ORF F mit schwachen Ahnlichkeiten zu GTP-Pyro-
phosphokinasen ist also nicht die Ursache fiir den Phénotyp der Kolonisationsunfdhigkeit.
Normalerweise wire eine weitere Charakterisierung dieser Mutante nun nicht mehr mog-
lich. Bei der Hybridisierung gegen die pat-1-Sonde (siehe Abb. 1V.33) fiel jedoch auf, dass
das erwartete Hybridisierungssignal zu der chromosomalen Homologie von pat-1 (chpA)

nicht vorhanden war.

Abb.IV.33:  Southern-Hybridisierung  von  Bgl/lI-
gepaltener Gesamt-DNA verschiedener Cmm-Transpo-

sonmutanten gegen die pat-1- Sonde.

21k - Spur 1 2 3 4
4973, 5184 DNA | | T™382p TM382B TM382p
’ h Spaltung | E/H 324-50 330-18 370-45
1208 ; Bglll Bglll Bglll
3550
2027 N
1904 ~
15847

Urspriinglich war dies nicht weiter beachtet worden, da diese meist sehr schwach ausge-
pragte Bande je nach Qualitit und Konzentration der eingesetzten Gesamt-DNA sowie der
Qualitit der Southern-Hybridisierung des Ofteren gar nicht zu sehen ist. Bei wiederholten
Hybridisierungen konnte aber gezeigt werden, dass dieses Fragment tatsdchlich nicht vor-
handen ist. Folglich liegt hier eine zusitzlich zur Transposition aufgetretene Deletion

unbekannter GroBe vor, die die stark reduzierte Kolonisationsfahigkeit verursacht.
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V  Diskussion

Die vorliegende Arbeit verfolgte zwei Ziele: Erstens die Etablierung und Optimierung von
Techniken fiir das molekulargenetische Arbeiten mit Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm), die die Grundlage fiir den zweiten Bereich bildeten, die Identifika-
tion und Charakterisierung von chromosomal kodierten Genen, die an der Interaktion zwi-
schen Cmm und der Wirtspflanze Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) auf Seiten des

Bakteriums beteiligt sind.

1 Etablierung genetischer Methoden fiir Clavibacter michiganensis subsp. michi-

ganensis

Ein klassischer genetischer Ansatz zur Identifikation von Genen, die in einem bestimmten
Zusammenhang relevant sind, besteht in der Erzeugung einer groen Anzahl von moglichst
zufillig im Chromosom verteilten Mutanten. Hierzu stehen unterschiedliche Methoden zur
Verfiigung: Erstens die Mutagenese durch UV-, Rontgen- oder ionisierende Strahlung.
Dabei wird die DNA durch Interaktion mit der Strahlung geschédigt, z. B. entstehen durch
UV-Bestrahlung Thymin-Dimere. Zweitens die chemische Mutagenese z. B. mit NTG (N-
Methyl-N-Nitro-N'-Nitrosoguanidin), EMS (Ethylmethansulfonat), Hydroxylamin oder
Ethidiumbromid, bei der die mutagenen Substanzen entweder direkt mit der DNA reagie-
ren und so Nukleotide ineinander umwandeln (Hydroxylamin) bzw. in Derivate von
Nukleotiden umwandeln, die dann falsch paaren (EMS), die die beiden DNA-Strénge ver-
netzen (NTG) oder sich in die Doppelhelix einlagern (Ethidiumbromid). Drittens die
Transposon-Mutagenese.

Die ersten beiden Methoden haben den groBlen Nachteil, dass nicht sicher ist, ob der
Phénotyp einer Mutante nur auf einer einzigen oder auf mehreren Mutationen beruht dass
und der Mutationsort aulerdem nicht markiert ist. Weiterhin geht von den verwendeten
Substanzen ein nicht unerhebliches Gefdhrdungspotential aus, da sie aufgrund ihrer
mutagenen Eigenschaften auch beim Menschen potentiell kanzerogen sind. Bisher wurden
Mutanten von Cmm ausschlieBlich durch chemische Mutagenese erzeugt (BERMPOHL,
1993; BERMPOHL et al., 1996; LAINE et al., 2000).

Demgegentiber handelt es sich bei der Transposon-Mutagenese um eine molekulargene-

tische Methode, bei der die zufdllige Insertion eines mobilen genetischen Elements, eines
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Transposons, in das Chromosom zu einer Inaktivierung des dort lokalisierten Gens fiihrt.
Der grofle Vorteil dieser Methode ist zum einen die Markierung des Mutationsortes durch
das Transposon und zum anderen die Tatsache, dass in den meisten Fillen nur eine einzige
Transposoninsertion und damit Mutation vorliegt. Nachteilig ist, dass nur fiir wenige Bak-
terien ein funktionales Transposon-Mutagenesesystem zur Verfiigung steht und die
entsprechenden molekulargenetischen Techniken wie z. B. die effektive Transformation
vorhanden sein miissen.

Grundvoraussetzung fiir eine Sattigungsmutagenese mit Hilfe eines Transposons ist, neben
dem Vorhandensein eines funktionalen und selektionierbaren Transposons (in diesem Fall
Tn/409Ca und B), die hocheffiziente Einbringung von DNA in die Zelle, da zum einen
meist ein "Suicide"-Plasmid verwendet wird, welches das Transposon trigt. Nur wenn das
Transposon von dem Plasmid, das in Cmm nicht replizieren kann, in das Chromosom (oder
ein endogenes Plasmid) integriert, kann der selektionierbare Marker - hier die vom cmx-
Gen (TAUCH et al., 1998) vermittelte Chloramphenicolresistenz des Transposons Tn/409C
(GARTEMANN, 1999; GARTEMANN und EICHENLAUB, 2000) - an die Tochterzellen weiter-
gegeben werden und es konnen resistente Kolonien heranwachsen. Zum anderen ist der
Vorgang der Transposition normalerweise strikt reguliert, sodass keine Schiddigung der
Wirtszelle durch zu hdufige Transpositionen auftritt (GALAS und CHANDLER, 1989). Sie
findet nur in seltenen Féllen statt, was ebenfalls eine effiziente Einbringung des Mutagene-
seplasmids in die Zelle notwendig macht.

Ein weiteres Hindernis ist das in Cmm stark ausgeprigte Restriktionssystem, welches ein-
gebrachte DNA heterologen Ursprungs mit einer anderen Methylierung, also z. B. aus
E. coli isolierte DNA, degradiert (MELETZUS et al., 1993, 2000). Uber die Art, wie Cmm
seine DNA methyliert, ist nichts bekannt und systematische Untersuchungen zur Anfillig-
keit von Fremd-DNA bzgl. ihres Methylierungsmusters sind ebenfalls nicht beschrieben.
Fiir E. coli sind z. B. die MrcA- McrBC- und Mrr-Systeme beschrieben, die bestimmte
einfache Methylierungsmuster der DNA erkennen und sie dann hydrolysieren (RALEIGH
und WILSON, 1986; HEITMANN et al., 1987; KELLEHER und RALEIGH, 1991; WAITE-REES
et al., 1991; RALEIGH, 1992; SUTHERLAND et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass
Corynebacterium glutamicum ATCC1302 die DNA so methyliert, dass sie vom McrBC-
System in Escherichia coli erkannt und degradiert wird (TAUCH et al., 1994). Es gibt
aullerdem keine restriktionsnegativen Stimme von Cmm, wie z. B. fiir das nah verwandte

Bakterium C. glutamicum (TAUCH et al., 2002).
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1.1  Elektroporation/Elektrotransformation

Da die fiir eine Séttigungsmutagenese mittels Transposon notwendige Transformations-
effizienz mit dem zu Beginn dieser Arbeit vorhandenen Elektroporationsprotokoll (NAKEI,
1993; MELETZUS et al., 2000) nicht gegeben war, musste eine Optimierung vorgenommen
werden. Die Bedingungen fiir die Elektroporation - oft wird auch der Begriff Elektrotrans-
formation verwendet, da bisher nicht nachgewiesen werden konnte, dass wirklich Lécher
in der Zellmembran auftreten, wie fiir eukaryontische Zellen beschrieben (CHANG und
REESE, 1990; HO und MITTAL, 1997) - miissen fiir jeden Organismus erneut empirisch er-
mittelt werden. Als Testplasmide wurden der E. coli-Cmm-Shuttle-Vektor pDM302
(MELETZUS et al., 1993) und der E. coli-Corynebacterium-Shuttle-Vektor pEC-K18mob2
(KIRCHNER, 1999; TAUCH et al., 2002) verwendet, beide tragen das aph(3')-Ila-Gen, wel-
ches sowohl in E. coli als auch in Cmm Resistenz gegen Kanamycin/Neomycin verleiht.
Von letzterem Plasmid konnte so nachgewiesen werden, dass es in Cmm repliziert, jedoch
ohne Selektionsdruck segregiert.

Es wurden eine Vielzahl von Parametern, fiir die in der Literatur ein fordernder Effekt,
meist flir nah verwandte coryneforme Bakterien, beschrieben worden ist, in Cmm getestet:
u. a. die Wachstumsphase der Zellen zum Zeitpunkt der Abernte fiir die Aufarbeitung zur
Elektroporation (BONAMY ef al., 1989; DUNICAN und SHIVNAN, 1989; HAYNES und BRITZ,
1989, 1990; LIEBL et al., 1989; SATOH et al., 1990), die Zelldichte (BONAMY ef al., 1989;
DUNICAN und SHIVNAN, 1989; WOLF et al., 1989; BONNASSIE et al., 1990), verschiedene
Hitzeschockbehandlungen vor (SCHAFER et al., 1990 und 1994) sowie nach dem elektri-
schen Puls (KIRCHNER, 1999; VAN DER REST et al., 1999; TAUCH et al., 2002; KIRCHNER
und TAUcH, 2003), die verschiedenen mdglichen elektrischen Parameter, die die
Elektroporationsapparatur der Fa. Biorad ("Gene Pulser" mit "Pulse Controller") zulésst,
die eingesetzte DNA-Menge und die Vorbehandlung der Zellen mit zellwandschiddigenden
Agenzien wie Lysozym (NAKHEI, 1993; MELETZUS et al., 2000), Penicillin G (KURUSU et
al., 1990) und Glycin (HAYNES und BRiTZ, 1989, 1990). Letztendlich lie sich mit der
Behandlung der in der frith-/mittellogarithmischen Phase abgeernteten Zellen mit 2,5 %
[w/v] Glycin eine Verbesserung der Transformationsrate im Vergleich zu dem bisher ver-
wendeten Protokoll (NAKHEIL 1993; MELETZUS et al., 2000) etwa um den Faktor 250 errei-
chen.

Die hochste Transformationsrate, die fiir Cmm in der Literatur beschrieben ist, wurde mit

homologer, also aus Cmm isolierter, DNA erhalten (MELETZUS und EICHENLAUB, 1991;
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NAKHEL 1993; MELETZUS ef al., 1993, 2000), und ist fiir die Transposon-Mutagenese nicht
mafgebend, da hier immer heterologe DNA verwendet werden muss. Folglich war es sinn-
voll, DNA mit unterschiedlichen Methylierungen aus verschiedenen E. coli-Stimmen auf
thre Elektroporationseffizienz hin zu testen. In Stdimmen von C. glutamicum, die ein
besonders starkes Restriktionssystem besitzen und als nahezu nicht transformierbar gelten,
konnten mit der Verwendung nicht methylierter DNA oder in vitro per PCR amplifizierter
DNA gute Ergebnisse erzielt werden (ANKRI ef al., 1996). Die Verwendung von DNA, die
aus einem E. coli-Stamm isoliert wurde, der keine dam/dcm-Methylierung mehr durchfiihrt
(E. coli WA337 oder SCS110), fithrte zu einer Erhohung der Transformationseffizienz um
den Faktor von etwa vier, sodass sich eine Gesamtverbesserung der Transformationseffi-
zienz um etwa den Faktor 1.000 erreichen lieB.

Mit dem optimierten Elektroporationsprotokoll kénnen nun Transformationsraten fiir die
Elektroporation eines replizierenden Plasmids (pEC-K 18mob2 bzw. pDM302) von ~5 - 10°
Transformanten/pug heterologer DNA erreicht werden, was durchaus in die Néhe der
Transformationsraten kommt, die fir C. glutamicum (KIRCHNER, 1999) oder E. coli
(TAUCH et al., 1994) beschrieben sind. Diese Rate reicht aus, um z. B. eine effektive
Transposon-Mutagenese mittels "Suicide"-Plasmiden durchzufiihren. Hierbei wurden bis
zu 3.000 Transposanten/ug DNA erhalten. Erstmals wird prinzipiell auch eine gerichtete
Integrationsmutagenese ("gene-disruption"/"gene-replacement") liber "Suicide"-Plasmide
in Cmm moglich, um Gene gezielt zu unterbrechen oder zu deletieren. Eine schidigende
Wirkung der Glycinbehandlung auf die Vitalitit der Zellen konnte nicht beobachtet wer-
den, da die Uberlebensrate bei der Elektroporation iiber 80 % liegt. Trotzdem diirfte ein
Stress fiir die Zellen vorhanden sein, da der Mureinsacculus nicht unerheblich geschidigt
ist.

Erwdhnenswert ist noch die Tatsache, dass bei der Elektroporation des Wildtyps (Cmm
NCPPB382) das groflere der beiden endogenen Plasmide - pCM2 - hiufig verloren geht.
Ob das Plasmid bereits bei der Aufarbeitung der Zellen, bei der Glycin-Behandlung, bei
dem elektrischen Puls oder bei der Regeneration verschwindet, ist nicht klar. Ein Plasmid-
Curing durch FElektroporation wurde jedoch z.B. flir E. coli bereits in der Literatur
beschrieben (HEERY et al., 1989). Um die Moglichkeit zu testen, ob dies evtl. zu verhin-
dern ist, konnten die in Frage kommenden Schritte in Zukunft diesbzgl. tiberpriift werden.
Zu bedenken ist aulerdem, dass pCM2 auch bei lingerer Anzucht von Cmm aullerhalb der
Pflanze unter Laborbedingungen relativ leicht verloren geht, was mit den schon sehr friih

gemachten Beobachtungen einhergeht, dass Cmm seine Pathogenitit bei Anzucht auf
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Agarplatten innerhalb einiger Jahre verlieren kann (STAPP et al., 1956). Innerhalb der
Pflanze kann pCM2 durch konjugativen Plasmidtransfer immer wieder neu erworben wer-
den (PIEPER, 2001), ob dies auf Festmedien/Filtern ebenfalls geschieht, ist bisher nicht

untersucht worden.

1.2 Transposon-Mutagenese

Mit der Etablierung eines effektiven Elektroporationsprotokolls fiir Cmm war eine Voraus-
setzung fiir die Entwicklung eines Transposon-Mutagenesesystems in Cmm erfiillt. Fiir die
Transposons Tn/409Ca und Tn/409Cp, welche Derivate des aus der nah verwandten Spe-
zies Arthrobacter isolierten IS-Elements IS/409 sind (GARTEMANN, 1999; GARTEMANN
und EICHENLAUB, 2000), konnte die Funktionalitdt in Cmm nachgewiesen werden. Sowohl
in Cmm als auch den anderen Clavibacter michiganensis-Subspezies existieren keine
natiirlichen Kopien dieses IS-Elements, welches zu der ISL3-Familie gehort (GALLAS und
CHANDLER, 1989; MAHILLON und CHANDLER, 1998). Dies ist eine weitere wichtige Vor-
aussetzung fiir die Mdoglichkeit der Etablierung eines Transposon-Mutagenesesystems auf
der Basis von Tn/409C.

Southern-Hybridisierungen der Gesamt-DNA der erhaltenen Klone zeigten eine offen-
sichtlich zufdllige Integration des Transposons in das Chromosom von Cmm, obwohl die
8 bp Zielsequenz von IS7409/Tnl409 mit einem durchschnittlichen GC-Gehalt von ca.
50 % eine Transposition eher in Bereiche mit etwas geringerem GC-Gehalt, als dem fiir
Cmm durchschnittlichen GC-Gehalt von ca. 72 % (ENGEMANN, 2001), vermuten lésst. Dies
ist jedoch typisch fiir die Mitglieder der ISL3-Familie. Trotzdem konnten keine "hot-spots"
fiir die Transposoninsertion gefunden werden, was auch mit den Erfahrungen der Transpo-
son-Mutagenese in Arthrobacter (GARTEMANN, 1999; GARTEMANN und EICHENLAUB,
2000) iibereinstimmt. Das Transposon weist folglich keine offensichtliche Sequenzspezi-
fitit auf. Dies ist auch fiir die zu IS7/409 homologen IS-Elemente IS/096 und IS3/831 aus
verwandten Aktinomyceten beschrieben. IS/096 wurde aus Mycobacterium smegmatis
isoliert (CIRILLO et al., 1991), IS31831 aus C. glutamicum (VERTES et al., 1994a) und von
beiden wurden ebenfalls Transposon-Mutagenesesysteme (MCADAM ef al., 1995; VERTES
et al., 1994b) konstruiert.

Das Transposon Tn/409C scheint in den meisten Féllen nicht mehrfach zu transponieren,

wie durch Southern-Hybridisierung gezeigt werden konnte. Weiterhin verbleibt es offen-
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sichtlich auch unter unselektiven Bedingungen fiir viele Generationen stabil an seinem
Insertionsort (K.-H. GARTEMANN, unverdffentlichte Daten). Bei zufillig ausgewihlten
Transposon-Mutanten wurde nur selten ein Cointegrat oder eine doppelte Transposoninser-
tion festgestellt. Die Ansequenzierung von 11 zufillig ausgewdhlten Transposon-Mutanten
ergab keine Auffalligkeiten, auch wenn die DNA-Region, in die das Transposon inseriert
war, in knapp zwei Drittel der untersuchten Fille einen niedrigeren GC-Gehalt aufwies
(53 % - 65 %) als in Cmm tiblich. Der Stichprobenumfang ist jedoch zu gering, um defini-
tive Aussagen lber die Signifikanz der Verteilung von Insertionsorten von Tn/409C im
Chromosom von Cmm bzgl. des GC-Gehalts dieser DNA-Region zu machen.

In den Clavibacter michiganensis-Subspezies insidiosus (Cmi), nebraskensis (Cmn) und
sepedonicus (Cms) konnten ebenfalls erfolgreich Transposon-Mutanten erzeugt werden,
wenn auch mit deutlich niedrigerer Effizienz, was mit einer Optimierung der Elektroporati-
onsrate fiir diese Stdmme wahrscheinlich zu beheben ist. Auch bei diesen Subspezies
scheint eine zufillige Insertion ins Chromosom vorzuliegen, wie Southern-Hybridisierun-
gen zeigten. Bei der geringen Anzahl von erhaltenen und getesteten Mutanten ist hier
allerdings noch keine sichere Aussage moglich. Keine Transpositionsereignisse konnten
bisher fiir die nah verwandte Spezies Rathayibacter beobachtet werden, wobei nicht be-
kannt ist, ob die hier verwendete Chloramphenicolresistenz von Tn/409C in dieser Gat-

tung funktional ist.

Die Voraussetzungen fiir eine Séttigungsmutagenese sind damit gegeben und eine Bank
mit ca. 3000 Mutanten des Stammes CMM100 (ohne die beiden endogenen Plasmide)
wurde angelegt. Bei dem Screening der Mutanten aus der CMM100-Bank fiel im weiteren
Verlauf auf, dass praktisch keine Aminosdureauxotrophien identifiziert werden konnten,
jedoch vereinzelt Auxotrophien anderer Art, wie z. B. Defekte in Vitamin-Biosynthesen.
Bei der Charakterisierung der im Laufe dieser Arbeit untersuchten Mutanten mit verin-
derter Virulenz zeigte sich, dass das Transposon hdufiger in DNA-Bereiche mit niedrige-
rem GC-Gehalt inseriert war. Tn/409C zeigt in Cmm offensichtlich keine Zielspezifitét
bzgl. der 8 bp Erkennungssequenz. Trotzdem diirfte die Verteilung einer Erkennungsse-
quenz, die im Durchschnitt zu 50 % aus AT-Nukleotiden besteht, im Chromosom von
Cmm, mit einem durchschnittlichen GC-Gehalt von etwa 72 % (ENGEMANN, 2001), statis-
tisch eher in Bereichen liegen, die - lokal - einen durchschnittlich niedrigeren GC-Gehalt

haben.
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Dies konnte vielleicht auch eine Erkliarung dafiir sein, dass so wenig Auxotrophien gefun-
den werden konnten. Es gibt Indizien dafiir, dass Cmm ein lineares Chromosom besitzt
(K.-H. GARTEMANN, unveroffentlichte Daten). Eventuell ist das Chromosom bzgl. des GC-
Gehalts dhnlich aufgebaut wie das Chromosom von Streptomyces coelicolor, bei dem im
Kernbereich des ebenfalls linearen Chromosoms ein hoherer GC-Gehalt zu verzeichnen ist,
der zu den Enden hin deutlich abnimmt. Im Kernbereich mit dem hohen GC-Gehalt liegen
hauptsichlich die sog. "housekeeping"-Gene und in den Randbereichen die weniger essen-
tiellen Gene aus dem Sekunddrmetabolismus. Auch wenn es noch eine Hypothese ist,
konnte dies eine sinnvolle Erkldrung fiir die Verteilung der bisher charakterisierten
Transposoninsertionsorte sein. Sobald die Genomsequenz vollstindig bekannt ist, sollte
sich dies leicht kldren lassen. Eine weitere Konsequenz der Zielsequenz von Tn/409C mit
50 % AT-Nukleotiden konnte auch darin liegen, dass das Transposon statistisch hdufiger in
Promotorregionen inseriert, aufgrund der Tatsache, dass die "-10"-Region eines Promotors
immer AT-reich sein muss, da hier das Aufschmelzen der DNA zur Transkription stattfin-
det.

Bei der Transposon-Mutagenese mit Hilfe von Tn/409C handelt es sich also nicht um ein
ideales System fiir Cmm, dennoch sollte Tn/409 ein wertvolles genetisches Hilfsmittel fiir
Cmm darstellen, zumal es bisher auch keine Alternativen gibt. Erstmals ist die effiziente
Erzeugung von Transposon-Mutanten in Cmm {lberhaupt moglich und damit die
Voraussetzung fiir die Identifizierung und Charakterisierung chromosomaler Gene vorhan-

den, die z. B. in der Bakterien-Pflanzen-Interaktion eine wichtige Rolle spielen.

1.3  Gerichtete Mutagenese durch "gene-disruption'/"gene-replacement'"

Durch die hohen Transformationsraten des neuen Elektroporationsprotokolls ist erstmals
auch eine gerichtete Mutagenese von Genen mittels "gene-disruption"/"gene-replacement”
effizient moglich. Auch bei dieser Technik wird ein "Suicide"-Plasmid eingesetzt und sie
setzt, wie die Transposon-Mutagenese, eine hohe Transformationseffizienz voraus. Die
gerichtete Mutagenese beruht auf dem Vorgang der homologen Rekombination. Nach der
Transformation mit einem "Suicide"-Plasmid, das das mit einer Antibiotikumkassette
inaktivierte Gen trigt, kann es durch homologe Rekombination zwischen dem chromoso-
malen und dem auf dem Plasmid lokalisierten Gen zu einem "single-crossover" kommen

("gene-disruption"). Durch ein weiteres "crossover" iiber homologe Rekombination kann
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nun entweder der Vektor mit dem unterbrochenen Gen wieder heraus rekombinieren (Aus-
gangszustand) oder zusammen mit dem intakten Gen ausgeschnitten werden und das durch
die Antibiotikumkassette inaktivierte Gen im Chromosom zuriicklassen ("gene-replace-
ment"). Die homologe Rekombination ist normalerweise ein seltener Vorgang, weswegen

auch hier eine hohe Transformationseffizienz notwendig ist.

Das in dieser Arbeit identifizierte Carotinoid-Biosynthese-Operon von Cmm bot sich zur
exemplarischen Uberpriifung der Funktionalitit der gerichteten Integrationsmutagenese in
Cmm an. Zum einen, weil die Mutanten leicht an ihrer Koloniefarbe erkennbar sein sollten.
Zum anderen, weil das Carotinoid-Biosynthese-Operon in der Transposon-Mutante
TM100B 113-35 nicht durch eine korrekte Transposition entstanden war und auf diesem
Wege eine durch einen eindeutig nachvollziehbaren Vorgang entstandene Mutante erzeugt
werden sollte. Bei der gezielten Erzeugung der Farbstoffmutante von Cmm {iber gerichtete
Mutagenese traten jedoch unerwartet grofle Probleme auf. Zur Mutagenese wurde das in
Cmm nicht replizierende Plasmid pK19mob2 (Abb. VIL.11 im Anhang, Seite 165) (KIRCH-
NER und TAUCH, 2003) genutzt. Teile des crtBI- und crtE-Gens des Carotinoid-Biosynthe-
se-Operons von Cmm wurden kloniert, mit einer Nrul-Deletion versehen, die das Ende des
crtBI- und den Anfang des crtE-Gens umfasste, und in diese Deletion wurde die cmx-Kas-
sette (TAUCH et al., 1998) inseriert. Bei der gerichteten Mutagenese sollte so das Caroti-
noid-Biosynthese-Operon unterbrochen werden und dadurch die Synthese des fiir Cmm
typischen, gelb-orangen Pigments verhindert werden.

Anhand des auf pK19mob2 vorhandenen Kanamycin-/Neomycin-Resistenzgens (aph(3')-
IIa) und der cmx-Kassette konnte leicht auf "single-" (Cm"/Neo®) bzw. "double-crossover"
(Neo®) getestet werden, auBerdem sollte die Mutation zu einer farblosen, anstelle einer gel-
ben Koloniefarbe fiihren. Auf den beiden das cmx-Gen flankierenden DNA-Bereichen
waren ca. 1.250 bzw. 800 bp homolog zum Chromosom, was im Allgemeinen als ausrei-
chende Lange fiir ein "crossover" in Aktinomyceten angesehen wird (G. MUTH, Universitét
Tiibingen, personliche Mitteilung).

Uberraschenderweise waren etwa 98 % der erhaltenen chloramphenicolresistenten Kolo-
nien gelb gefarbt, obwohl etwa die Hélfte von ihnen die Neomycinresistenz und somit
wahrscheinlich den Vektor verloren hatte. Auch unter den farblosen Kolonien hatten etwa
die Hilfte die Neomycinresistenz verloren. Durch Southern-Hybridisierung der Gesamt-
DNA von 12 farblosen Mutanten konnte gezeigt werden, dass nur zwei von ihnen ein fiir

ein "single-crossover" passendes Bandenmuster aufwiesen, kein "double-crossover" statt-
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gefunden hatte und der Rest ein Muster an hybridisierenden Fragmenten aufwies, das mit
einer homologen Rekombination nicht erkldrlich war. Diese Klone und die 98 % mit gelber
Koloniefarbe sollten also durch illegitime Rekombinationsereignisse entstanden sein oder
durch homologe Rekombination iiber das aph(3')-Illa-Gen. Weiterhin wére auch eine
Rekombination durch einen anderen Teil des Vektors denkbar, der dann in einem weiteren
Schritt heraus rekombiniert wire. Die beiden letzten Hypothesen sind jedoch sehr unwahr-
scheinlich, da in den bisherigen Sequenzdaten von Cmm keinerlei homologe Regionen zu
dem Neomycin-Resistenzgen oder anderen Vektoranteilen zu finden sind. Der hohe Anteil
an nicht durch homologe, sondern durch illegitime Rekombination entstandenen Mutanten
bei der gerichteten Mutagenese konnte auch bei Experimenten anderer Mitglieder am
Lehrstuhl bestdtigt werden, ist also kein Phdnomen, welches nur die Carotinoid-Biosyn-
these-Region betrifft. Erwdhnenswert ist jedoch, dass der GC-Gehalt im Bereich des Caro-
tinoid-Biosynthese-Clusters und der anderen per gerichteten Mutagenese inaktivierten

Gene die fiir Cmm typischen ca. 72 % aufweist.

Eine derart hohe Rate von illegitimer Rekombination ist sehr ungewdhnlich. In S. coelico-
lor (OH und CHATER, 1997) und Mycobakterien ist jedoch ein dhnliches Verhalten
beschrieben (KALPANA et al., 1991; NORMAN et al., 1995; MCFADDEN, 1996; PELICIC et
al., 1997; HINDS et al., 1999, PARISH et al., 1999). Das Auftreten erwiinschter homologer
Rekombinationsereignisse in Form von "double-crossover" konnte in S. coelicolor durch
die Verwendung von linearer oder zirkuldrer DNA deutlich verbessert werden, die mit
Alkali- oder Hitzebehandlung denaturiert wurde (OH und CHANDLER, 1997). Demgegen-
iiber konnte in M. smegmatis und M. tuberculosis mit hitzedenaturierter DNA keine Ver-
besserung erreicht werden, mit Alkali- und UV-Behandlung konnten jedoch ebenfalls
Experimente zur gerichteten Mutagenese erfolgreich durchgefiihrt werden, die ohne diese
Vorbehandlung der DNA nicht moglich waren (HINDS ef al., 1999; PARISH et al., 1999).
Eine eindeutige Korrelation zwischen der Linge der homologen Bereiche und der Anzahl
der erhaltenen Mutanten mit "double-crossover" konnte nicht ermittelt werden, dies war
von Gen zu Gen unterschiedlich. Eine ungefdhr gleiche GroBe der homologen Bereiche auf
beiden Seiten des selektierbaren Markers erhoht jedoch offensichtlich das Auftreten von
"double-crossover" gegeniiber "single-crossover" (PARISH et al., 1999). Was bisher in der
Literatur zu illegitimer Rekombination und Problemen bei der gerichteten Mutagenese in
Aktiomyceten beschrieben wurde, ist, was Angaben und Erklarungsversuche zu diesem

Phénomen betrifft, sehr vage und Techniken zur Erhéhung des Anteils von Mutanten, die
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durch homologe Rekombination entstanden sind, haben eine rein empirische Grundlage.
Methoden, die zur Inaktivierung eines Gens sehr gut funktionieren, versagen bei anderen
Genen vollig, ohne dass ein Zusammenhang ersichtlich ist. Auf diesem Gebiet ist das Wis-
sen und Verstdndnis um die Mechanismen in allen Aktinomyceten noch sehr liickenhaft.
Eine gezielte Entwicklung von Methoden, um illegitime Rekombinationen zu umgehen
oder zumindest zu verringern, fehlt noch komplett.

Um zu tuberpriifen, ob in Cmm ebenfalls das Auftreten illegitimer Rekombinationsereig-
nisse zugunsten homologer Rekombination zu verbessern ist, sollten in Zukunft Versuche
mit auf unterschiedliche Weise denaturierter DNA, Einzelstrang-DNA usw. durchgefiihrt
werden. Erste Versuche sind zwar bereits durchgefiihrt worden (KAup, 2002), jedoch
konnten keine konsistenten Daten ermittelt werden und eine systematische Untersuchung
dieses Phidnomens in Cmm fehlt bisher.

Eine weitere Erkldrung fiir die hohe Rate an illegitimen Rekombinationen konnte auch
sein, dass die Glycin-Behandlung einen so starken Stress darstellt, dass eine SOS-Antwort
ausgelost wird und die Mechanismen der illegitimen Rekombination aktiviert werden.
Allerdings hat eine Reduzierung der Glycin-Konzentration auf die Hélfte keinen Einfluss
auf den Anteil der durch illegitime Rekombination entstandenen Mutanten. Eine weitere
Reduzierung der Glycin-Konzentration hédtte zur Folge, dass die Transformationseffizienz

drastisch einbrédche und die Glycin-Behandlung sinnlos wiirde.

1.4  Weitere genetische Werkzeuge (Vektoren, Resistenzgene)

Auch wenn fiir Cmm E. coli-Cmm-Shuttle-Vektoren zur Verfiigung stehen, so sind diese
Vektoren in vielerlei Hinsicht nicht ideal. Im Wesentlichen gibt es vier Vektoren aus zwei
Familien, die nutzbar sind: pDM302 bzw. pDM306 (MELETZUS et al., 1993) als Abkémm-
linge von pCM1 und pHN205 bzw. pHN216 (NAKHEI, 1993) als Abkommlinge von
pCM2. All diese Vektoren haben den Nachteil, dass sie mit rund 14 kb relativ grof3 sind
und liber nur sehr wenige Schnittstellen fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten verfii-
gen. Nur die pDM-Vektoren sind vollstindig sequenziert, die pHN-Vektoren noch nicht.
Zudem stammen sie beide von endogenen Plasmiden ab, was zu Problemen bei der Repli-
kation und Segregation fithren kann, wenn sie zusammen mit den beiden parentalen
Plasmiden in ein und derselben Zelle vorliegen (NORDSTROM und AUSTIN, 1989; AUSTIN

und NORDSTROM, 1990; WILLIAMS und THOMAS, 1992; DEL SOLAR et al., 1998). Da die
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beiden Pathogenititsgene auf den endogenen Plasmiden lokalisiert sind, cel4 auf pCM1
(JAHR et al., 2000) und pat-1 auf pCM2 (DREIER et al., 1997), miissen beide oder zumin-
dest eines dieser Plasmide in Cmm vorhanden sein, wenn Transposon-Mutanten oder
Mutanten durch gerichtete Mutagenese bzgl. ihrer Virulenz in planta getestet werden sol-
len. Insbesondere bei der Komplementation dieser Mutanten kann das gleichzeitige Vor-
handensein des endogenen Plasmids und der davon abstammenden Vektoren zu Problemen
fiihren. Die Stabilitidt der pHN-Vektoren wurde auBlerdem bisher nicht ausreichend getes-
tet.

Deshalb wurde zum einen die Stabilitét von pHN205 und pHN216 {iber 56 Generationen in
Fliissigkultur unter unselektiven Bedingungen und in planta tiber vier Wochen ermittelt
(ABT, 2003). Dabei zeigte sich, dass die Plasmide bis zur 22. Generation in praktisch allen
Zellen vorhanden waren und der Anteil der plasmidtragenden Zellen langsam auf ca. 80 %
(pHN205) bzw. 75 % (pHN216) in der 56. Generation sank. In planta waren nach vier
Wochen noch etwa 80 % der Zellen plasmidtragend. Die Vektoren der pHN-Serie weisen
eine fiir die Praxis ausreichende Stabilitét auch unter unselektiven Bedingungen auf.

Zum anderen wurde auf Inkompatibilitit zwischen pDM302 und gentamicinmarkiertem
pCMI iiber vier Wochen in planta getestet (ABT, 2003). In etwa 90 % der Félle blieben
beide Plasmide in den Zellen erhalten, was die Nutzbarkeit dieses Vektors z. B. fiir Kom-
plementationsexperimente zeigt. Dass beide Plasmide in ein und derselben Zelle {iber viele
Generationen parallel existieren konnen, iiberrascht etwas. Eine Erkldrung konnte die Bil-
dung eines Cointegrats zwischen pDM302 und pCM1 sein. Bei der unselektiven Anzucht
innerhalb der Pflanze sollten sich die Cointegrate jedoch mit der Zeit wieder aufldsen. Dies
wurde jedoch nicht getestet. Die Koexistenz von pHN205/pHN216 mit pCM2 wurde nicht
untersucht, da den Vektoren der pDM-Familie der Vorzug gegeben wurde, weil mit ihnen
mehr Erfahrungen im Laboralltag vorliegen, ithre Sequenz bekannt ist und sie geringfiigig
mehr Schnittstellen zur Klonierung besitzen.

Aus den eben genannten Griinden der moglichen Inkompatibilitit zwischen endogenen
Plasmiden und den von ihnen abstammenden Vektoren wurde nach weiteren Vektoren
gesucht, die in Cmm stabil replizieren, die aber nicht von endogenen Plasmiden abstam-
men. Versuche, Plasmide nach Cmm zu elektroporieren, die auf der Basis von RSF1010
beruhen, einem "broad-host-range"-Plasmid, welches sowohl in Gram-positiven als auch in
Gram-negativen Bakterien repliziert (SCHOLZ ef al., 1985, 1989; FREY und BAGDASARIAN,

1989; HARING und SCHERZINGER, 1989; GORMLEY und DAVIES, 1991; HERMANS et al.,
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1991; NESVERA, ef al., 1994), waren nicht erfolgreich. Auch hier wéren intensivere Studien
notwendig, um die Ursachen zu kléren.

Plasmide auf der Basis von pGA1l (SONNEN et al., 1991; NESVERA et al., 1997), einem
Plasmid aus C. glutamicum, lieBBen sich ohne Probleme erfolgreich nach Cmm elektroporie-
ren. Als Testplasmid fiir die von pGA1 abstammende pEC-Serie diente hier pEC-K18mob2
(KIRCHNER, 1999; TAUCH et al., 2002), welches das aph(3')-Ila-Gen tragt, das in E. coli
wie Cmm Resistenz gegen Neomycin/Kanamycin vermittelt. Leider sind Plasmide mit die-
sem Replikon in Cmm nur unter selektiven Bedingungen stabil. Dies kann eine Reihe von
Ursachen haben. Die Partitioning-Funktion zur kontrollierten Aufteilung der Plasmide bei
der Zellteilung konnte in Cmm nicht oder nicht ausreichend funktional sein. Das Plasmid
pGA1 besitzt ein per-Gen ("positive effector of replication"), welches, wenn es an den
Promotor des Replikations-Gens bindet, eine Verstirkung der Expression dieses Gens und
damit eine Erhohung der Kopienzahl von pGA1 in C. glutamicum bewirkt (NESVERA et al.,
1997). Die Expression des per-Gens wird wiederum durch ein oder mehrere noch unbe-
kannte Genprodukte reguliert, die auf pGAl kodiert sind. Evtl. wird dieses per-Gen in
Cmm nicht stark genug exprimiert, entweder durch eine stirkere Expression der reprimie-
renden Gene von pGAl in Cmm oder durch zelleigene Regulatoren, was zu einer
Unterreplikation fiihren konnte. Die Anwendung der von pGA1 abstammenden Vektoren
ist im Pflanzentest somit nicht mdglich, jedoch ist damit erstmals eine Alternative zu den
von den endogenen Plasmiden abstammenden Vektoren in Experimenten gegeben, bei
denen mit Selektionsdruck gearbeitet werden kann.

Das Gleiche trifft fiir die "broad-host-range"-Vektoren auf der Basis von pNG2 (SERWOLD-
DAVIS et al., 1987, 1990) aus C. diphtheriae zu, die hier in Form von pBHKI18 aus der
pBH-Serie (KIRCHNER, 1999; KIRCHNER und TAUCH, 2003) getestet wurden. pBHK18
tragt ebenfalls das aph(3')-Ila-Gen als selektionierbaren Marker. Die Segregation der
Vektoren auf pNG2-Basis wurde auch in C. glutamicum bereits beobachtet (KIRCHNER,
1999). Die Plasmide aus der pEC- und pBH-Serie geben die Moglichkeit, in weiteren
Untersuchungen relativ einfach neue Resistenzgene fiir Cmm zu testen, da sie auch mit
Spectinomycin- (aad9) und Tetrazyklin-Resistenzkassetten (fet4(Z)) vorliegen (KIRCHNER,
1999; KIRCHNER und TAUCH, 2003). Mit dem cat-Gen, welches fiir eine Chloramphenicol-
Acetyltransferase kodiert, konnten bei Cmm bisher keine resistenten Klone erhalten wer-
den.

Die Suche nach weiteren in Cmm verwendbaren Resistenzgenen stellt fiir die Zukunft eine

dringende Aufgabe dar, da derzeit nur drei in Cmm funktionale Resistenzkassetten verfiig-
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bar sind (cmx, Cm"; aacCI, Gm® und aph(3')-Ila, Neo"/Km"). Ein Resistenzmarker wird
fiir die Erzeugung von Mutanten, ob nun Transposon- oder gerichtete Mutante, bendtigt.
Dies ist meist das cmx-Gen. Zur Komplementation oder zur Erzeugung einer Doppelmu-
tante wird ein zweites Resistenzgen benoétigt, in diesem Fall das aph(3')-1la-Gen der pDM-
bzw. pHN-Vektoren. Die auf den Vektoren liegenden Gene aacCI bzw. cmx konnen nicht
genutzt werden, da sie die selektionierbaren Marker sind, in die die DNA-Inserts kloniert
werden, und nach erfolgreicher Klonierung folglich defekt sind. So betrachtet stehen der-
zeit nur das cmx- und das aph(3')-Ila-Gen als nutzbare Marker zur Verfiigung, was das
genetische Arbeiten mit Cmm sehr erschwert.

Um das in Cmm sehr gut funktionierende cmx-Gen von fiir Klonierungen wichtigen
Restriktionsschnittstellen zu befreien, wurden per "Gene SOEing" (Horton, 1995) die
EcoRI-, Pstl- und Sacl-Schnittstelle entfernt, ohne das Resistenzlevel zu beintrachtigen. Es
liegen auBBerdem BamHI-, Hincll-, HindIll- und Xbal-Kassetten des cmx-Gens kloniert vor,
die z. B. fiir die gerichtete Integrationsmutagenese verwendet werden konnen. Die Entfer-
nung der Restriktionsschnittstellen diente u. a. als Vorbereitung fiir die Konstruktion eines
Promotorprobe-Vektors fiir Cmm (LUDEWIG, 2002), bei dem die Promotorstérke iiber das
Chloramphenicol-Resistenzlevel in Fliissigkultur bestimmt werden kann. Die in anderen
Bakterien etablierten Reportergene wie z. B. das GFP-Gen ("green fluorescent protein")
(SHIMOMURA et al., 1962; TSIEN, 1998), welches die Promotorstirke durch die Starke der
auftretenden Fluoreszenz anzeigt, sind in Cmm leider nicht oder nur sehr unzureichend
funktional (M. PIEPER, unverdffentlichte Daten), was wahrscheinlich auch daran liegt, dass
diese Gene meist entweder fiir E. coli oder eukaryontische Systeme mit ihrem niedrigen
GC-Gehalt und der entsprechenden Codon-Usage optimiert sind (CORMACK et al., 1996)
und deren Expression in Cmm mit einem GC-Gehalt von ca. 72 % (ENGEMANN, 2001)
wahrscheinlich zu Problemen fiihrt. Dies ist auch fiir S. coelicolor beschrieben (SUN ef al.,
1999), dessen durchschnittlicher GC-Gehalt der DNA bei ca. 74 % liegt. Das in
S. coelicolor gut funktionierende EGFP-Gen (SUN et al., 1999) sollte in Zukunft auch in

Cmm getestet werden.

Fiir die Klonierungen von Fragmenten aus der Cosmid-Bank von Cmm (GRAFEN, 2001)
wurde der neue E. coli-Klonierungsvektor pTI9MECA?2 konstruiert. Fiir die Komplemen-
tation von Transposon-Mutanten ist es oft notwendig, groBe DNA-Fragmente mit relativ
uniiblichen Schnittstellen in Vektoren umzuklonieren, damit diese Fragmente dann in die

mit nur sehr wenig Restriktionsschnittstellen versehenen E. coli-Cmm-Shuttle-Vektoren
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pDM302/306 bzw. pHN205/216 inseriert werden konnen. Da ein Resistenzwechsel hierbei
sehr von Vorteil ist und der Cosmid-Vektor SuperCos2 von Stratagene bereits ein Ampi-
cillin- und Kanamycin-Resistenzgen trigt, sind die Vektoren pMECA (AmpR) (THOMSON
und PARROT, 1998) und pKI9MECA2 (Km®) (KIRCHNER, 1999; KIRCHNER und TAUCH
2003) nur schlecht nutzbar. Um einen Resistenzwechsel beim Klonieren trotzdem zu
ermoglichen, wurde die MECA-mcs mit 44 singuldren Schnittstellen auch fiir wenig
gebrauchliche Restriktionsendonukleasen aus pMECA in pT18mob2 (KIRCHNER, 1999;
KIRCHNER und TAUCH, 2003) kloniert, welcher das Tetrazyklin-Resistenzgen tetA(Z) tragt
(TAUCH et al., 2000). Dieser Vektor hat sich bei der Klonierung von Cosmid-Fragmenten

als sehr niitzlich erwiesen.

2 Charakterisierung von Mutanten

2.1 EPS-Mutanten

Unter den Transposon-Mutanten von Cmm fielen immer wieder solche auf, die eine verén-
derte EPS-Bildung aufwiesen. Cmm bildet auf Agarplatten die typisch mukoiden gelben
Kolonien, auf C-Medium etwas stirker ausgeprégt als auf TBY-Medium. Die Ursache
dafiir sind Exopolysaccharide (EPS). Auch auf Platten, die als Nihrstoffquelle ausschlief3-
lich homogenisierte Tomatenpflanzen enthalten, bildet Cmm ebenfalls sehr schleimige
Kolonien. Unter den Transposon-Mutanten waren sowohl Mutanten, die eine trockenere,
als auch solche, die eine noch schleimigere Oberfliche aufwiesen. Die Struktur und Funk-
tion der EPS geriet in den 1970er Jahren mehr in den Blickpunkt (SUTHERLAND, 1977).
EPS sind Bestandteil der Zellwand und erfiillen dort hochstwahrscheinlich bei allen
Eubakterien wichtige und sehr vielfdltige Funktionen. Sie bilden eine wassergefiillte
Matrix, die die Zelle vor Austrocknung schiitzt (SUTHERLAND, 1977). EPS konnen die
Aufgaben eines lonentauschers erfiillen, sind bei der Adhésion auf biologischen wie abioti-
schen Oberflachen beteiligt und bei der Ausbildung von Biofilmen (DONLAN, 2002,
DONLAN und COSTERTON, 2002). In der Interaktion zwischen phytopathogenen und sym-
biontischen Bakterien mit ihren Wirtspflanzen und bei der Verhinderung der Erkennung
durch den Wirt, konnen die EPS eine wichtige Rolle spielen. Ein Beispiel fiir die symbi-
ontische Interaktion ist die Knollchenbildung von Rhizobium meliloti in Medicago sativa

(Luzerne). In dieser Interaktion ist die Ausbildung von EPS seitens des Bakteriums essen-
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tielle Voraussetzung fiir die Besiedlung der Wurzelhdrchen und Ausbildung der Kndllchen,
in denen die Stickstoff-Fixierung stattfindet. Mutanten von R. meliloti, die kein EPS pro-
duzieren, sind nicht in der Lage, diese Kndllchen auszubilden (NIEHAUS ef al., 1993). Im
Gegenteil scheint die Pflanze sogar eine Abwehr zu starten. Fiir die phytopathogenen
Bakterien Erwinia stewartii, E. amylovora, Xanthomonas campestris und Pseudomonas
solanacearum ist beschrieben, dass Mutanten, die kein EPS oder eine geringere EPS-Men-
ge produzieren, deutlich in ihrer Virulenz reduziert sind (COPLIN und COOK, 1990). EPS
konnen weiterhin einen sehr wirksamen Elizitor in der inkompatiblen Reaktion zwischen

der Nichtwirtspflanze und dem Bakterium darstellen.

Uber die Gene, die fiir Biosynthese der EPS von Cmm verantwortlich sind, ist bisher nichts
bekannt. Leider erbrachte die Charakterisierung der untersuchten EPS-Mutante
TM382 370-23 keine Anhaltspunkte, inwieweit das unterbrochene Gen an der EPS-Bio-
synthese beteiligt ist. Das unterbrochene Gen kodiert fiir ein sehr groBBes Protein von 2258
Aminoséuren, das in der N-terminalen Region Ahnlichkeiten zu Rhs-Proteinen aufweist.
Der Rest des Proteins zeigt Ahnlichkeiten zu zellwandassoziierten Proteinen, Glukosidasen
bzw. Zellulosebindedominen. Keine dieser Homologien wird in direktem Zusammenhang
mit der EPS-Biosynthese in der Literatur genannt, sodass die Funktion weiter unklar bleibt.
Die insbesondere mittelbar an der EPS-Biosynthese beteiligten Gene sind allerdings allge-
mein noch nicht vollstindig identifiziert worden. Zum Beispiel ist fiir Sinorhizobium
meliloti, ein Stickstoff-fixierendes Knollchenbakterium, beschrieben, dass die EPS-Bio-
synthese einer sehr komplexen Kontrolle unterliegt, u. a. auch der Regulation durch den
phosphatabhédngigen Regulator PhoB und den Proteinen ExpG und MucR (RUBERG et al.,
1999).

Versuche zur Komplementation der Mutante sollten in Zukunft durchgefiihrt werden, ein
passendes Cosmid, welches die entsprechende DNA-Region trigt, wurde bereits identi-
fiziert (ABT, 2003). Es existieren noch weitere Transposon-Mutanten mit dhnlichem Pha-
notyp, die ein anderes Hybridisierungsmuster mit transposonspezifischen Sonden aufwei-
sen (K.-H. GARTEMANN, personliche Mitteilung) und die sich fiir weitere Untersuchungen

in der Zukunft anbieten.
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2.2 Pigment-Mutanten

Cmm bildet, wie viele Bakterien, ein oder mehrere Pigmente, die den Kolonien auf Fest-
medien die typisch gelb-orange Farbe geben. Bei diesen Pigmenten handelt es sich um
Carotinoide. Etwa 0,6 % der bei der Transposon-Mutagenese erhaltenen Klone wiesen eine
veranderte Farbung auf. Das Spektrum reichte von hellgelb iiber farblos und hellrosa bis

rosa, statt der normalen gelb-orangenen Koloniefarbe.

Carotinoide gehoren zu der Stoffgruppe der Terpenoide. Der Grundbaustein ist die
Isopren-Einheit - ein Cs-Korper. Man unterscheidet Carotinoide ohne Sauerstoff - sog.
Carotine - und solche mit Sauerstoff - sog. Xanthophylle. Eines der bekanntesten Caroti-
noide ist wohl das -Carotin, welches zusammen mit a-Carotin in hoher Konzentration in
der Karotte (Daucus carota) vorkommt. Charakteristisch ist ihre gelbe bis rote Farbe. Es
gibt eine Vielzahl von in der Natur vorkommenden Carotinoiden mit unterschiedlichen
Funktionen. In Pflanzen spielen sie als akzessorische Pigmente im Lichtsammelkomplex
der Photosynthese eine essentielle Rolle. In Bakterien dienen sie als integrale Membran-
verstarker und Mediatoren der Fluiditit der Cytoplasmamembran, sowie als oxidativer
Schutz der Lipide. Eine Rolle, die in den Eukaryonten von Sterolen wie dem Cholesterol
libernommen wird. Besonders geeignet sind hier Carotinoide mit polaren Endgruppen,
hydroxylierte und glykosylierte Carotinoide sowie deren Fettsdureester (HARA et al.,
1999). AuBlerdem dienen sie als UV-Schutz und als Fianger von reaktiven Sauerstoffspe-
Zies.

Bei der Untersuchung der Phyllosphire (das ist der Lebensraum der Blattoberfldche) von
Erdnuss-Pflanzen (Arachis hypogeae L.) konnte gezeigt werden, dass Clavibacter michi-
ganensis neben Curtobacterium zu den UV-tolerantesten Besiedlern dieses Habitats gehort
(SUNDIN und JACOBS, 1999; JACOBS und SUNDIN, 2001). Die pigmentierten Bakterien
waren deutlich unempfindlicher gegeniiber UV-A- (320 - 400 nm), UV-B- (280 - 320 nm)
und UV-C-Strahlung (< 280 nm) als die unpigmentierten Besiedler der Phyllosphére. Eine
Schutzwirkung von bestimmten Carotinoiden gegeniiber UV-B-Strahlung konnte auch von
SANDMANN et al. (1998) in mit Genen der Carotinoid-Biosynthese transformierten E. coli-
Zellen sowie von RAJAGOPAL et al. (1997) in Xanthomonas oryzae pv. oryzae gezeigt wer-
den. Erste Tests zur UV-Sensitivitit der pigmentlosen Mutante TM 1008 113-35 ergaben

zwar eine leichte Erhohung der UV-Empfindlichkeit gegeniiber dem pigmentierten Wild-

128



Diskussion

typ, dieser Effekt war jedoch sehr schwach ausgepréigt und evtl. nicht signifikant. Weitere

Experimente zu dieser Fragestellung sind geplant.

Die Biosynthese von Carotinoiden ist in Pflanzen und einigen Bakterien bereits weitge-
hend aufgeklirt. Eine schematische Ubersicht der dazu notwendigen typischen bakteriellen
Carotinoid-Biosynthese-Gene, der codierten Enzyme und der von ihnen katalysierten

Reaktionen ist in Abb. V.1 dargestellt.
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Abb. V.1: Schematische Ubersicht iiber die von typischen bakteriellen Carotinoid-Biosynthese-Genen codier-
ten Proteine und den von ihnen katalysierten Reaktionen. IPP: Isopentenyl-Pyrophosphat, DMAPP: Dime-
thylallyl-Pyrophosphat, GPP: Geranyl-Pyrophosphat, FPP: Farnesyl-Pyrophosphat, GGPP: Geranylgeranyl-
Pyrophosphat.

Die Ausgangssubstanz fiir die Biosynthese der Carotinoide, das Isopentyl-Pyrophosphat
(IPP) - ein Cs-Korper, kann {iber zwei unabhingige Biosynthesewege hergestellt werden:
den "klassischen" Mevalonat-Weg (QURESHI und PORTER, 1981), sowie dem Deoxyxylu-

lose-5-Phosphat-Weg (ROHMER et al., 1996). Ersterer ist im Cytoplasma von Pflanzen und
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Pilzen nachgewiesen worden, letzterer in pflanzlichen Plastiden, Griinalgen (LICH-
TENTHALER, 1998) und vielen Eubakterien (PUTRA ef al., 1998). IPP kann durch das idi-
Genprodukt (IPP-Isomerase) in Dimethylallyl-Pyrophosphat (DMAPP) isomerisiert wer-
den. Ein Molekiil IPP (Cs) reagiert mit einem Molekiil DMAPP (Cs) in einer Kopf-
Schwanz-Reaktion zu Geranyl-Pyrophosphat (GPP, C,). Durch die sequentielle Addition
von je einem Molekiil IPP entsteht zuerst Farnesyl-Pyrophosphat (FPP, C;s) und schlieB3-
lich Geranylgeranyl-Pyrophosphat (GGPP, C,j). Alle vorgenannten Reaktionen werden in
den meisten Bakterien durch das crtE-Genprodukt (GGPP-Synthase) katalysiert. Das crtB-
Genprodukt (Phytoen-Synthase) katalysiert nun die Kopf-Kopf-Addition von zwei GGPP-
Molekiilen zu Phytoen (Ca). Alle bisher bekannten Phytoen-Synthasen sind zueinander
homolog. Durch das crt/-Genprodukt (Phytoen-Desaturase) werden zu den drei vorhande-
nen konjugierten Doppelbindungen im (farblosen) Phytoen bis zu vier weitere eingefligt.
Durch die zunehmende Anzahl von chromophoren Gruppen verdndert sich die Lichtab-
sorption der entstehenden Zwischenprodukte, die folgenden Produkte sind fiir viele Bakte-
rien typisch: Phytofluen (farblos), C-Caortin (zitronengelb), Neurosporin (gelb) und
schlieBlich Lycopin (rot). Es gibt zwei verschiedene Phytoen-Desaturase-Familien, die der
Pflanzen und Cyanophyceae sowie die der Bakterien. Mitglieder innerhalb einer Familie
sind zueinander homolog, die beiden Familien unterscheiden untereinander in Amino-
sduresequenz, Funktion und Cofaktoren.

Das Lycopin kann auf unterschiedliche Weise an einem oder beiden Enden durch das cr¢Y-
Genprodukt (Lycopin-Zyklase) zyklisiert werden. Wird an beiden Enden durch eine B-
Zyklase ein B-lononring gebildet, so entsteht B-Carotin. Bei jeweils einem &-lononring
(durch eine e-Zyklase katalysiert) und einem [B-lononring (durch eine B-Zyklase kataly-
siert) entsteht a-Carotin, mit nur einem einzigen g-lononring 6-Carotin, mit nur einem ein-
zigen B-lononring y-Carotin (vergl. Abb. V.1). In Bakterien iiberwiegt meist f-Carotin, in
Pflanzen meist o-Carotin. Auch hier unterscheiden sich die Enzyme der Pflanzen und
Cyanophyceae von denen der Eubakterien. Alle bisher genannten Substanzen sind Caro-
tine. Abhédngig von der Bakterienspezies konnen nun vielfdltige Modifikationen durch
Hydroxylierungen, Glykosylierungen und Veresterungen vorgenommen werden. Zusétz-
lich zu den bisher genannten Cjp-Carotinoiden sind sowohl verkiirzte Carotinoide - Cs,
z. B. in Heliobacterium (TAKAICHI et al., 1997) und in Staphylococcus (MARSHALL und
WILMOTH, 1981) -, als auch verlingerte - C4s und Csy z. B. in Flavobacterium (LIAAEN-
JENSEN und WEEKS, 1966) und Sarcina (FEREZOU, 1992) - in Bakterien beschrieben wor-

den.
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Bei der ersten Charakterisierung der Pigment-Mutanten von Cmm durch Southern-Hybridi-
sierung zeigte sich, dass bei den meisten Mutanten auch eine hybridisierende Bande mit
der pUC-Sonde auftrat, was auf ein Cointegrat oder (illegitime) Rekombination hinweist.
Vielleicht stellt der in diesem Bereich hohe GC-Gehalt der DNA erneut ein Problem fiir
eine korrekte Transposition dar. Trotzdem gelang es, den unterbrochenen Bereich der Pig-
ment-Mutante TM100p 113-35 zu klonieren und anzusequenzieren. Die Funktionen der
Gene wurden aufgrund von Homologievergleichen abgeleitet. Das unterbrochene Gen
kodiert fiir ein Fusionsprotein aus Phytoen-Synthase und Phytoen-Desaturase, welches
crtBI genannt wurde. Es ist Teil eines Operons aus fiinf Genen: crtE (Geranylgeranyl-
Pyrophosphat-Synthase), cr¢BI (Phytoen-Synthase/Phytoen-Desaturase), crt¥Yg und crtYh
(Csp-Carotinoid-e-Zyklasen) sowie crtEb (Lycopin-Elongase) (vergl. Abb. V.2), wie
anhand von Vergleichen mit Genprodukten z. B. aus den verwandten Aktinomyceten Bre-
vibacterium linens, B. flavum und Agromyces mediolanus geschlossen werden kann
(KRUBASIK, 2000; KRUBASIK und SANDMANN, 2000; KRUBASIK et al., 2001a/b). Das
Carotinoid-Biosynthese-Operon von Cmm ist in Abb. V.2 im Vergleich mit Biosynthese-
Operons nah verwandter Aktinomyceten dargestellt. Cms besitzt ein praktisch identisches
Carotinoid-Biosynthese-Operon (Identitit: DNA: 93,6 %, Proteine: durchschnittlich
96,1 %). Trotzdem wird aus noch unbekannter Ursache in Cms kein Pigment gebildet, die
Kolonien sind auf Festmedien farblos. Das Operon in 4. mediolanus ist ebenfalls gleich
strukturiert, wie auch in B. flavum, wobei hier ein zusitzliches Gen (ORF R) unbekannter
Funktion zwischen dem crtE- und crtB-Gen im Operon vorhanden ist. Demgegeniiber lie-
gen die Gene in B. linens zwar alle in ein und derselben DNA-Region, doch auf mehrere
kleine Operons verteilt, vor.

Alle Enzyme der Carotinoid-Biosynthese bis zum potentiellen Cso-Carotin sind in Cmm in
Form dieses Operons kodiert. Zudem kodiert das gegenldufig transkribierte idi-Gen fiir die
Isopentyl-Pyrophosphat-Isomerase, dessen Genprodukt die beiden Cs-Ausgangskorper Iso-
pentyl-Pyrophosphat (IPP) und Dimethylallyl-Pyrophosphat (DMAPP) ineinander umwan-
deln kann. Das Endprodukt dieser Enzymkette diirfte ein Cso-Carotin bisher noch unbe-
kannter Struktur sein. In der verwandten Art B. flavum konnten KRUBASIK et al. (2000,
2001a/b) ein neues Csp-Carotinoid (Decaprenoxanthin) und dessen Carotin-Vorstufe

Sarcinen nachweisen.
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Abb. V.2: Schematische Darstellung des Aufbaus der Carotionoid-Biosynthese-Cluster (gelb bis lila) und der
umgebenden DNA-Regionen in Cmm, Cms und nah verwandten Arten. Gene sind als Pfeile dargestellt, Gene
mit gleicher/dhnlicher Funktion in gleicher Farbe. Die beiden das Cluster flankierenden IS-Elemente in Cms
sind blau hervorgehoben. ORFs, die wahrscheinlich nicht zur Carotinoid-Biosynthese gehoren, sind von A
bis Y chronologisch von links oben nach rechts unten durchnummeriert. Der Insertionsort von Tn/409Cp in

der Mutante TM 100 113-35 ist durch einen senkrechten Pfeil gekennzeichnet. Skalierung in Basenpaaren.

Die unterschiedlichen Farben der Pigment-Mutanten lassen sich moglicherweise auf die
verschiedenen Zwischenprodukte der eben beschriebenen Carotinoid-Biosynthese zurtick-
fiihren: Alle Zwischenprodukte der bakteriellen Carotinoid-Biosynthese bis zum Phyto-
fluen sind farblos, {-Caortin ist zitronengelb, Neurosporin gelb und Lycopin rot. In Abhén-
gigkeit von der in den Mutanten gebildeten Mengen/Mengenverhiltnisse der Intermediate
der von Cmm gebildeten Carotinoide ergeben sich Farben von farblos bis rosa bzw. gelb.
Eventuelle Modifikationen z. B. durch Hydroxyl- oder Glykosylreste konnten die Farbe
noch weiter variieren.

Das aus der Cosmid-Genbak von Cmm (GRAFEN, 2001) klonierte Carotinoid-Biosynthese-
Operon fiihrt auch in E. coli zu einer Gelbfarbung der Kolonien, wenn es unter der Kon-
trolle des lac-Promotors steht. Der eigene Promotor des Operons wird in E. coli dagegen
nicht oder nur sehr schwach exprimiert. Der erfolgreichen heterologen Expression des

Operons in FE. coli folgte die erfolgreiche Komplementation der Cmm-Mutante
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TMI100B 113-35, auch sie zeigte dadurch wieder die typische gelbe Koloniefarbe (ABT,
2003).

Die Isolierung des oder der Carotinoide, die von Cmm gebildet werden, gelang bisher
nicht. Problematisch ist, dass sie hydrophil zu sein scheinen und somit nach einer zur Iso-
lierung von Carotinoiden aus Bakterien iiblichen Lyse der Zellen mit heilem Methanol bei
der Extraktion mit Ether/Petrolether nicht in die lipophile Phase iibergehen. Das durch das
klonierte Fragment in E. coli gebildete Carotinoid ist demgegeniiber hydrophob. Dies ldsst
vermuten, dass das von den Enzymen des Operons synthetisierte Grund-Carotinoid in
Cmm noch weiter modifiziert wird. Hier kimen Hydroxylierungs-, Glykosylierungs- und
Epoxidierungs-Reaktionen in Frage. In der Néhe des Insertionsortes des Transposons in
der kolonisationsdefekten Mutante TM382f 330-18 liegt ein ORF G, der Ahnlichkeiten zu
einem Zeaxanthin-Epoxidase-Gen zeigt. Zeaxanthin entsteht, wenn -Carotin an den Posi-
tionen 3 und 3' hydroxyliert wird. Dieser Reaktionsschritt wird in Bakterien vom crtZ-
Genprodukt katalysiert (MISAWA et al., 1990). Es sind auch pflanzliche B-Carotinoid-
Hydroxylasen (SUN et al., 1996) beschrieben, sowie entsprechende Gene bei den Cyano-
phyceae (crtR, MASAMOTO et al., 1998). Das Zeaxanthin konnte von der potentiellen Zea-
xanthin-Epoxidase weiter modifiziert werden und das von diesem ORF kodierte Protein
konnte somit eines derjenigen Enzyme sein, die das Grund-Carotinoid von Cmm so verin-
dern, dass es hydrophile Eigenschaften erhélt.

Die Mutation, die zur Farblosigkeit fiihrt, ermdglicht eine Stamm-Markierung, da sie einen
leicht zu verfolgenden phénotypischen Marker darstellt. Diese Eigenschaft wurde bereits
beim Nachweis der Transferierbarkeit der beiden endogenen Plasmide pCM1 und pCM2 in
Cmm erfolgreich genutzt (PIEPER, 2001). Die unterschiedlich gefirbten Mutanten von
Cmm konnten sich auch in Experimenten als niitzlich erweisen, in denen Bakterienpopula-
tionen mit unterschiedlichen Phénotypen bzgl. der Kolonisationstéhigkeit in planta getestet
und deren Mengenverhéltnisse zueinander ermittelt werden sollen. Ebenfalls kénnte im
Rahmen von Untersuchungen zur Biokontrolle von nicht virulenten Cmm-Stdmmen/
-Mutanten deren Wirksamkeit mit Hilfe von Farbstoff-Biosynthese-Mutanten iiberpriift

werden.
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2.3  Mutanten mit verzogerter Virulenz

Um Mutanten mit verdnderter Virulenz zu identifizieren, wurden etwa 1500 Transposon-
Mutanten des Wildtyps Cmm NCPPB382 in einem dreistufigen Screening in planta unter-
sucht (vergl. Ergebnisse Kapitel IV.B 1, Seite 81). Wie bereits erwidhnt, verlieren die
meisten Zellen bei der Elektroporation das grofle endogene Plasmid pCM2. Als Kontrolle
fiir die Tests in planta diente folglich das entsprechende Derivat CMM101. Zum Vergleich
wurde trotzdem auch der Wildtyp Cmm NCPPB382 immer mit getestet. Mit dieser mehr-
stufigen Strategie konnten einerseits sehr viele Mutanten getestet werden, andererseits inte-
ressante Mutanten einem intensiveren Test unterzogen werden. Trotzdem sind sicherlich
viele Mutanten auf diese Art und Weise félschlicherweise als nicht in ithrer Virulenz ver-
andert eingruppiert worden, insbesondere beim ersten Screening.

Es zeigte sich schnell, dass der Pflanzentest sehr empfindlich auf dulere Bedingungen, wie
die Pflanzerde, die Beleuchtungsverhéltnisse in der Klimakammer (Alterung der speziellen
Leuchtstoffrohren), Jahreszeit usw. reagierte. Auch handelt es sich bei dem Kultivar
"Moneymaker" der Kulturtomate um keine isogene Sorte, die Pflanzen sind also genetisch
nicht identisch, sondern unterliegen einer groBeren Schwankungsbreite. Dieses Kultivar
wurde am Beginn der genetischen Arbeiten mit Cmm urspriinglich aufgrund seiner beson-
deren Suszeptibilitit gegeniiber Cmm ausgewéhlt. Da es sich um eine biologische Interak-
tion zwischen zwei Organismen handelt, reagiert jede Pflanze ein wenig anders, was sich
selbstverstidndlich ungiinstig auf die Schwankungsbreite der Ergebnisse auswirkt. Ein klei-
ner Prozentsatz der Pflanzen blieb auch bei Infektion mit dem Wildtyp Cmm NCPPB382
immer komplett resistent gegeniiber der Ausbildung von Welkesymptomen. Auch bei
groBBtmoglicher Sorgfalt lassen sich keine wirklich 100 %ig identischen Bedingungen fiir
jeden Test in planta schaffen, sodass die einzelnen Tests letztendlich nur sehr einge-
schriankt vergleichbar sein kdnnen. Durch eine mdglichst hohe Anzahl von Testpflanzen
kann dies zwar bedingt aufgefangen werden, jedoch sind dem schnell personelle, Kapazi-
tats- und logistische Grenzen gesetzt.

Um auch kleinere Anderungen in der Virulenz zu identifizieren und darzustellen, wurde
eine neue Art der Auswertung eingefiihrt, da der bisher genutzte Welke-Index (WI)
(MELETZUS et al., 1993), der angibt, nach wie vielen Tagen die Hélfte der infizierten Pflan-
zen Welkesymptome zeigen, ein zu grobes Mal} darstellte. Deshalb wurde der Verlauf der
Welkesymptome iiber den Zeitraum von 28 Tagen in verschiedene Stufen eingruppiert und

graphisch aufgetragen (vergl. Ergebnisse Kapitel IV.B 1, Seite 83). Das daraus resultie-
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rende Diagramm ldsst deutlicher auch kleinere Unterschiede zu Tage treten. Allerdings
sind nur dann halbwegs gesicherte Aussagen moglich, wenn der Stichprobenumfang
entsprechend grof3 ist.

Ein weiteres Problem ist, dass eine deutliche Anderung der Virulenz von Cmm mit sehr
geringer Wahrscheinlichkeit durch das Ausschalten nur eines einzigen Gens oder Operons
erreicht wird. Dass es zwei Gene gibt, die allein zur Welkeauslosung ausreichen (die bei-
den plasmidkodierten Pathogenititsdeterminanten pat-1 und celA), ist bereits ungewohn-
lich. Folglich waren die meisten in der Virulenz verdnderten Mutanten durch groBere
Deletionen oder Rearrangements entstanden, die in seltenen Féllen durchaus bei der
Transposition tiblich sind oder auch unabhéngig davon auftreten konnen. Von den etwa 20
deutlich in der Virulenz verdnderten Transposon-Mutanten blieben so nur drei {librig, die
ndher charakterisiert werden konnten.

Zur weiteren Aufkldrung der Interaktion zwischen Cmm und der Tomate miissten in
Zukunft viele Mutanten charakterisiert werden, die (sehr) kleine Virulenzverdnderungen
aufweisen. Um diese kleinen Anderungen in der Virulenz iiberhaupt identifizieren zu kon-
nen, miissten sehr grole Pflanzenpopulationen mit je einer Transposon- oder gerichteten
Mutante tiberpriift werden. Nur dann wére eine einigermallen gesicherte Aussage iiber die
Signifikanz der Abweichung im Phinotyp vom Vergleichsstamm CMM101 moglich. Dies
stellt jedoch, bei relativ geringer Erfolgsaussicht pro Mutante, einen grolen materiellen
wie personellen Aufwand dar. Ein einfacheres und reproduzierbareres Testsystem wire
wiinschenswert, welches nicht die Nachteile artifizieller Systeme mit sich bringt. Jedoch ist
ein derartiges System derzeit nicht verfiigbar und miisste erst entwickelt werden, was ein
sehr aufwendiges Unterfangen ist, und dessen Brauchbarkeit bzgl. der Aussagekraft zur
Virulenz von Cmm keineswegs sicher ist. Es konnten u. U. Verbesserungen am derzeit ver-
wendeten Testsystem vorgenommen werden, so z. B. die Verwendung eines isogenen Kul-
tivars der Tomate. Dies hitte allerdings zur Folge, dass zukiinftige Versuchsergebnisse mit

den bisherigen nicht mehr vergleichbar wiren.

Die Insertionsorte von Tn/409CB liegen in den beiden Transposon-Mutanten
TM382 324-50 und TM382f 370-45 nur etwa 3,5 kb voneinander entfernt (Abb. V.3).
Beide Mutanten zeigen eine Reduzierung in der Virulenz, TM382f3 324-50 eine deutliche,
TM382 370-45 eine leichte. Das Transposon ist jeweils in einen ORF inseriert (ORF A
und ORF C in Abb. V.3), der wie auch ORF B Ahnlichkeiten zu hypothetischen Proteinen

aus Xylella fastidiosa, Xanthomonas axonopodis pv. citri und Thermobifida fusca zeigt.
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Bei den beiden erstgenannten Bakterien handelt es sich um Gram-negative phytopathogene
Bakterien. X. fastidiosa 9a5c ist der Erreger der "citrus variegated chlorosis" (CVC) bei
Zitrusfrichten, X. fastidiosa Temeculal der Erreger der Rebstock-Krankheit "Pierce
Disease" bei Wein. Der Erreger der Krankheit CVC wurde erst 1993 identifiziert.
X fastidiosa besiedelt wie Cmm das Xylem der Wirtspflanze. Als Ubertréiger von Pflanze
zu Pflanze fungieren Insekten (Zikaden der Familien Cercopidae und Cicadidae), die sich
vom Xylemsaft erndhren und beim Anstechen der Gefifle die Pflanze oder sich mit
X fastidiosa infizieren. Befallene Orangenbdume oder Rebstocke zeigen gelb verfarbte
Blétter und produzieren nur noch kleine harte Friichte, die wirtschaftlich wertlos sind.
Auch andere Obstsorten, Kaffee und Niisse fallen dem Bakterium zum Opfer. Um den Er-
reger zu bekdmpfen, miissen die Bauern bisher die Anlagen abbrennen und neue Plantagen
oder Weinberge anlegen. X. axonopodis pv. citri ist der Erreger des Zitruskrebs ("citrus
canker") bei Zitrusfriichten. Sowohl die beiden genannten X. fastidiosa-Stimme als auch
X. axonopodis pv. citri sind vollstindig sequenziert (VAN SLUYS et al., 2002).

T. fusca gehort zu den Aktinomycenten und ist weitlaufig verwandt mit Cmm. Es handelt
sich um ein Gram-positives thermophiles Bodenbakterium, welches Reste abgestorbener
Pflanzen in Kompost- oder Misthaufen degradiert und iiber eine grofle Anzahl von pflan-
zenmaterialdegradierenden Exo-Enzymen verfiigt. Alle diese Bakterien sind in die Inter-

aktion mit Pflanzen involviert.

| |

&= R — R
chpA A pelA B C chpE

|2000 |4000 6000 |8000 10000 I1 2000

Abb. V.3: Schematische Darstellung der ORFs/Gene (waagerechte griine Pfeile) im Bereich der Insertions-
orte (senkrechte Pfeile) von Tn/409Cp in den Mutanten TM382f3 324-50 (linker Pfeil) und TM382f3 370-45

(rechter Pfeil). Skalierung in Basenpaaren.

Die hochste Homologie in BLAST-Abfragen (ALTSCHUL et al., 1997) fiir die ORFs A, B
und C zeigte jeweils ein und dasselbe Protein, welches schwache Ahnlichkeiten zu Serin-
Proteasen zeigt. Die ebenfalls in dieser Region lokalisierten homologen Gene zu dem

Pathogenitétsgen pat-1 von pCM2 (chpA und chpE) gehoren auch zu der Familie der
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Serin-Proteasen. Zwischen dem ORF A und dem ORF B liegt ein potentielles Pektatlyase-
Gen (pelA), dessen Genprodukt die Spaltung von Pektin, einem Bestandteil der pflanzli-
chen Zellwand, katalysiert. Es gibt in Cmm mindestens noch ein weiteres Pektatlyase-Gen
(I. GRAFEN, unverdffentlichte Daten). Pektindegradierende Enzyme spielen sowohl in
nekrotrophen als auch opportunistischen pflanzenpathogenen Bakterien eine wichtige,
teilweise essentielle Rolle (ALFANO und COLLMER, 1996). Gut untersucht sind die
pektinolytischen Enzyme in Erwinia carotovora, E. chrysanthemi und Pseudomonas viri-
diflava. P.viridiflava produziert nur eine Pektatlyase, die allerdings essentiell fiir die
opportunistische Pathogenitit z. B. in Gemiise ist (LIAO ef al., 1988). Im Gegensatz zu
Cmm und Xylella handelt es sich bei Erwinia allerdings nicht um einen Xylembewohner,
sondern um ein Pathogen, das iiber Wunden in den Apoplasten und in Hohlrdume z. B. in
den Blittern eindringt. E. carotovora und E. chrysanthemi sekretieren eine ganze Reihe
von Pektatlyasen iiber das Typ II-Sekretionssystem (BARRAS et al., 1987, 1994). Mutanten,
die diesen Weg nicht mehr besitzen, sind nicht mehr virulent. Die verschiedenen Isoenzy-
me der Pektatlyase von E. chrysanthemi tragen in unterschiedlichem Malle zur Virulenz
und zur Ausprigung der Gewebemazeration bei, auch abhidngig von der befallenen
Pflanze. (BEAULIEU ef al., 1993). Ihre Expression wird durch mindestens drei Regulator-
proteine reguliert (HUGOUVIEUX-COTTE-PATTE et al., 1996). Obwohl viele Aspekte pekti-
nolytischer Enzyme und ihrer Regulation noch unverstanden sind, so scheinen sie eine
wichtige Rolle bei der Invasion und Proliferation von phytopathogenen Bakterien in ihrer
Wirtspflanze zu spielen. Allerdings konnte in der Genomsequenz von X. fastidiosa kein
potentielles Pektatlyase-Gen gefunden werden (VAN SLUYS et al., 2002).

Die Rolle der zu Serin-Proteasen homologen Genprodukte in der DNA-Region der Inser-
tionsorte der Mutanten TM382f3 324-50 und TM382f3 370-45 ist bisher noch unklar. Eine
Komplementation der Mutanten steht noch aus, den Bereich tiberdeckende Cosmide liegen

aber bereits vor (ABT, 2003).

Die Mutante TM382f3 330-18 ist nicht mehr in der Lage, die Wirtspflanze erfolgreich zu
kolonisieren und somit auch keine Welke auszulosen. Sie erreicht nur einen Titer von
maximal etwa 5 - 10° bis 5 - 10° cfu/g Frischgewicht, im Gegensatz zu etwa 10° bis 10"
cfu beim Wildtyp und dem Curing-Derivaten CMM100 bzw. CMMI101. Das durch das
Transposon inaktivierte Gen zeigt Ahnlichkeiten zu GTP-Pyrophosphokinasen. Die
bekannteste GTP-Pyrophosphokinase ist die vom rel4-Gen kodierte (p)ppGpp-Synthase,

eines der Schliisselenzyme der "stringenten Kontrolle", die z. B. bei Aminosduremangel
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den Stoffwechsel der Zelle grundlegend umprogrammiert (COZZONE, 1980, 1981; CONDON
et al., 1995). Bei dem inaktivierten Gen handelt es sich aber mit groBer Wahrscheinlichkeit
nicht um das rel4-Gen, da es in den Genom-Sequenzdaten von Cmm Gene gibt, die deut-
lich gréBere Ahnlichkeiten zu rel4-Genen z. B. aus S. coelicolor aufweisen.

In dieser Transposon-Mutante ist das Transposon erneut in einen Bereich mit niedrigerem
GC-Gehalt als in Cmm tiblich inseriert, was auch bei den Mutanten TM3823 324-50 und
TM382[3 370-45 der Fall ist. Dies bestitigt die Vermutung, dass Tn/409C wahrscheinlich
bevorzugt in Bereiche des Chromosoms von Cmm inseriert, die einen etwas niedrigeren
GC-Gehalt besitzen. Die Komplementation des unterbrochenen Gens erbrachte keine Ver-
anderung des Phinotyps der Mutante, also keine Wiederherstellung der Kolonisationsfa-
higkeit (ABT, 2003).

Es konnte iiber Southern-Hybridisierung mit der pat-1/-Sonde gezeigt werden, dass die
chromosomale Homologie zu pat-1 (chpA) in TM382 330-18 deletiert ist. Diese Deletion
unbekannter Grofe scheint fiir den Phanotyp der Mutante verantwortlich zu sein, da die
Komplementation des inaktivierten potentiellen GTP-Pyrophosphokinase-Gens die Kolo-
nisationsfahigkeit der Mutante nicht wiederherstellen konnte. Wie aus Abb. V.3 ersicht-
lich, liegen die beiden in den Transposon-Mutanten TM382f3 324-50 und TM382f3 370-45
inaktivierten ORFs etwa 3,5 kb entfernt von chpA. Durch Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE) und Southern-Hybridisierung (K.-H. GARTEMANN, unverdffentlichte Daten)
konnte gezeigt werden, dass die in Abb. V.3 gezeigte DNA-Region wahrscheinlich Teil
eines etwa 130 kb groflen Vspl-Fragments ist, welches zumindest zum Teil in der Mutante
TM3823 330-18 deletiert ist. Die deletierte DNA-Region wurde "chp-Genregion" genannt
(vergl. Abb. V.4), weil sie neben chpA und chpE noch fiinf weitere Homologien zu pat-1
enthélt, chpB, chpC, chpD, chpF und chpG, wie die Sequenzdaten des Genoms zeigen
(L. GRAFEN, unverdffentlichte Daten). Alle diese Gene haben Ahnlichkeiten mit Serin-
Proteasen vom Trypsin-Subtyp, einige von ihnen scheinen Pseudogene zu sein, da sie
"frameshifts" und Stopcodons enthalten (chpA, chpB, chpD), die anderen scheinen funktio-
nal zu sein. Fast alle von ihnen kodierten Proteine besitzen wahrscheinlich auch ein Signal-
Peptid.

Die chp-Genregion weist noch weitere Besonderheiten auf: In dieser DNA-Region gibt es
grofle Bereiche, die scheinbar frei von genetischer Information sind, was ungewdhnlich fiir
Cmm und fiir bakterielle Genome ist. AuBBerdem gibt es viele defekte Gene und Anzeichen

fiir Rearrangements. IS-Elemente oder Transposons, die die Ursache fiir diese Rearrange-
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ments sein konnten, wurden in der DNA-Region bisher nicht identifiziert. Der GC-Gehalt

liegt tlw. deutlich unter dem in Cmm sonst {iblichen.

chp-Genregion (~130.000 bps)
.EcoRI
: Xbal
EcoRI Hindlll Hpal £ Xpal EcoRI
EcoRI EcoRI : Vspl
Aindlll : Hindlll EcoRI : Xbal ‘Dral
Vspl HindIll : EcoRI = H : Hindlll Xbal
1| i
L~y - Op W e H—oe
Zuckermetabolismus 90:/;"?3',\',,';'3'
bremoemennoeeeas i (Glykosidasen und Transporter)
chpC chpA chpE chpD regAB tomA chpB chpG chpF
¢ { | Dh @
pelA2 nag pelA oxyA celDBC proA
ssb parA  par invA
4 PN ) {
Xf1f  Xf1a Xfilc Xf1d Xfle
X.f.1b
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1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 | 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1

Abb. V.4: Schematische Darstellung der so genannten "chp-Genregion". Sie ist ausgehend von den o. g. in
dieser Arbeit ermittelten Sequenzen, von I. GRAFEN ermittelten Sequenzen (pers. Mitteilung) und den im
Genomprojekt vorhandenen Sequenzinformationen aus einzelnen Contigs zusammengesetzt (K.-H. GARTE-
MANN, unverdffentlicht). Es handelt sich um vorldufige Daten. Die relative Lage der drei Bereiche "Zucker-
metabolismus" und den links und rechts angrenzenden Regionen zueinander ist noch unklar.

Gene sind als Pfeile bzw. Dreiecke dargestellt. In der oberen Zeile ein Uberblick iiber Gene in der Region,
die verschiedenen Gene in den Zeilen darunter, zur besseren Erkennbarkeit entzerrt in Gruppen dhnlicher
Funktion (farblich &hnlich), dargestellt. chpA-G: chromosomale Homologien zu pat-1, (Pseudogene unter-
strichen); peld: Pektatlyase-Gen; nag: N-Acetyl-Glukosaminidase-Gen; X.F.la-f: Genprodukte homolog zu
Proteinen unbekannter Funktion aus Xylella fastidiosa/Xanthomonas axonopodis pv. citri; tomA: Tomatinase-
Gen; regdB: Zweikomponenten-Regulator-Gene evtl. fiir tomA; celDBC: Zellobiose-Transporter-Gene;
oxyA: Cytochrom P450-Oxygenase-Gen; proA: Gen fiir extrazellulare Serinprotease; ssb: Einzelstrang-Binde-
protein-Gen; par/parA: Partitioning-Gene; invA: Invertase-Gen. Alle Genfunktionen hypothetisch auf
BLAST-Datenbankabfragen (ALTSCHUL et al., 1997) beruhend. Singuldre Restriktionsschnittstellen fett und
unterstrichen hervorgehoben. Die schwarz-gelb gestrichelte Linie markiert die DNA-Region, in die das

Transposon in den Mutanten TM382f 324-50 und TM382f3 370-45 inseriert ist.

Weiterhin liegt in dieser Region ein Gen (tomA), welches fiir eine putative Tomatinase
kodiert (K.-H. GARTEMANN, pers. Mitteilung). Dies ist ein Enzym, das das pilz- und wahr-

scheinlich auch bakterienabtotende Alkaloid Tomatin, welches von der Tomate konstitutiv
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produziert wird, detoxifiziert. Eine der ersten Transposon-Mutanten wies eine Transposon-
insertion in dem fomA-Gen auf, wie sich spiter herausstellte. Im Rahmen der Charakteri-
sierung von Isolaten von Tomatenplantagen in Israel hat K.-H. GARTEMANN {iiber PFGE
und Southern-Hybridisierung Stdmme identifiziert, die einen Teil der chp-Gene verloren
haben, also ebenfalls Deletionen in diesem Bereich besitzen (K.-H. GARTEMANN, unverof-
fentlichte Daten). Diese Stimme konnen die Wirtspflanze z. T. nicht mehr effektiv koloni-
sieren und konnen trotz Vorhandensein des celd4-Gens und tlw. des pat-1-Gens keine
Welke mehr hervorrufen (I. GRAFEN, unverdffentlichte Daten), sind in ithrer Virulenz also
deutlich reduziert.

Alle bisher gesammelten Informationen deuten darauf hin, dass diese DNA-Region (bzw.
Teile von ihr) moglicherweise eine wichtige Rolle fiir die Fahigkeit von Cmm, die Pflanze
zu besiedeln - die Voraussetzung fiir die Auspragung der Krankheitssymptome -, spielt.
Manche Eigenschaften der Region lassen den Vergleich mit Pathogenitétsinseln bei Gram-
negativen Bakterien sinnvoll erscheinen. Welche Rolle dieses Cluster von Serin-Proteasen
dabei spielt, ist noch unklar, aber es gibt nun erstmals begriindete Hinweise, in welcher
Region und an welchen Genen des Chromosoms zukiinftig experimentell geforscht werden

muss, um die Mechanismen der Virulenz von Cmm besser zu verstehen.

3 Fazit/Ausblick

Die Elektroporationseffizienz konnte fiir Cmm um etwa drei GréBenordnungen auf 5 - 10°
Transformanten/ug DNA verbessert werden und somit die Voraussetzung flir Techniken
geschaffen werden, die auf eine hohe Elektroporationseffizienz angewiesen sind, an erster
Stelle die Transposon-Mutagenese und die gerichtete Mutagenese durch Kassetteninser-
tion. Die Transposon-Mutagenese konnte erfolgreich fiir Cmm etabliert und ihre prinzi-
pielle Funktionalitit auch fiir andere Clavibacter michiganensis-Subspezies gezeigt wer-
den. Das Transposon Tn/409Cp ist ein wertvolles genetisches Hilfsmittel zur Identifizie-
rung von Genen, liber deren Funktion noch nichts bekannt ist und die somit in den Daten-
banken anhand von Ahnlichkeiten nicht gefunden werden konnen. Uber 1500 Mutanten
konnten bzgl. ihrer Virulenz in planta getestet und unter ihnen drei identifiziert und
charakterisiert werden, die eine Reduktion in der Virulenz bzw. Kolonisationsfahigkeit
aufweisen. Erstmals konnten zwei chromosomale Gene identifiziert werden, die wahr-

scheinlich eine Rolle in der Ausbildung der Krankheitssymptome bei der Wirtspflanze
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Tomate spielen. Diese Gene, die Ahnlichkeiten zu Genen unbekannter Funktion in Xylella
fastidiosa, Xanthomonas axonopodis pv. citri und Thermobifida fusca und schwache
Ahnlichkeiten zu Serin-Proteasen zeigen, wiren ohne die Transposon-Mutagenese wahr-
scheinlich nicht gefunden worden, da ihre Funktion noch vollkommen unklar ist. Die
Komplementation dieser beiden Mutanten soll in naher Zukunft durchgefiihrt werden, um
den letzten Nachweis zu erbringen, dass nur die Transposon-Insertion zu diesem Phanotyp
fiihrt. Die durch die Transposon-Mutanten gewonnenen Erkenntnisse fiihrten zusammen
mit dem Genomprojekt und Daten von Freilandisolaten von Cmm aus Israel zu einer DNA-
Region (der sog. "chp-Genregion"), auf der Homologe der chp-Gene und der zu Xylella
dhnlichen Gene lokalisiert sind, sowie zusitzlich Gene, die fiir pflanzenmaterialdegradie-
rende Enzyme (Pektatlyasen), fiir eine potentielle Tomatinase und eine Reihe von Genen
des Zuckerstoffwechsels und der Zuckeraufnahme kodieren. Die Aufkldrung der Funktion
der Gene in dieser DNA-Region wird in Zukunft eine wichtige Aufgabe sein.

Weitere Plasmide, die in Cmm stabil replizieren, und Resistenzgene, die in Cmm funktional
sind, werden fiir die funktionelle Charakterisierung von Genen in Zukunft ebenfalls
bendtigt werden. Dem hdufigen Auftreten der illegitimen Rekombinationen sollte ferner
auf den Grund gegangen werden, um evtl. Methoden zu entwickeln, die die Kassetten-
Mutagenese effizienter machen. Eine Alternative zum bisherigen Pflanzentest wire eben-
falls wiinschenswert. Auch die in dieser Arbeit neu eingefiihrte Methode zur Darstellung
und Charakterisierung der Auspragung der Virulenz von Cmm &ndert nichts an der Tatsa-
che, dass gerade zur Detektion kleiner Unterschiede der Virulenz von Cmm, und hier wird
in Zukunft der Schwerpunkt liegen miissen, notwendige Massentests einen ernormen
zeitlichen, materiellen und personellen Aufwand darstellen.

Trotz alledem sind mit dieser Arbeit neue Techniken etabliert worden, die es erstmals
ermdglichen, effektiv chromosomale Gene sowohl in zufilliger als auch in gezielter Weise
auszuschalten, und somit sind in Kombination mit den Daten des Cmm-Genomprojekts die
Grundlagen einer funktionellen Genomanalyse geschaffen worden. Zudem sind erste
wichtige Hinweise auf chromosomale Gene erbracht worden, die in der Interaktion

zwischen Cmm und der Wirtspflanze eine wichtige Rolle spielen konnten.
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VII Anhang

1 Abkiirzungsverzeichnis

% (W/v), % (V/V) Gewichtsprozent, Volumenprozent

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

Amp, Amp" Ampicillin, ampicillinresistent

AS Aminosdure

ATP Adenosintriphosphat

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylpyrophosphat

bidest. doppelt destilliert

bp, bps Basenpaare

cce supercoiled

Cm, Cm" Chloramphenicol, chloramphenicolresistent
Cmm Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
Cmi Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus
Cmn Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis
Cms Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
CV. cultivar

DIG Digoxygenin

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ds doppelstriangig

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGTA Ethylenglycol-bis-(B-Aminoethylether)-tetraacetat
etal. et alii (und andere)

Gm, Gm" Gentamicin, gentamicinresistent

h Stunde

Km, Km® Kanamycin, kanamycinresistent

kb, kbp Kilobase(n)

M Mol, molar

mcs multiple cloning site

min Minuten

mM Millimol, millimolar

NBT Nitroblau-Tetrazoliumsalz

NCPPB National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, U.K.
Neo, Neo® Neomycin, neomycinresistent

oc open circle

o.D. optische Dichte

ORF open reading frame (offenes Leseraster)

PCR Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
pv. pathovar

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

s Sekunde

SDS Sodium-Dodecylsulfat

ss einzelstrangig

SSC Sodium-Saline-Citrat

subsp. Subspezies

Tab. Tabelle

Tet, Tet® Tetrazyklin, tetrazyklinresistent

Tris Tris-(hydroxymethyl-) Aminoethan

U Unit

U/min Umdrehungen pro Minute

/N iiber Nacht

uv ultraviolettes Licht

Vol. Volumen

WI Welkeindex

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid
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2 Southern-Hybridisierung von Transposon-Mutanten gegen die Standard-Sonden
A pat-1 B celd
21k
4973, 5184
- 4268 — ——
L L - 3550/ Ay L T T Ep— ——
4973, 5184
4268 2027
p 1904/
3550 1584 —
2027
1904
15847
C omx D wmpA
21k 21k
4973, 5184 4973, 5184~ e
4268 — - 4268 - -~
e - 000 =
N 2027
1904 \ b
1584 — 1904 /
1584 —
1375 - —
Abb. VII.1: Southern-Hybridisierung von Bglll-gepaltener Gesamt-DNA verschiedener Cmm-Transposonmutanten
gegen die pat-1- (A), celd- (B), cmx- (C) und tnpA-Sonde. (D)

Spur | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DNA | & TM382p TM3828 TM3828 TM382p TM3828 TM382p TM382p TM382p
Spaltu | E/H 314-46 324-50 330-17 330-18 356-47 370-45 371-6 371-23
ng Bglll Bglll Bglll Bglll Bglll BgllI Bglll BgllI

Abb.VIL.2: Schematische Dar-
npA-Sonde stellung einer Insertion von
. I ] Tn/409CB in das Chromosom
| > 1214 bp | von Cmm (unten). Erwartete
. + 2071 b Bl Bglll Grofle der hybridisierenden
Bgill ' Banden von Bgl/ll-gespaltener
0 ) Gesamt-DNA gegen die cmx-
cmx-Sonde
bzw. tnhpA-Sonde (oben).
BamHI
Xbal
S et B8
M heor : e
B H 2 Sacl : N“g;mH\
Bglll : Neol H Sacl Bglll
—t—t+— i H T
IRL IRR
i [ >
cmx tnpA
Tn1409CR (4410 bps)
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3 Plasmidkarten

Agel, 27189

Bglll, 24166

Agel, 22373 |-..

pCM1

27349 bps

Bglll, 20006

Bglll, 16816 | -
Agel, 16394

BstBI, 15163

Agel, 619
Xbal, 624

Bgll, 1584
Agel, 1584

Agel, 11962

Agel, 10415

Ndel, 6587

Agel, 7154

pCM1

Abb. VIL.3: Physikalische Karte des endogenen Plasmids pCM1 von Cmm. Rep.: Replikationsregion; Stab.:

Stabilitdtsregion; celd: Zellulase-Gen.
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Clal, 13552 ,
Munl, 13110 iHindill1

Scal,12874 .., .Sph1,896

EcoRI,11995
Scal 11933
Spel 11833 -

.Ndel,1553

aph(3')-lla

Sph1,11023

..Vspl,2820
pDM302 ..Kpn1,3321
13557 bps
Sph1,9786
' Kpn1,4196
» /" Sph1,4499
Nhe,8911 'EcoRV,4712

Kpn1,7778

Konl,7223 ;
Bil, 7120 Xbal 6710

kationsursprung in E. coli.

Eco4711, 12818,

Ecod7lll, 12779 ¢ Hindin,1
Eco47lll, 12734 :: .Bc,336
EcodTlll, 12670, '} ; Psr\,54gphl 506
Bgll, 12375, i Sphiese

BsrGl, 12375, ;
) Pstl,1467
Sphl, 11525 ﬂ \ _Ndel,1553
Pstl, 11338

aacC1 aph(3)-lla
Sphl, 11013

Vsp|,2804
Pst1,2874
pDM306
. Kpn1,3305
Sphl, 9774 13131 bps P
Nhel, 8899 Kpn1,4180
"Sphl4483

Neol, 8166
Kpnl, 7766

Kpnl, 7766 :
Xbal, 6694

Replikationsursprung in E. coli.

pDM302

Abb. VIL.4: Physikalische Karte des E. coli-Cmm-Shuttle-Vektors pDM302 (MELETZUS ef al., 1993). Singu-
lare, zur Klonierung prinzipiell nutzbare Schnittstellen sind fett dargestellt, die doppelt vorkommende und
ebenfalls nutzbare Scal-Schnittstelle ist unterstrichen. Rep.: Replikationsregion; Stab.: Stabilitétsregion;

cmx: Chloramphenicolexporter-Gen; aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; oriVg ..;: Repli-

pDM306

Abb. VILS: Physikalische Karte des E. coli-Cmm-Shuttle-Vektors pDM306 (MELETZUS ef al., 1993). Singu-
lare, zur Klonierung prinzipiell nutzbare Schnittstellen, sind fett dargestellt, die vierfach vorkommende und
ebenfalls nutzbare Eco47111-Schnittstelle ist unterstrichen. Rep.: Replikationsregion; Stab.: Stabilitétsregion;

accCl: Gentamicin-Acetyltransferase-Gen; aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; oriVg ..

162



Anhang

pHN205

Hindll, 15100, Ssp1,1

Ncol, 14200,

Ncol,2200

pHN205
15200 bps

Ncol, 11400

Rep./Stab.

"Nco,4300

EcoRI, 10200

[k

EcoRV, 9400

EcoRI, 8700
Stul, 8600 i
Ncol,7400

Abb. VIIL.6: Physikalische Karte des E. coli-Cmm-Shuttle-Vektors pHN205 (NAKHEL, 1993). Singuldre, zur
Klonierung prinzipiell nutzbare Schnittstellen sind fett dargestellt, die doppelt vorkommende und ebenfalls
nutzbare EcoRI-Schnittstelle ist unterstrichen. Rep./Stab.: Replikationsregion/Stabilitdtsregion; accCl:
Gentamicin-Acetyltransferase-Gen; aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; oriVg .,;: Repli-

kationsursprung in E. coli. Der Vektor ist bisher nicht sequenziert, alle GréBen-/Positionsangaben geschétzt.

pHN216

EcoRI, 1

EcoRV, 13200
EcoRl, 12300 ..
. aacC1
Hindll, 11800,
Ncol, 10900, aph(3)-lla Neol,2900

pHN216
13850 bps

Rep./Stab.

Nco1,4900

Ncol, 8100

Abb. VIL.7: Physikalische Karte des E. coli-Cmm-Shuttle-Vektors pHN216 (NAKHEIL, 1993). Singuldre, zur
Klonierung prinzipiell nutzbare Schnittstellen sind fett dargestellt, die doppelt vorkommende und ebenfalls
nutzbare EcocRI-Schnittstelle ist unterstrichen. Rep./Stab.: Replikations-/Stabilitdtsregion; accClI: Genta-
micin-Acetyltransferase-Gen; aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; oriVg ..;: Replikations-

ursprung in E. coli. Der Vektor ist bisher nicht sequenziert, alle GroBen-/Positionsangaben geschétzt.
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pKGT452Ca, pKGT452Cf3
pUC19 .Ssp 1,633 ) )
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\ MANN und EICHENLAUB, 2000).
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1
EcoRI
Ecl136ll
Sacl
Kpnl
Aval
H Smal
il ez el
mes d Xbal
Hincll
§ Ql f Sall
lacZo ,S;g{ ‘I
Sphl
Hindlll
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Abb. VIL.10: Physikalische Karte des E. coli-Kloniervektors pK18mob2 (TAUCH et al., 1998). aph(3')-1la:
Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; lacZo: o-Fragment des lacZ-Gens fiir o-w-Komplementation;
mcs: "multiple cloning site"; oriV: Replikationsursprung; RP4mob: mob-Region des Plasmids RP4. Kann in

trans in dem E. coli-Stamm S17-1 (SIMON et al., 1983) zur Mobilisierung von pK18mob2 iiber Konjugation

pK19mob2

Abb. VIIL.11: Physikalische Karte des E. coli-Kloniervektors pK19mob2 (KIRCHNER und TAUCH, 2003).
aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; lacZa: a-Fragment des lacZ-Gens fir a-o-Komple-
mentation; mcs: "multiple cloning site"; oriV: Replikationsursprung; RP4mob: mob-Region des Plasmids

RP4. Kann in trans in dem E. coli-Stamm S17-1 (SIMON et al., 1983) zur Mobilisierung von pK19mob2
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Abb. VIIL.12: Physikalische Karte des E. coli-Kloniervektors pK18PolyF2 (KIRCHNER, 1999; TAUCH et al.,

2002). Die "blunt-end" Schnittstellen zum Einklonieren von Fragmenten, die mit "sticky-ends" versehen

werde sollen, sind rot dargestellt. aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; lacZa: o-Fragment

des lacZ-Gens fir o-w-Komplementation, mcs: "multiple cloning site"; oriV: Replikationsursprung;

RP4mob: mob-Region des Plasmids RP4.
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Abb. VII.13: Physikalische Karte des E. coli-Kloniervektors pK19MECA?2 (KIRCHNER und TAUCH, 2003).

aph(3')-Ila:

Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen;

lacZa:  a-Fragment des lacZ-Gens fir o-o-

Komplementation; mcs: "multiple cloning site"; oriV: Replikationsursprung; RP4mob: mob-Region des

Plasmids RP4.
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Abb VII.14: Physikalische Karte des E. coli-Corynebacterium-Shuttle-Vektors pEC-K18mob2 (KIRCHNER,
1999; TAUCH et al., 2002). aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; rep: Replikations-Gen in
Corynebacterium; per:. "positive effector of replication"; lacZa: o-Fragment des lacZ-Gens fir o-o-
Komplementation; mes: "multiple cloning site"; oriVg .,;: Replikationsursprung in E. coli. RP4mob: mob-

Region des Plasmids RP4.
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Abb VII.15: Physikalische Karte des "broad-host-range"-Vektors pPBHK 18 (KIRCHNER und TAUCH, 2003).
aph(3')-Ila: Aminoglycosid-Phosphotransferase-Gen; repA: Replikations-Gen; lacZa: o-Fragment des lacZ-

Gens fiir a-w-Komplementation; mes: "multiple cloning site".
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Abb. VII.16: Physikalische Karte der Hincll cmx-Kassette in pUC19. bla: B-Lactamase-Gen; cmx: Chlor-

amphenicol-Exporter-Gen; lacZa: unterbrochenes o-Fragment des lacZ-Gens; oriV: Replikationsursprung.
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Abb. VIIL.17: Physikalische Karte von pOKU9-113-35a.. pUC19 (BamHI) mit 5,9 kb Bg/ll-Insert von
c0s2/27. bla: B-Lactamase-Gen; lacZa: unterbrochenes o-Fragment des /acZ-Gens; oriV: Replikationsur-
sprung. idi: Isopentylpyrophosphat-Isomerase-Gen; crtE: GGPP-Synthase-Gen; c¢rtBI: Phytoen-Syn-
thase/Phytoen-Desaturase-Gen; crtYg, crtYh: Csp-Carotinoid-e-Zyklase-Gene; crtEb: Lycopin-Elongase-

Gen.
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4 Alignments

4.1 Proteine der Carotinoid-Biosynthese (TM100 113-35)

Die Graustufen in den folgenden Protein-Alignments geben die Ubereinstimmung in den einzelnen Amino-
sduren wieder. Es werden nur identische AS beriicksichtigt, keine konservativen Austausche. Uberein-
stimmung: schwarz: 100%; dunkelgrau: >= 80 %; hellgrau: >= 60 %.
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DIEFE4GIBTOHLET WIHET, T )R LN L, F)4PLE/ IPALWLPGNMFKRRKKRPHHSLPTIDNRSITT'STTTQ
IKIEYLIBEYLFFALQTIEMVG-LJAQARLARALAPDAQASRP - - -AAETGEREGAL
G 1G P Ed vy a 1L w r
EAHE--- Q 122
SDAIRRA- Q 113
RGABR-- Q 115
SAPIRKP- Q 130
TARIBVAP Q 128
E

173

1010101010

1010101010

1010101010

1010101010

114
140
123
128
122

118
107
110
124
121



Anhang

CrtEb:

C_michig
A_mediol
B_flavum
C_effici

C_michig
A_mediol
B_flavum
C_effici

C_michig
A_mediol
B_flavum
C_effici

C_michig
A_mediol
B_flavum
C_effici

C_michig
A_mediol
B_flavum
C_effici

* 20 * 40

Q MSDVRARPGAAEMLETIALSSRPLSWVNTAFPF"AYLTVTRELDLTAIL INAE T T PYNIBAMYGINDVFE]
Q MSAVGAEASGQRLLPALFT‘SRPLSWENTAFPF ENARETVRIZVIBVAL
Q - ——————-- MMEKIELILLSSRPISWVNTAEPFGLAYLLNAGEID INANFGIRYEE LI PYNIAMYGINDVE

Q ———————--- MMDTTI I3S1S SR PINSWVNTAE PMEIRA 'Y T, Lie/eefSiliD i
r SSRP SWvNTAfPf AYL1
80 * 100 *

1010100

180

TITETSPSANMYI

*
IVLARGAFTPALTA
CYeT ALAGATVTPOLVLLIE

10101010

240 *

FLLPSI§A
T Gar Rla 1yl A vl P i Y

TNA Q 298
YAIRLTA Q 298
WINIOMIATHQI-- Q 287

SNTMSVYEV-- Q 287
vG v tmlLI 1

Abkiirzungen der Bakteriennamen:

Alignment der Proteine der Carotinoid-Biosynthese (TM100p 113-35)

A mediol

B flavum:
B linens:
C effici:
C _glutam:
C _michig:

E coli

M tuberc:
R rhizog:
S _flexne:
S_typhim:

: Agromyces mediolanus

Brevibacterium flavum (= Corynebacterium glutamicum)
Brevibacterium linens

Corynebacterium efficiens

Corynebacterium glutamicum

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
: Escherichia coli

Mycobacterium tuberculosis

Rhizobium rhizogenes

Shigella flexneri

Salmonella typhimurium

TLFFLEPYNLAMYGINDVF

L A t PF1V L

TITEADISTA IWALENFFEWGIYA SORRRGAVQD)
G aw L FFIWG AS

NADREAGINS S T A
GAVQDv aDREag sSIA

60
LFTGLEGIMAAVLVI PIILSTAPENSHERBEDAEQMNY
LGTSWIEGPLAAVLAVPMLVAAWPYRSVSIBAESAR
TTLP P‘%EéGIAILT FDAAR TINA SCIEORY
TIRDTClz SENENK

e ANrgW FL 1Ny

GTAALTMVLNSGR|

fFLiPYN AMYGINDVF

140

280

RCWINNE T €N

Tl

Alignment der Proteine unbekannter Funktion von Xylella fastidiosa (TM382[3 324-50 und TM382f3 370-45)

B_ubtil

C michig
O_iheyen
S_avermi
T fusca

X_axonop
X_fast_0
X_fast_1
X_fast_D

: Bacillus subtilis
: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
: Oceanobacillus iheyensis
: Streptomyces avermitilis
: Thermobifida fusca
: Xanthomonas axonopodis pv. citri
53: Xylella fastidiosa 9a5¢ ORF0531
43: Xylella fastidiosa 9a5¢ ORF1434
ix: Xylella fastidiosa Dixon

174

10101010 10101010

10101010

140
140
131
131

210
210
201
201

280
280
271
271



Anhang

Vergleich zwischen den Proteinen der Carotinoid-Biosynthese von Clavibacter michiga-

nensis subsp. michiganensis (Cmm) und subsp. sepedonicus (Cms):

Idi:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

CrtE:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

* 20 * 40 * 60 *
e S
MPOHTELVVLLDDDGETIGTAPKATVHTRDTALHLAFSCHVFDARGRILVTRRAIGKLTWPGVWTNSECG
MPQHTELVVLLDDDGETIGTAPKATVHTRDTALHLAFSCHVFDA GRILVTRRAIGKLTWPGVWTNSFCG

80 * 100 * 120 * 140
HPAPDEDMIBEAVHRRAEQELGLINLESVELVLPDFRYRATDAAGVVENEICPVFRAVAANINPVDPRPEEVGE

HPAPDEDM EAVHRRAEQELGL LESVELVLPDFRYRATDAAGVVENEICPVFRAVAA PVDPRPEEVGE

* 160 * 180 *
YOWVDPEQLIPAVAHTPWAFSPWLTLQLPLLYPEHAAHSGLAINVAGVAAAAY PAANORNECN
[YOQWVDPEQLIPAVAHTPWAFSPWLTLQLPLLYPEHAAHINGLAIDEEESEAAAVPAANMOENEIY
YOWVDPEQLIPAVAHTPWAFSPWLTLQLPLLYPEHAAH GLA AAAVPAA

* 20 * 40 * 60 *

MDATNLAAVSTSROEHVNGVLDAFFARSLVRAEVMGDEYVKLWRTLESNTAGGKRFRPRMVMAAYDGLGG]
MDATNLAAVSTSROMHVNGVLDAFFARSLVRAEVMGDEYVKLWRTLESNTAGGKRFRPRMVMAAYDGLGG]
MDATNLAAVSTSRQ HVNGVLDAFFARSLVRAEVMGDEYVKLWRTLESNTAGGKRFRPRMVMAAYDGLGG
80 * 100 * 120 * 140
QDVQAAAHVGAAFEMLHTALIVHDDVIDRDETRRGGPNVSGAYRDIATTQGLPQPLAEHRGMSAAVIAGD
QDVQAAAHVGAAFEMLHTALIVHDDVIDRDFTRRGGPNVSGAYRDIATTQGLPQPLAEHRGMSAAVIAGD
* 160 * 180 * 200 *
LALVNAYRLIDASGVRDLTRSHLMEILDDAVFASAAGELIDVEFSLTADVPSVDEILRMERLKTAVYSFE
LALVNAYRLIDASGVRDLTRSHLMEILDDAVFASAAGELIDVEFSLTADVPSVDEILRMERLKTAVYSFE
220 * 240 * 260 * 280
APLOAGAVLAGAINPES IBRDIGIAYQVVDDVLGVEFGDEQETGKTNLGDLREGKRTVLIAHAVRS
APLQAGAVLAGA P V ALGDF RDIGIAYQVVDDVLGVFGDEQETGKTNLGDLREGKRTVLIAHAVRS
* 300 * 320 * 340 *
SEWGEISALVGKDDLSRGEAALVRSVLESSGARAYAEGVARDLAVAAVARLDDPVVPEALRRELAPVAES

SEWGEISALVGKDDLSRGEAALVRSVLESSGARAYAEGVARDLAVAAVARLDDPVVPEALRRELAPVAES

iWeRgs O 356
el O 356
VLGRIR

Q
Q

Q
Q

1010 1010 1010

1010

70
70

140
140

70
70

140
140

210
210

280
280

350
350

175



Anhang

CrtBI:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

* 20 * 40 * 60 *
T Ry S
MTRRLPGRRPAAP®APTGLEKYDRVAQETASVVIRRYSTSFGLASRLLGEDVRQOHIENVYALVRVADET
MTRRLPGRRPAAP APTGLEKYDRVAQETASVVIRRYSTSFGLASRLLG DVRQHIENVYALVRVADEIV
80 i 100 B 120 B 140
DGAAAGAGVDPAHVEMLLDALEQETEDAMLRGY STNLVVHAFAITARRAGFGAELTAPFFASMRMDLRRM
DGAAAGAGVDPAHVE LLDALEQETEDAMLRGYSTNLVVHAFAITARRAGFGAELTAPFFASMRMDLRRM
* 160 * 180 * 200 *
EHTPASFTEYVYGSAEVVGLMCLRAFLVGHATTRPERIRFEEGAKRLGAAFQKVNFLRDLAADHGALGRS
EHTPASFTEYVYGSAEVVGLMCLRAFLVGHATTRPERIRFEEGAKRLGAAFQKVNFLRDLAADHGALGRS
220 i 240 B 260 B 280
YFPGVDVATFSEADKERILDDIDHDLRYSGAVIPDLPASSRRAVALAQGLFAELAVRLRDTPASELVRTR
YFPGVDVATFSEADKERILDDIDHDLR SGAVIPDLPASSRRAVALAQGLFAELAVRLRDTPASELVRTR
* 300 * 320 * 340 *
RVPDPVKARIALAAAINGAEPSGVDGRLVRRSRE PRNHAARP ARS SHGVAVTQPES
RVPDPVKARIALAAARGAEPSGVDGRLVRRSREPRINHAAR PaNPIVAzia:N=hys Dle PlfsiA PiIDPEQQESAM
VRVPDPVKARIALAAA GAEPSGVDGRLVRRSR PR HAARP P P P AP DPEQQESAM
360 i 380 B 400 B 420
R e §
TAPTAIVIGGGIAGLASABILLARDGYRVTLVEGRDEVGGRAGSWEKDGFRFDLGPSWYLMPEVFDHFFL/
TAPTAIVIGGGIAGLASA LLARDGYRVTLVEGRDEVGGRAGSWEKDGFRFDLGPSWYLMPEVFDHFF L
* 440 * 460 * 480 *
IGTSAAEQLDLVRLPGYRVLFEGDPDPIDIRDSREANLDLFESVEPGSRPAMARYLDSAKDVYEVAKKRF
GTSAAEQLDLVRLPGYRVLFEGDPDPIDIRDSREANLDLFESVEPGSRPAMARYLDSAKDVYEVAKKRF
500 i 520 B 540 B 560
LYTTFEDYRPLLKRDVVTRTGTLIAKLLLTPLETHVARYVKDRRLRQILGYPAVFLGSSPKLAPSMYHLMS
LYTTF DYRPLLKRDVVTRTGTL KLLLTPLETHVARYVKDRRLRQILGYPAVFLGSSPKLAPSMYHLMS
* 580 * 600 * 620 *
HLDLEDGVLYPQGGLITVIDAIES ARAEGVEIRTGAPVSRILTEPTKAGKARARGVQITTDAGTETLEE
HLDLEDGVLYPQGGLITVIDAIE VARAEGVEIRTGAPVSRILTEPTKAG ARARGVQITTDAGTETL A
640 i 660 B 680 B 700
DVVVSTADLHHTETELIMPEAFRTY PQINYWDKATIMGPGAVLVYLG EEE
DVVVSTADLHHTETELMPEAFRTY PO YWDKATWGPGAVLVYLGVINGEL PELHHHTLLFTEDWDENFSRT
DVVVSTADLHHTETEL PEAFRTYPQ YWDKAT GPGAVLVYLGV G LPELHHHTLLFTEDWDENFSRI
* 720 * 740 * 760 *
FPPKGGITSVPDPAS IYVCKPSATDENVFILVPIPADP
FPPKGGETSVPDPASIYVCKPSATDESVIPBGMENVE ILVPIPADPINIGRGGIDGAGDARVEEIADRATIQ
FPPKGG TSVPDPASIYVCKPSATD SV P G ENVFILVPIPADP IGRGG DGAGDARVEEIADRAIQ
780 i 800 B 820 B 840
0TI SDWAGIPDLAERIVLRRTSGPGDFAADLHSWKGTILGPAHTLTQSAMFRAGNTSKKVDGLHYAGGSTI
QISDWAGIPDLAERIVLRRTSGPGDFAADLHSWKGTILGPAHTLTQSAMFRAGNTSKKVDGLHYAGGSTI
* 860 * 880
PGIGLPMCLISAEILVKRLRGDTSTGPGAVPLVRTVGRPVANOEEEN

PGIGLPMCLISAEILVKRLRGDTSTGPGAVPLVRTVGRPVA

1010

70
70

140
140

210
210

280
280

350
350

420
420

490
490

560
560

630
630

700
700

770
770

840
840

176



Anhang

CrtYg:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

* 20 * 40 * 60 *

€L VYLVLLLGALGCMMLEDRRWRLFFWRDRTAAAGTLLIGVAFFLLWDIAGISQGIFFRGETSFMTGIL)
INLVYLVLLLGALGCMMLIYDRRWRLEFWRDRTAAAGTLLIGVAFFLLWDIAGISQGIFFRGETIFFMTGIL

LVYLVLLLGALGCMML DRRWRLFFWRDRTAAAGTLLIGVAFFLLWDIAGISQGIFFRGET FMTGIL

= EE

80 * 100 *
GPELPLEEVFFLI\LLCYLTMNLVNGFSRLADHHVIRARERANROENNEA]
GPELPLEEVFFLWWLLCYLTMNLVNGFSRLADHHVERARERANRORENE!

VGPELPLEEVFFL LLCYLTMNLVNGFSRLADHHV RARERANR

CrtYh:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

CrtEb:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

* 20 * 40 * 60 *
MSYLVLDLLFLIPVANVGFLFRRLLLREANAVPYGSSRFDYPEYYWYRRMPVYILLVMTLIFDNIMIKVG
MSYLVLDLLFLIPVAWVGFLFRRLLLREANAVPYGSSREDYPEYYWYRRMPVIRILLVMTLIFDNIMIKVG
MSYLVLDLLFLIPVA VGFLFRRLLLREANAVPYGSSRFDYPEYYWYRRMPV ILLVMTLIFDNIMIKVG

80 * 100 * 120

LVGYDIBDKLVGLILGYAPIEDFAYATIAALVLLPAVWYLLRRRRIVSGIEAHENOENWY]
LVGYDIDKLVGLILGYAPIEDFAYATIAALVLLPAVWYLLRRRREVSGIEAHE SOENAM

LVGYD DKLVGLILGYAPIEDFAYATAALVLLPAVWYLLRRRR VSGIEAHE

* 20 * 40 * 60 *
MSDVRARPGAAEMLRTMALSSRPLSWVNTAFPFAAAYLTVTRELDLTAMLGTLYFLIPYNLAMYGINDVE]
MSDVRARPGAAEMLRTIWALSSRPLSWVNTAFPFAAAYLTVTRELDLTANYLGTLYFLIPYNLAMYGINDVE]
MSDVRARPGAAEMLRT ALSSRPLSWVNTAFPFAAAYLTVTRELDLTA LGTLYFLIPYNLAMYGINDVF

80 * 100 * 120 * 140
DYESDMRNPRKGGVEGAVLARAMHRPVLIYAVLVTNVPFLVYLVIVVGSAASWAVLAVSVFAVIAY SLKGLR
DYESDMRNPRKGGVEGAVLARAMHRPVLIBAVLVTNVPEFLVYLVIVGSAASIMAVLAVSVFAVIAYSLKGLR
DYESDMRNPRKGGVEGAVLARAMHRPVL AVLVTNVPFLVYLV VGSAAS AVLAVSVFAVIAYSLKGLR

* 160 * 180 * 200 *

FKERPUMLDSLTSSTHFTSPAVYGIVLAGGAFTPALWAILAAFFLWGVASHAFGAVQDIVADREGGISSIA
FKERPMYLDSLTSSTHFTSPAVYGIVLAGGAFTPALWAILAAFFLWGVASHAFGAVQDIVADREGGISSIA
FKERP LDSLTSSTHFTSPAVYGIVLAGGAFTPALWAILAAFFLWGVASHAFGAVQDIVADREGGISSIA

220 i 240 B 260 B 280
TVLGGAVTVRIAVLAYAAAGVAMLFTGLPGIIAAVLVIPYILSTAPFWSIRDEDA E‘.
TVLGGAVTVRIAVLAYAAAGVAMLFTGLPGIIAAVLVIPYILSTAPFWSIRDEDAGNANRGWRRFLGLNFE
TVLGGAVTVRIAVLAYAAAGVAMLFTGLPGIIAAVLVIPYILSTAPFWSIRDEDA ANRGWRRFLGLNF

*

LSGFVVTMLLIAYWLTINANOEPER]
LSGFVVTMLLIAYWL TERARGCEMARS

LSGFVVITMLLIAYWLT A

Q
Q

Q
Q

Q
Q

70
70

70
70

70
70

140
140

210
210

280
280

177
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OorfG:

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

Cmm Q
Cms Q

* 20 * 40 * 60 *
MLQVIYGRGREHPAVLVDDDRLCVRHGGERGAYSAR SAHIBGRT PIRDPQEPMSPPIRLLHQTVR PFVAAGLR
MLOVIGRGREHPAVLVDDDRLCVRHGCGERIAEIIEA R SAHEGRT PRDPQEPMSPPIRLLHQTVRPFVAAGLR
MLQV GRGREHPAVLVDDDRLCVRHGG R ARSAH GRTP DPQEPMSPPIRLLHQTVRPFVAAGLR

80 * 100 * 120 * 140
GGuPTPLTARNPTDAPVGVVPGIDPDRMLALGGIGGSGVGLRTHAEGVAAQSAKALAATTGRGVEWRTVP)
GGI#PTPLTAIVPTDAPVGVVPGIEDPDRWLALGGIGGSGVGLRTHAEGVAAQSAKALAATTGRGVEWRTVE)
GG PTPLTA VPTDAPVGVVPG DPDR LALGGIGGSGVGLRTHAEGVAAQSAKALAAITGRGVEWRTVP

* 160 * 180 * 200 *
LADQHWTATQEAVIEQT TELHRYDVVLVMPGVADALELARMT PWVHRLEDLLDHLVEQTADNSWYVLVSDVP)
LADQHITATOEAVIHOI TELHRYDVVLVMPGVADALELARMT PWVHRLEDLLDHLVEQTADNSNVLVSDVE)
LADQH TATQEAV QITELHRYDVVLVMPGVADALELAR TPWVHRLEDLLDHLVEQTADNS VLVSDVP

220 * 240 * 260 * 280
QVSQYVEAGIFVRGLFRDHAMY L S®RKAEVCARFPQVTSVKLPDAGPVDFEGGEFRYASMYRRWGEHVGR
QVSQYVISAGIFVRGLFRDHAMY L SIBRKAEVCARF PQVTSVKLPDAGPVDFEGGEFRYASMYRRWGEHVGR
QVSQYV AG FVRGLFRDHAMYLS RKAEVCARFPQVTSVKLPDAGPVDFEGGEFRYASMYRRWGEHVGR
*
TADLQAECRMNGCA NP,
TADLOABRECANIPEP

VIADLQA R GA

1010

70
70

140
140

210
210

280
280

178
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4.2

Alignments der Proteine unbekannter Funktion von Xylella fastidiosa (TM382f3

324-50 und TM382f 370-45)

Die Graustufen in den folgenden Protein-Alignments geben die Ubereinstimmung in den einzelnen Amino-
sduren wieder. Es werden nur identische AS beriicksichtigt, keine konservativen Austausche. Uberein-
stimmung: schwarz: 100%; dunkelgrau: >= 80 %; hellgrau: >= 60 %.

ORF A:

C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X _fast_143

C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X_fast_143

C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X _fast_143

C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X_fast_143

C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X _fast_143

C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X_fast_143

Q
Q
Q

o} o) o} o) o) 0} 6} ) o o) o) o} o} o) 63.) o} o) o} o) o) 0} o) )

o} o} o) o} o o) 0RO

80 * 100 * 120 * 140
KLPISRVRPRASSSQQGRRSVRVLTMIAAATASVAAGGVIQGGALSAAPALAATPDVSAVSAASLGS-RA
_____________ MRIIKLNKLSLGLLGIFSMTLVPSLSIAKSQEDQVPFKNRMTGSHVLSEDDVGSGIN
PAQPAKITKRSHLNTESVACFGDMNRSIMYAFLASLTLVAAGIAPASAVEPSHPVPLDP-APEVVHQSAA
_____________ MAQFQINRFYFGNAVVFTLLVLLSLGVQAT--~-~---~--~--------PSD-EVRVKS
_____________ MTYMPKITFLRASCAALAFLVITDVPASTNSVN--------------LSAGTIVQHV
_________________ MSRKNLLSVFIAFITFLIITPSVMAN-----------------EAEITISEQED
________________ MKLVPRFRKQWFAYLTVLCLALAAAVSFGVPAKAAENPQTSVSNTGKEADATKN
_____________ MSQFQKNRFYFGNTVVFTLLVLLSLGAQAK-----------------PSDNEVVVQS

* 180 * 200 *
———————————————————————— DDG---SASVVGASDAGSGVVHS
———————————————————————— LDSEQDSSVEKSAKEYFRENKIN

LPLPSALDDLPVS-----~ LSLLGGRRASDTDTDTDTDTTSLSDSSVRR

FSDEEMTSTSD

YSEQEQRATLNMUADER T EKTLA- -~ === === ——————————————— ONQAQNLGFNDDL - -MYEPNRVD
VPTAQRDESASMIMIL.GEMOAAVSALFVDANPVDGDPPELQNSALAHGKNRSGKLKLVTRSVPTPKTVPSV
TKYQMFDNSEEMIAKEKMENA T PMDKHFDATESKS - - - - LTNSEEANK I QTSEKSYNTEPAS PKYNNALD
QTSKADQVSAPMEGTGKTSKSLYG-~~—=——=—=—=—=——————— GQTELEKNIQTLQPSSIIGTDERTRI
ISQEEQNAAL ERIRIPERMAATQA -~ === === === ————————————— MQAQAIKMINDDPGDISESKHIS

240 * 260 *
SASANHSDSGYLVAWNEE@L LNDD - - QTATGVTEVIEGWDGKNM
AV S8, YEKG - - ENSTRVVE I |BAWDGVNK

WTGGGLVAATT VINAQNRDTYLIN-EISOT KNKTG- SWAENWIFVIZGYADGRA
PAG-DTEMMST, WIKSATKSVIANWAAEGSKVPA--TKAGRDHIEHLVFLAHF
PVPGFSPAAHL, YN-GTA
FSPNAVVPSTT YYEGNA
SSTTSFPYRATVQLSIKYPNTSSTYG GRNGSSY
TPA-ATEILTARLLFEFRV--NEEDSS gy.\e)z[@VOSPA- -NEP-HERIDHLVFLLNY
g g p
* 300 *
EY@TWIAKFYS————VTPEWRVRADDSHD SLAKPQLHYFS
LLTWGAIYYQ————VPva SLGKSGLHYQA
Y RYTARDML————VSPKw S-GRIAPYVHA
GRFPVRNIFTVAGRDA SPPPLLGNFYM
Y PAATIT————ADDRwV DGQQDDNEYRV
YERINVNWKV - - - -TFRGITDNGNYDYIBO Y SQONQSDVRV
Y TYSGTMFY————SVKGwTESKDTNYDYGAIKLNGSP ————— TVG--WYGYRTTNSSSPVGLSSSV
NHERJDGRFPVRNIYTVNGRSQQGIDGFBFARL SVAHNN- - - - SRPGDLVIQTPIREAAPPTQGIFSL
P gw w D £ g
360 * 380 * 400 * 420
LANGNIGGGFQAKPLST@VG---PAYRLHDEQ- - - - SLAMIGCKAVGEMEEEEVYHASTEEPRGTQVGV I
FEYKNLSG-FNNTPLFT®QGEGRHFWGISKYP- - - -ELEI PGCTVPGeSEeeizVYHASEKGPNGTQVGVI
Fled4PSSPP-YSGRHLYY@AGATHADRQGTLGS - —————- GMDCAMTQE Sl FADFDTTTGTGTITSL
YEMPGDIQ--GGQVLYKESTDHPLEHPKPPPG- PTLRIGFRCKNFSGE /e elVLOTLPDG- - TYQTGNV
TEMNTDPGANGNTPVSVTSTAEPNPWMNKDYA- - - — - IEGLEWDARSEVIHeS STDEDPVQDVEVGMT
T€)4PAADP-YPGDIPYS@YGDTSKRFLSNDAQ-——————~ ISCGFTGEAEEAWFRTMSSENLGQIFAVT
TeFP------ CDKTFGTMWSDTKPIRSAETYK----—— LTYTTDTYGCQEESEVYRNY SDTGQTATIAIHT
Y(ef4PNAID- - EGEHLVK@S-ERAVFYPDPHGGGPRVRSLPYCRNFSEEASEEZATLONLPDG - - TYQTGNV

9y c g SGgp

179

o) o} o} o} o) o} O} ©) 1010101010 00O o} o} o} o} o) O} O} ©) o} o} o} o) oF of OX©

o} o} o) o) o) o) OX®

114
103
203

113
102
104

180
169
270
148
179
172
170
150

241
235
331
214
245
233
229
216

304
300
393
279
310
294
287
281
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C_michig
X_fast_053
T_fusca
X_fast_Dix
X_axonop
O_iheyen
B_subtil
X _fast_143

ORF B:

C_michig
X_axonop
X_fast_143
X_fast_Dix
S_avermi
T_fusca
O_iheyen
X_fast_053

C_michig
X_axonop
X _fast_143
X_fast_Dix
S_avermi
T_fusca
O_iheyen
X_fast_053

C_michig
X_axonop
X_fast_143
X_fast_Dix
S_avermi
T_fusca
O_iheyen
X_fast_053

C_michig
X_axonop
X _fast_143
X_fast_Dix
S_avermi
T_fusca
O_iheyen
X_fast_053

C_michig
X_axonop
X_fast_143
X_fast_Dix
S_avermi
T_fusca
O_iheyen
X_fast_053

* 440 *
Q GRNVETAYG-DAIAFTP-FGKAELSTYKTVDSFTK- Q 337
Q TEQRKAKDGTPLLIFVP-WGSIEYNLYKTVDDFGR- Q 334
Q TSFKYTDNA--AVQYGPRLGDEARRVYEAAQIL--- Q 424
Q KGYIERGNA---VAFTY-WEAAAHGAWDRAQRDQ-- Q 309
Q SFAYKQFTH---ASFGPQWTSAIRNLYQTAAASN-- Q 341
Q SRRSDPRGT----LYARPFTSDYRDLFEGMEDR--- Q 323
Q NGGSSYNLG----—------ TRVTNDVFNNIQYWANQ Q 313
Q EGYVDRVGA---ATFTY-WEAAAHGAWDRAQHDQ-- Q 311
* 20 * 40 * 60 *
Q ______________________________________________________________________
Q ______________________________________________________________________
Q ______________________________________________________________________
Q ______________________________________________________________________
Q ______________________________________________________________________
Q MARPLRTPPRPRHRRPGPALRQRERRGQHRHGELPRRRPVLAAHSHGLTADPWTTASLRAGEAVPFPRFV
Q ______________________________________________________________________
Q ______________________________________________________________________
80 * 100 * 120 * 140
Q === MATRTGSTLIGAATCATLALTLMGAGAATAATTAEPTGTLRHTISST
Q ———— MTYMPKITFLRASCAALAFLVITDVPASTNSVNLSAGTIVQHVVPTA
Q — == MSQFQKNRFYFGNTVVFTLLVLLSLGAQAK---PSDNEVVVQSISQE
Q ———— MAQFQINRFYFGNAVVFTLLVLLSLGVQAT---PSD-EVRVKSYSEQ
Q — == MARGDVFGRSQRLSHLGGTQWR-——----— VMKRIARP
Q PAQPAKITKRSHLNTESVACFGDMNRSIMYAFLASLTLVAAGIAPASAVEPSHPVPLDPAPEVVHQSAAT
Q —————— MSRKNLLSVFIAFITFLIITPSVMANEAEITISEQEDTKYQMFEFDN
Q ————— MRITIKLNKLSLGLLGIFSMTLVPSLSIAKSQEDQVPFKNRMTGSHVLSE
* 160 * 180 * 200 *
Q E-————---———~ TAAAGSTS HAAVTNSFVDPDPADGNPPADDQDSALTATSTSD---~-~ ASPGA
Q Q-—————==———- RDESAS LGEMQAAVSALFVDANPVDGDPPE-LQNSALAHGKNRSGKLKLVTRSV
Q E-————---———~ QNAALE| PE TQAMQAQATIKMINDDPGD- -~~~ ———=———=————————————
Q E-——————--———- QRATL DERTIEKTLAQNQAQNLGFNDDL - ——=——=—=—=————————————————
Q P————----——~ GARRLALFGAVVLLALTTSSVAAADRGPGPFG-———-——-——————————————————
Q TPE-——------- QORAV. PDEMAAALPLPSALDDLPVSLSLLGGRRASDTDTDTDT ——————— DTT
Q S———————————————- EE KEKMENAIPMDKHFDATESKSLTNSEEANKIQTSEKSYN----- TEPA
Q DDVGSGINFSDQEAEEAR PEEIASAIPLDSEQDSSVEKSAKEYFR —————————————————————
ywt r
220 * 240 * 260 * 280
Q ASPHVSETTPVPGFTANDHIL, FRSGEID--Q G! SDSCGNLYAWAGREVSAIKDAF - ---VTD
Q PTPKTVPSVPVPGFSPAAHIL FR ID--Q SDSG. ISGRE®VSALAGKF----VSD
Q --ISESKHISTPAATEILT FR ED--SS| QAATKS 15:6VOSPANEP-HERIDH
Q --MYEPNRVDPAGDTEMMST) YKLNEHD--SF KSATKSVIAWAAIFGSKVPATKAGRDHIEH
Q -—-———- VIVQAEPSPOMVR GGDGDLLGNHF SéMRSTAHDLI IWAAI®VDGGGKTW-——————

SLSDSSVRRWTGGGLVAATT] SVINAQNRDTELT @ KNKTGSW----AEN

Q
Q SPKYNNALDFSPNAVVPSTT) KLEFYNPNDGNNY SASAENNPNKNL SIVAGE@MHEGSGGD---FYTN
Q ----ENKINNQGSYEAVYWI RIYFDAG@RQ——YS GASIESNSKSIVAINAAZGLYEKGEWS———--— TR
G f g Ct v v Ta hC
* 300 * 320 * 340 *

IWPATAVTVQS&EgTGRQVDFDT

BFOKAPVG-AAAGTTLSS SGVRIZAGQ

PAATITADDR[VSERAVDYT FFQVQAPMTMKLSGATLSNT SGVRIADGQ
RFPVRNIYTVNGwSQQGIDGFDF FLS*AHNNY————GSRPGDL IQTPIRIGAAP
RFPVRNIFTVAGWDAREEGGFDF FLTVAHNEH————GSRVGDL ESPIRIGSPP
QVTKTYVGDAwSGGQDEDSD VEDLGG LEVEDL\{&GNAFVTGQA
RYTARDMLVSPKwSRQGDDSYDFGF LNTDLR- - - -GRHVADRTEAQKVSEHSG-
RWNVNWKVTFRGTDNGNYDYROMNAL THFONDG ENYS
WDGVNKIELLTWGAIYYQVPRV|IRY EEDRGHIBAMGT KFRPLNDWYGKKEYLAD QTPSIESLG
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360 * 380 * 400
EDDDDYRST] --LDGGHDGTKPISVESSVEPNPWMN-KDYAIEGIETDLR
QDDNEYRVT] --TDPGANGNTPVSVTSTAEPNPWMN-KDYAIEGLEWDARSEVEIE SIS
PTQGIFSLYEMPNATIDEGEHLVKCS-ERAVFYPDPHGGGPRVRSLPYCRNF SEEGASEGE
PLLGNFYMYEMPGDIQGGQVLYKCSTDHPLEHPKPPPG-PTLRIGFRCKNF SGETHEGE
TGATAVTVTEMPKSLDVPITCTNKPTVHSRTQQR----—---—-—--— IECPAFPGETHEIESI
RIAPYVHAFEMPSSPPYSGRHLYYCAGATHADRQGTLG----—-— SGMDCAMTQESHEGE
QONQSDVRVTEMPAADPYPGDIPYSCYGDTSKRFLSNDA---———- QISCGFTGE
KSGLHYQATF] KNLSGFNNTPLFTCQGEGRHFWGISKY———PELEIPGCTVPGGSSGGEVYHASEKGPNG

GY G SG p

* 440 * 460
IQRG—MTTFA—YHQFTHAAFGPQWTATLHATYRAHAAA—— Q 334
VEVG—MTSFA—YKQFTHASFGPQWTSAIRNLYQT%AASN— 0 341
YQTG-NVEGY-VDRVGAATFT-YWEAAAHGAWDRAQHDQO- Q 311
YQOTG-NVKGY-IERGNAVAFT-YWEAAAHGAWDRAQRDO- Q 309
IGGY-EEGGS-TDD---VSYSVVLGDEAAALYRAMNAN--- Q 274
GTITSLTSFK—YTDNAAVQYGPRLGDEARRVYEAEQIL—— Q 424
LGQIFAVTSR-RSDPRGTLYARPFTSDYRDLFEGMEDR-- Q 323
TQVGVITEQRKAKDGTPLLIFVPWGSIEYNLYKTVDDFGR Q 334

a
* 20 * 40 * 60 *

——————————————————————————————————————————————— EAQFQINR——FYFGNAVVFTLLV
——————————————————————————————————————————————— WSQFORNR--FYFGNTVVETLLY
——————————————————————————————————————————————— JRVHTHSKPTLSVRDLGDOMKKT
——————————————————————————————————————————————— WRT TKLNK--LSLGLLGIFSMTL
MARPLRTPPRPRHRRPGPALRQRERRGQHRHGEL PRRRPVLAAHSHGLTADPWTTASLRAGEAVPFPRFV
——————————————————————————————————————————————— MSRKNLLSVFIAFITFLIITPSV
———————————————————————————————————————————— MTYUPKITFLRASCAALAFLVITDVP
—————————————————————————————————————————————— MKLVPRFRKQWFAYLTVLCLALAA
m
80 * 100 * 120 * 140
LLSLGVQATPSD-—-—======——— ===~ EVRVK- === === === —mmmmmmm e SY
LLSLGAQAKPSDN-~—=-= === ===~ EVVVQ- === === == mm e e e ST
YPKRRHAASMAALSVGIGLVLVCGPHDIGGESARAASSASG-————=-—=—=————-——— PASGASDTGMSV
VPSLSIAKSQEDQ-------~ VPFKNRMTGSHVLSEDDVG-—— === === === == == — == —— =~ —— SGINF
PAQPAKITKRSHLNTESVACFGDMNRSIMYAFLASLTLVAAGIAPASAVEPSHPVPLDPAPEVVHQSAAT
MANEAET ISEQED= == == = = = = = = = = = = = e e e e T
ASTNSVNLSAGT IVQH - = = = = = = = = = = = = = m o e e Vv
AVSFGVPAKAAENPQTS ~ = == == = = = = = = = = = = = e e Vs
* 160 * 180 * 200 *
DERTEKTLAQN- -~ -=-—====—=—————— QAQNLG- - - - FNDDL - -MYEPNRVDP
PERMAATQAMQ-~-—=-=======-—~—~~—~ AQATKM----INDDPGDISESKHIST
PDKIAAAVPAD-~-———=======— ===~~~ GVTVTP----QKQSP--SLGASAVTS
PERTASATPLD---—=--=--—-—=-——————~ SEQDSS----VEKSAKEYFRENKINN
PDRMAAALPLPSALDDLPVSLSLLGGRR--ASDTDTD- - - ~-TDTDTTSLSDSSVRRW
KEKMENATPMDKHFDATESKSLTNSEEANKIQTSEKS - - - - YNTEPASPKYNNALDF

LGRMQAAVSALFVDANPVDGDPPELONSALAHGKNRSGKLKLVTRSVPTPKTVPSVP
TGKTSKSLYGGQTELEKNIQTLOQPSSIIGT
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* 300 *
AHFR-NGVWAERFPVRNIFTVAGDAREEGGFEF
LNYN-HGRWDERFPVRNIYTVNG
P‘WDGANKPLLTWGANDYQVPR@wRYQEDQQHD‘GF OLKPQRSWL,

320 * 340
L TVAHNE--HESR--VGDLVMES--PIR
SR--PGDLVIQT--PIR
KQYLAD
KKEYLAD

IEAWDGVNKIZFLLTWGAIYYQVPRVIIRYEEDRGHIBAAIRTKFRPLNDWY|

IEGYADGRAIY RYTARDMLVSPKwSRQGDDSYDFGF LNTDLR--
EYERWNVNWKVTFRGYTDNGNYDYIBO

PAATITADDRwV

IEGRNGSSY|5YETYSGTMFY SVKGTESKDTNYBYGAIKLNGSP-----—---— GNT
w

360 * 380 *
LGNFYMY]
QGIFSLY]
GLHYEAF
GLHYQAF
APYVHAF
QSDVRVT
DNEYRVT]
GLSSSVT

PNAIDE-GEHLVK
EQVSGFTSHPLLT
KNLSGFNNTPLFT

S-ERAVFYPDPHGGGPRVRSLPY@®RNFSE
SGNG--YRRFSQFS---LLSIND@A-MVG
QGEGRHFWGISKYP---ELEIPGET-VPG
PSSPPYSGRHLYY@®AGATHADRQGTLGS------ GMD@A-MTQ
PAADPYPGDIPYS@YGDTSKRFLSNDAQ--—-—-— IS
TDPGANGNTPVSVTSTAEPNPWMNKDY ---ATIEGLEWD-ARS
FPCDKTFGTMWSDTKPIRSAETYKLTYTT----~ DTYGEQ ——————
Gy c c

* 440 * 460
QTGNVKGYIERGN---AVAFTY-WEAAAHGAWDRAQRDQ-
QTGNVEGYVDRVG---AATFTY-WEAAAHGAWDRAQHDQ-
QVGVVSSVIPQGE-HSIMTFAP-WGDAEYQVFRTVDAWGR
QVGVITEQRKAKDGTPLLIFVP-WGSIEYNLYKTVDDFGR
TITSLTSFKYTDN--AAVQYGPRLGDEARRVYEAAQIL--
IFAVTSRRSDPRG----TLYARPFTSDYRDLFEGMEDR- -
EVGMTSFAYKQFT---HASFGPQWTSATIRNLYQTAAASN-
ATATHTNGGSSYN------ LGTRVTNDVEFNNIQYWANQ--

309
311
345
334
424
323
341
313
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Vergleich der Chp/Pat-homologen Proteine

Die Graustufen in den folgenden Protein-Alignments geben die Ubereinstimmung in den einzelnen Amino-
sduren wieder. Es werden nur identische AS beriicksichtigt, keine konservativen Austausche. Uberein-
stimmung: schwarz: 100%; dunkelgrau: >= 80 %; hellgrau: >= 60 %. Besondere Regionen sind farbig

hervorgehoben.

* 20 * 40 * 60 *
Pat Q ——=——m—mmmmmmm e MQFMSRINRILFVAVVSLLSVLGCCVAAA-[FAQMVDRIA
ChPA Q ———————mmmmm oo MWRIDRPLFVAVISVLSVLACGVAAA-|ZAQMVDRVA
PhpA Q --------—--- VTFGRVCGERASPACFVATVRFMSHISRSLIVICVTIASALGCCVVAA-|ZAQAVDRVA
PhpB Q —-======= = m e MNTSTNSHHPAIIKLVIAVIVIGICLLDSA-|ZANAVDVAA
ChPD Q ==== === = mmmm oo MILNPHLAAVAATTCLCAVILEEAAMNASATD
ChpB Q -MPPTTSERKKPLMPKGSDYPSHRIPASDRMPQRRRQYNRFFRLFVLSLLLSVTPAVTTATZAQRVGSN-
ChpF Q ——=—=—-=—==————m— o VAVOASHAAQARHTRGVLRROAAILLTVVAVLTGTLNYATIINOMVTIPS
ChpG Q ======= = LPARHHTIQRKRSIGAALLALPATLVLTCMAGTIZAYANGL-S
ChpC Q =—== == mm e e MSKTHFRGIYFIVIPIALGLMAASSTVWSAFAT
ChpE Q === === e e e MKHFKILTSAAVMGAIALALMA--[ESABNARTS

@]
FJ
]
o} o} o} o} o} o) o) R 0N

pa a

* 100 * 120 * 140
THL-IFSDSQGPARSADYDGIAGWETGSGILSRIKPISTCCPICRYRE-F@GGRG
THL-IFGDRQVPARSPDYD@GPAGWETGSGILSRITPISTCCHICRYREXFGGGRS
TRL-VFSDSQGPARSPDYEGIAGNWETGSGILSRISPYQRAVIHYVVTAK - H@GGRG
SELRIVATPSGPFYSRDVRGIACNYIRATGLLANLTSYYRAVISYVATSA- TLG

—————————— ALALSYSSPHG CT“GAV RTGMFRNISAYQRATHYVVTAE-EGTLN
TYVSFTHPTPPGTYSADVRGIACNWEKSTTLY SRILPFAAAKNYTIPTAK - @GDLN
SKV-----————- NTPTGSCT*GAVLIPRSIYSRITPYQRAT FVIAK- RMY
SEV------———- GVPNGY@SVEWEVPSSTFQRITPYQRAVYLVLAK - PLN
SQL-----—-—-—-— EFEFGGD@IIACANYOKNSWSAVFFAKERATIHYVVTAN- ART
TEV--—-—----- WGKWSGON@IVEVIYEOK SGLWAALSPSERGARYVVIAK - RRT
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* 160 * 180
Pat Q AHVRVGD---------- vQ SEIWESSD‘DLSIERIEPLQ——TTRRS Q 157
ChpA Q AHVCVGD---------- vQ SvIwESPD‘DLSIvRIEPLI——TTRIS Q 155
PhpA Q AHVRVGD---------- vQ SVI EAPDIWHSIYRIEIESQ--TTRRS Q 176
PhpB Q QKVRVGN--------—- TE SﬁVSTDSDL‘LIRIEPTT——SRSQY Q 159
ChpD Q SVVSVGG---------- RR! SwVDP"DLELEKIDPEI——HGQPI Q 143
ChpB Q ADVYAGD---------- T I QSPDRDLEL*EVDP --SRSTH, Q 191
ChpF Q APIHVGT---------- SIL QSATSDIEL*RVSPRPDPSPLI— Q 165
ChpG Q SPIYFAQ---------- QDI QSAASIBIELYRVS|SSRDNMTLH- Q 155
ChpC Q GERVFVRNELESRHGHVPPIETWYRSDDVIMIALIKIDEIV--HVSYT] Q 158
ChpE Q TEPIEVR----TANGTDVE MVALADPDDLALERIEGSP——HGART Q 151
GV w D1 v p
220 * 240 * 260 * 280
Pat Q S E;FGARNRSGQESSVQV TKVIFADREI[e0le SAPPP--RGLEIGSH---QVVAETF Q 222
ChpA Q S EVSAAWNRSGQESAVQ TEIRADEET |gechife YWVSAPPP--RGLEVGSH---QVVAETF Q 220
PhpA Q S EvFGARNRSGQESSVPV TKVIESEREI|gehde T SIPPL--RGTHRGPE---EVEAETF Q 241
PhpB Q VEEWUFLGRNRSGQESSIPITETGI|ZSDRET Yeue SWTQTSPRP--AGIHIGPH---QVTSRTS Q 224
ChpD Q VERILMSTLRYRSLQSTPVAETGAZGDNEI[LE EFTSTPW- - -LPRFDDQHRG-EVAVRGD Q 209
ChpB Q VEKILLNLPFSNFERAVPIAETGDENSTQSIEIeY TFKLVTLP--PTEEAQARSRGQKVIRSG Q 259
ChpF Q Q;FMTARG——HVARLPVT SGAADDD- R eiens IWHGVSIP--PRTPLSYEHLVAGESGQ- Q 229
ChpG Q NEQYFMTAPPSPIVGRRAIAETGIESATGT IDFQPTSLP--VGVLRAYEHLAAGQSAA- Q 222
ChpC Q LPR&LTASLRMRSIYAQPVI YD§EGLNE QVNWRNLSVRAWPPGFRDPRSGDQAASSTT Q 228
ChpE Q FNRYFLPGFAPGHETTLPMTRQGVIZGPRETJEMSEAVIERSLEENT STNV - - - PPAWVQHHVY-AAARSTG Q 217

g v g D fctSG tg c¢

* 300 * 320 * 340

Pat Q ICDGG-LBGSGDD--TYMSHLPISVLFREQPYNILATS- Q 280
Chpa Q ICGGS-LPGSGDD--IYMRSLLISMRE---——--——-~~ Q 265
PhpA Q RKRG-NBGTAAE--TYMTNYPIDALFRREPYMVLATS- Q 299
PhpB Q HSAGGGAINGQFA--DGESHVPIGVLLRERPTFALVTGR Q 284
ChpD Q TLIF-DPEsSeAP)SSPD-ARIYEMAGETSTGESF---~- LAPS- Q 264
ChpB Q IAPSS Q 317
ChpF Q LLNLDPESe Py VNYS-AELLEMISSV--LBRT- -~~~ QLASGD Q 284
ChpG Q ISGD--VBNT----- KLAPAN Q 277
ChpC Q TDQ-- LVTR- Q 286
ChpE Q ANLLK-€jslsleleia TDSG-LYDSDHSNIDIMGHTDAARVLSDFRGYHMAPAS Q 277

Gi P
GDSGG LPXTG

Yy

[I¥¥N0 put. Schnittstelle am Ende des Leader-Peptids

GDSGGQ konserviertes Motiv in Serinproteasen vom Trypsin-Typ

LPxTGQ put. Membran-/Zellwandanker ("Sortase-Motiv")

XQ "frame-shift"

Bo Stop-Codon

ChpA Q unterstrichene Proteinnamen: Nicht funktionsfahiges Protein. Die dargestellte Proteinsequenz ist kiinstlich um die
Stopp-Codons und "frameshifts" zu Vergleichszwecken bereinigt. Das in vivo codierte Protein ist entsprechend
kiirzer.
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Anhang

44  PSI-BLAST-Ergebnisse fiir Rhs-Protein von TM382p 371-23

Header of the page

BLASTP 2.2.5 [Nov-16-2002]
Reference:

Altschul, Stephen F.,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang,
"Gapped BLAST and PSI-BLAST:
programs", Nucleic Acids Res.

Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Webb Miller, and David J. Lipman (1997),

a new generation of protein database search
25:3389-3402.

RID: 1043060132-018553-4451

Query= (2258 letters)

Database:
sequences;

All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF 1,317,395
421,811,953 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search

please refer to the BLAST FAQs

Results of PSI-Blast iteration 3

Hit list size
Sequences with E-value BETTER th

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gil23029979|gb|ZP 00068264.1] hypothetical protein [Microbulbi... 483 e-134
gi122988447|gb|ZzP_00033512.1]| hypothetical protein [Burkholder... 432 e-119
gil21399020|ref|NP_655005.1| CBD 6, Cellulose binding domain 409 e-112
gi|16080974 |ref|NP_391802.1]| cell wall-associated protein pre... 385 e-105
gil16799530|ref|NP_469798.1| similar to cell wall-associated 378 e-103
gi|23050831|gb|ZzP_00077673.1]| hypothetical protein [Methanosar... 377 e-102
gil1175007|sp|P42018 |WAPA BACST WALL-ASSOCIATED PROTEIN PRECURSO... 355 4e-96
gi122988324|gb|ZzP_00033391.1]| hypothetical protein [Burkholder... 347 le-93
gil23128179|gb|zZP 00110033.1| hypothetical protein [Nostoc pun... 337 2e-90
gi|567056|gb|AAA56755.1| Rhs core protein with extension 331 7e-89
gi|15804134|ref|NP_290173.1| rhsA protein in rhs element [Esc... 331 9e-89
gi|15834118|ref|NP_312891.1| RhsH core protein with extension... 331 le-88
gi|2920637|gb|AAC32473.1| core protein [Escherichia coli] 330 le-88
gi|16128676|ref|NP_415229.1| rhsC protein in rhs element [Esc... 330 le-88
gi|16759281|ref|NP_454898.1| Rhs-family protein [Salmonella e... 330 2e-88
gi|16131354|ref|NP_417939.1| rhsB protein in rhs element [Esc... 330 2e-88
gi|2822117|sp|P16917 |RHSB_ECOLI RhsB protein precursor >gi|46661... 330 2e-88
gi|15800401|ref|NP_286413.1| rhsC protein in rhs element, int... 329 3e-88
gi|15833724|ref|NP_312497.1| rhsA core protein with extension... 329 4e-88
gi|16763674|ref|NP_459289.1| putative RHS-family protein [Sal... 328 6e-88
gi|16131464|ref|NP_418050.1| rhsA protein in rhs element [Esc... 328 6e-88
gi|15829983|ref |NP_308756.1| RhsC core protein with extension... 327 2e-87
gi|15804530|ref|NP_290570.1]| 75488 gene product [Escherichia 320 2e-85
gi|15130940|emb|CAC48222.1 | Rhsl protein [Salmonella enteric... 319 3e-85
gi|16759284 | ref|NP_454901.1| Rhs-family protein [Salmonella e... 312 5e-83
gi|26990784|ref|NP_746209.1| RHS family protein, putative [Ps... 309 3e-82
gi123059684|gb|ZzP _00084633.1]| hypothetical protein [Pseudomona... 308 7e-82
gi|21229607 |ref |NP_635524.1| RhsD protein [Xanthomonas campes... 307 2e-81
gi|15799917 |ref |NP 285929.1| 720268 gene product [Escherichia 303 2e-80
gi|15829491|ref|NP_308264.1| RhsG core protein with extension... 303 2e-80
gi123053396|gb|ZzP _00079605.1| hypothetical protein [Geobacter 302 4e-80
gil23062431|gb|zZP 00087215.1] hypothetical protein [Pseudomona... 297 2e-178
gi|2920634|gb|AAC32471.1| core protein [Escherichia coli] 296 2e-78
gi|21243262|ref |NP_642844.1| RhsD protein [Xanthomonas axonop... 295 6e-78
gi 15800234 |ref|NP _286246.1]| 720651 gene product [Escherichia 295 Te-78
gi|15829814|ref|NP_308587.1| RhsD core protein with extension... 293 3e-77
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gi|16128481|ref|NP_415030.1]|
gi|304941|gb|AAA24544.1]|
gi|2920624|gb|AAC32464.1]|
gi]2462100 |emb|CAAT1849.1]|
gi|15831315|ref|NP_310088.1|
gi]23021123|gb|ZP 00060809.1 |
gi|17549358|ref |NP_522698.1|
gi|2920643|gb|AAC32478.1|
gi|22127307 | ref|NP_670730.1|
gil22978344|gb|ZP 00024102.1|
gi|3328161|gb|AAC32486.1|
gi|16121077 |ref|NP 404390.1|
gi|21243971|ref|NP_643553.1|
gi|23022084|gb|ZP 00061716.1
gi|17549524 | ref |[NP_522864.1]|
gi|21244948|ref|NP 644530.1]|
gi|26989827|ref |NP_745252.1|
gi110956041 |ref NP _052863.1]|
gi122959619|gb|ZP_00007268.1|
gi|2950328 |emb|CAAT5841 .1
gi]23022712|gb|ZP 00062244 .1
gi|17548306|ref |NP_521646.1|
gi|17548317|ref |NP_521657.1]|
gil15801684 |ref NP 287702.1]
gi]22990210|gb|ZP 00035128.1
gi|17548307 | ref|NP_521647.1]|
gi|21233528 | ref|NP 639445.1|
gi|21223079|ref |NP_628858.1|
91123021913 |gb|ZP_00061559.1|
gil20090892|ref NP 616967.1]
gi|17548698|ref |NP_522038.1|
gi|23472801|gb|ZP 00128123.1
gi|17548697|ref|NP_522037.1|
gi|17547189|ref|NP_520591.1|
gi|27497168|gb|AAN64198.1|
gi123471623|gb|ZP 00126952.1 |
gi|17548679|ref|NP_522019.1|
gi|15597654 | ref |NP 251148.1|
gi|17549804 |ref|NP_523144.1|
gi]15597880 | ref|NP 251374.1|
gi|17548680|ref|NP_522020.1|
gil23472764|gb|ZP_00128086.1
gil23107707gb|ZP _00093972.1|
gil27366862|ref |NP_762389.1]|
gi123022085|gb|ZP 00061717.1
gi|24216032|ref|NP 713513.1]|
gi|22124175|ref|NP_667598.1|
gil16123757 | ref|NP_407070.1|
gi115800280 |ref NP 286292.1]
gi]23021914|gb|ZP 00061560.1
gi|21231092|ref|NP_637009.1]|
gil22971463|gb|ZP_00018419.1
gi123062660|gb|ZP_00087432.1
gi121243803|ref |NP_643385.1]
gi123022061|gb|ZP 00061695.1|
gi]23021222|gb|ZP 00060906.1
gi|15829859|ref|NP_308632.1|
gi|24111710|ref |NP_706220.1]|
gi121232323|ref NP _638240.1]
gi|15837447 |ref|NP_298135.1]|
gi|16123750 | ref|NP 407063.1]|
gi|22124186|ref|NP_667609.1|
gi]1070029 |emb|CAA63679.1]
gi|17548372|ref|NP_521712.1|
91123028360 |gb|2P_00066765.1
gil16799530 |ref NP 469798.1]|
91121399020 |ref |NP_655005.1]
gi123021222|gb|ZP 00060906.1|
gil16080974 |ref NP _391802.1]|
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hypothetical protein [Clostridiu...
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249
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245
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236
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209
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208
207
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201
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197
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189
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180
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88

86

5e-77
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2e-76
4e-76
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2e-75
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le-65
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3e-64
Te-64
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Te-52
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3e-46
2e-45
2e-44
2e-44
2e-43
2e-43
5e-20
7e-19
3e-16
le-15
le-14
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Anhang

5 In den Tabellen der BLAST-Ergebnisse verwendete Abkiirzungen der Orga-

nismennamen

A. mediolanus
A. tumefaciens
B. anthracis
B. cereus

B. japonicum
B. flavum

B. linens

C. elegans

C. glutamicum
C. hutchinsonii
C. septicum

C. unshiu

F. solani

F. oxosporum f. sp. lycopersici

L. esculentum

L. innocua

L .monocytogenes
M. degradans

M. leprae

M. loti

M. tuberculosis
O. iheyensis

P. abyssi

P. alcaligenes

P. furiosus

P. multicoda

R .metallidurans
R. solanacearum
S. agalactiae

S. antibioticus

S. avermitilis

S. clavuligerus

S. coelicolor

S. globisporus

S. lincolnensis

T. erythraeum

T. fusca

V. cholerae

V. parahaemolyticus
X. axonopodis pv. citri
X fastidiosa

Y. pestis

Agromyces mediolanus
Agrobacterium tumefaciens
Bacillus anthracis

Bacillus cereus
Bradyrhizobium japonicum
Brevibacterium flavum
Brevibacterium linens
Caenorhabditis elegans
Corynebacterium glutamicum
Cytophaga hutchinsonii
Clostridium septicum
Citrus unshiu

Fusarium solani

Fusarium oxosporum f. sp. lycopersici
Lycopersicon esculentum
Listeria innocua

Listeria monocytogenes
Microbulbifer degradans
Mycobacterium leprae
Mesorhizobium loti
Mycobacterium tuberculosis
Oceanobacillus iheyensis
Pyrococcus abyssi
Pseudomonas alcaligenes
Pyrococcus furiosus
Pasteurella multicoda
Ralstonia metallidurans
Ralstonia solanacearum
Streptococcus agalactiae
Streptomyces antibioticus
Streptomyces avermitilis
Streptomyces clavuligerus
Streptomyces coelicolor
Streptomyces globisporus
Streptomyces lincolnensis
Trichodesmium erythraeum
Thermobifida fusca

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus
Xanthomonas axonopodis pv. citri
Xylella fastidiosa

Yersinia pestis
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Anhang

6 Betreute Laborpraktika/Diplomarbeiten

Wihrend dieser Arbeit betreute Laborpraktika und Diplomarbeiten, deren Ergebnisse in

die Arbeit einflossen:

Laborpraktika

Melanie Mailénder (2001)

Birte Abt (2001)

Sandra Schott (2002)

Diplomarbeiten

Ines Griafen (2000/2001)
Herstellung einer Cosmid-Genbank von Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

und Analyse der chp-1-Genregion.

Julia F. Ludewig (2002) (in Kooperation mit Annette Burger):
Konstruktion eines Promotorprobevektors zur Analyse von Promotoren aus Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis.

Birte Abt (2002/2003):
Etablierung eines Systems zur Komplementation von Transposonmutanten von Clavibac-

ter michiganensis subsp. michiganensis.
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