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Einleitung

Einleitung
Rhizobien-Leguminosen-Interaktion

Rhizobien sind gram-negative Bodenbakterien, die eine enge Interaktion mit Pflanzen eingehen
konnen. Sie besitzen die Fahigkeit, Luftstickstoff zu reduzieren und der Pflanze als Nahrstoff
verfigbar zu machen. Als Gegenleistung werden Sie von der Pflanzen mit
Kohlenstoffverbindungen versorgt. Dieser Prozess findet in einer mutualistischen Interaktion, der
Symbiose, statt. Als Endosymbionten leben die Rhizobien in pflanzlichen Zellen, innerhalb

spezifischer Pflanzenorgane, den Wurzelknéllchen.

Viele Vertreter der Rhizobien gehoren zu den a-Proteobakterien. Dabei wurden fiir die a-
Rhizobien die Genera Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Neorhizobium, Rhizobium und Sinorhizobium/Ensifer beschrieben (MacLean et al. 2007;
Gyaneshwar et al. 2011; Mousavi et al. 2014).

Die Wirtspflanzen fiir a-Rhizobien sind Vertreter der Familie Leguminosae (Unterfamilien:
Papilionoideae, Cesalpinioideae und Mimosoideae) und Parasponia aus der Familie der Ulmaceae
(Deakin & Broughton 2009). In den vergangenen Jahren wurden zunehmend auch Bakterien
identifiziert, die die Knollchenbildung bei Leguminosen induzieren, aber bisher nicht den
Rhizobien zugeordnet wurden. Darunter sind Vertreter der a-Proteobakterien, z.B.
Ochrobacterium, Devosia und Methylobacterium (Sy et al. 2001; Rivas et al. 2002; Jourand et al.
2004; Trujillo et al. 2005). Auch in der Gruppe der B-Proteobakterien wurden knéllchenbildende
und Stickstoff-fixierende Endosymbionten identifiziert. Diese wurden als Vertreter der Gattungen
Ralstonia, Cupriavidius oder Burkholderia Spezies charakterisiert (Moulin et al. 2001; Chen et al.
2003). Diese B-Rhizobien gehen vor allem mit Leguminosen der Unterfamilie Mimosoideae
Symbiose ein (Gyaneshwar et al. 2011). Vertreter der Actinomyceten (Frankia sp.) induzieren
Wurzelknollchen an Pflanzen der Gattung Alnus (Pawlowski & Sirrenberg 2003).

Das Wirtsspektrum der Rhizobien ist meist sehr eng auf eine oder wenige charakteristische
Wirtspflanzen begrenzt. Beispiele hierfiir sind die Interaktionen von Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii mit Weissklee und Mesorhizobium loti mit Hornklee. Einzelne Vertreter der Rhizobien
konnen aber auch ein extrem breites Wirtsspektrum aufweisen, z.B. Sinorhizobium fredii NGR234
mit tiber 100 verschiedenen Wirtspflanzen (Pueppke & Broughton 1999). Bradyrhizobium
japonicum besitzt ein relativ enges Wirtsspektrum. Neben der landwirtschaftlich bedeutenden
Interaktion mit Soja (Glycine max), kann Bradyrhizobium japonicum mit Kuhbohne (Vigna
unguiculata), Mungbohne (Vigna radiata) und Purpurbuschbohne (Macroptilium atropurpureum)

eine funktionelle Knéllchensymbiose eingehen.
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Die Wirtsspezifitdt ist in einem molekularen Signalaustausch zwischen Bakterien und Pflanzen
begriindet, der die Erkennung der Symbiosepartner, die Besiedelung des Wirts, die bakterielle

Differenzierung und die pflanzliche Abwehr beeinflusst (Downie 2010).

Symbiose: Stadien, Funktion, Differenzierung

Ein komplexer Prozess mit engem Signalaustausch zwischen den Interaktionspartnern fiihrt zur
Ausbildung der Symbiose. Dieser Prozess durchlauft mehrere Phasen. Die Erkennung der
Symbiosepartner erfolgt in mehrere Stufen. Eine Reihe verschiedener Verbindungen werden von
der Pflanze in den Boden abgegeben. Chemorezeptoren an der Oberflache der Rhizobien erkennen
einzelne Verbindungen und induzieren Chemotaxis (Meier et al. 2007; Webb et al. 2014). Vor
allem Dicarbonsduren und Aminosauren agieren als Lockstoffe fiir Rhizobien (Armitage et al.
1988; Barbour et al. 1991; Brencic & Winans 2005). Fiir die Anlagerung der Rhizobien an die
Wurzeloberflache ist vor allem die Fahigkeit zur Bildung eines Biofilms von Bedeutung (Downie
2010). Pflanzliche Lectine sowie rhizobielle Oberflachenpolysaccharide, Adhesine und Flp-Pili
spielen dabei eine Rolle (Laus et al. 2006; Rodriguez-Navarro et al. 2007; De Hoff et al. 2009;
Downie 2010; Mongiardini et al. 2016).

Bei der Erkennung der Symbiosepartner werden spezifische Signale ausgetauscht. Die Pflanzen
sekretieren Flavonoide, die sich abhdngig von der Pflanzenspezies in ihrer Struktur, im
Sattigungsgrad und in ihrem Hydroxylierungsmuster unterscheiden. Die Flavonoide der
Wirtspflanze werden von den Rhizobien erkannt. Dafiir sind in Rhizobien verschiedene
Regulatorproteine, wie NodD, NodV-NodW und SyrM, verantwortlich. Rhizobien produzieren und
sekretieren daraufhin spezifische Nod-Faktoren (Gottfert 1993; Schultze & Kondorosi 1998). Das
sind Lipo-Chito-Oligosaccharide, die von den Pflanzen durch Nod-Faktorrezeptoren erkannt
werden (Radutoiu et al. 2007). Dieser Signalaustausch l6st in den Interaktionspartnern komplexe
Regulationsmechanismen aus, welche die Infektion und Kolonisierung von Zellen des
Wurzelcortex erlauben und zur Bildung von funktionellen Knoéllchen mit stickstofffixierenden
Bakteroiden fiihren (Popp & Ott 2011; Oldroyd 2013). Eine Vielzahl weiterer Signalmolekiile ist
notwendig um in diesem Prozess die natiirlichen Abwehrmechanismen der Pflanzen und die
Differenzierung der Bakterien zu Bakteroiden zu regulieren. Dazu gehoren die verschiedenen von
Rhizobien produzierten Polysaccharide (Becker et al. 2005; Downie 2010). Exopolysaccharide
(EPS) und kapsuladre Polysaccharide (KPS) sind in frithen Infektionsstadien, vor allem bei der
Erkennung der Symbiosepartner und der Anheftung der Bakterien an die Wurzelhaarzellen
wichtig (Janczarek et al. 2015). Die Lipopolysaccharide (LPS) sind in spateren Stadien der
Symbiose involviert (Becker et al. 2005; Janczarek & Rachwat 2013; Janczarek et al. 2015).

Neben den Polysacchariden sekretieren Rhizobien eine Vielzahl von Proteinen, welche die

Interaktion mit ihren Wirtspflanzen beeinflussen.
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Proteinsekretionssysteme

Proteinsekretionssysteme spielen eine wichtige Rolle in der Interaktion von Bakterien mit ihrer
Umwelt. Sie transportieren Proteine aus dem Cytosol in den extrazelluldiren Raum, in einigen
Fallen auch bis in Wirtszellen. Fiir gram-negative Bakterien wurden mindestens 9 verschiedene
Sekretionssysteme (T1SS-T9SS) fiir Proteine beschrieben (Desvaux et al. 2009; Glew et al. 2012).
Dabei kann zwischen einstufigen und zweistufigen Transport unterschieden werden. Einstufige
Sekretionssysteme transportieren die Proteine direkt aus dem Cytosol in den Uberstand, und
geben ihre Substrate nicht im Periplasma frei. Dieser einstufige Transport wird durch die
Sekretionssysteme vom Typ-I, Typ-III, Typ-IV und Typ-VI vollzogen (Chagnot et al. 2013). Die Typ
[II-, Typ IV- und Typ VI-Sekretionssysteme sind in der Lage die Proteine durch extrazelluldre

Strukturen (Nadel, Pili) bis in eine eukaryotische Wirtszelle einzuschleusen.

Beim zweistufigen Transport werden die Proteine zunachst durch das Sec- oder Tat-System ins
Periplasma transportiert. Erst im zweiten Schritt werden sie durch ein Sekretionssystem (T2SS,
T5SS, T7SS, oder T8SS) in den Uberstand transportiert. Die Substrate fiir den zweistufigen
Transport tragen N-terminale Sekretionssignale fiir die Erkennung durch das Sec- bzw. Tat-

System (Desvaux et al. 2009; Chagnot et al. 2013).

Typ I-Sekretionssysteme

Aufbau und Funktion der T1SS

Typ [-Sekretionssysteme (T1SS) sind Sec-unabhdngige Systeme. Sie transportieren Proteine in
einem Schritt aus dem Cytoplasma in den extrazellularen Raum. Das erste untersuchte T1SS ist
das Sekretionssystem fiir a-Hamolysin (HlyA) aus E. coli. Typ I-Sekretionssysteme bestehen aus
drei Proteinen in der Zellhillle des Bakteriums. In der inneren Membran befindet sich ein ATP-
bindendes Protein (ABC-Protein). In der dufieren Membran bildet ein Membranprotein (TolC-
Trimer) eine Proteinpore (Koronakis et al. 2000). Die dritte Komponente ist ein
Membranfusionsprotein (MFP). Dieses Protein ist auf der periplasmatischen Seite der inneren
Membran lokalisiert. Wahrend des Transports verkniipft es die Membrankomponenten des
Sekretionsapparates (Lenders etal. 2013; Thomas etal. 2014). Die Energie fiir den Transport wird
durch die Hydrolyse von ATP am ABC-Protein auf der cytoplasmatischen Seite der Membran

geliefert. Dafiir ist die Interaktion des Substrats mit dem ABC-Protein notwendig.

Substrate des T1SS
Die Substrate der Typ I-Sekretionssysteme tragen ein C-terminales Sekretionssignal, das nicht
abgespalten wird. Dieses Signal ist eher ein Strukturmotiv als eine konservierte Sequenz (Thomas

et al. 2014). Der Transport der Substrate erfolgt posttranslational und ungefaltet (Debarbieux &
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Wandersman 2001; Fernandez & de Lorenzo 2001). Untersuchungen haben gezeigt, dass der C-
Terminus der Proteine zuerst an der Oberflache der Zelle erscheint (Lenders et al. 2015). Typ I-
Sekretionssysteme sind vor allem bei pathogenen Bakterien weit verbreitet. Typische Substrate
fiir T1SS sind Adenylatzyklasen, Lipasen, Proteasen und Toxine. Dabei kann die Grofle der
Substrate deutlich variieren, von 19 kDa bei HasA aus Serratia marcescens bis zu mehreren
hundert kDa bei MARTX- und RTX-Proteinen (Letoffe et al. 1994; Hinsa et al. 2003; Satchell 2011;
Holland et al. 2016). Typische Substrate fiir das T1SS sind RTX-Proteine. Viele dieser Proteine sind
wichtige Pathogenitatsfaktoren, da sie in Wirtszellen lonenkanale ausbilden kénnen, und dadurch
den Zelltod provozieren (Benz 2016). Ein Merkmal fir diese Proteine sind
Sequenzwiederholungen, die sogenannten ,repeats. Besonders das Sequenzmotiv GGXGXDXXX
tritt in wenigen bis zu iiber 50 Wiederholungen in Substraten des T1SS auf (Delepelaire 2004;
Linhartova et al. 2010; Thomas et al. 2014).

T1SS in Rhizobien

Als eines der ersten sekretierten Proteine wurde NodO aus Rhizobium leguminosarum bv. viciae
identifiziert (de Maagd et al. 1989). NodO zeigt Sequenzdhnlichkeit zu RTX-Proteinen und besitzt
eine C-terminale nichtspaltbare Signalsequenz. Der Transport des Proteins erfolgt durch ein Typ
[-Sekretionssystem (Economou et al. 1990; Scheu et al. 1992; Sutton et al. 1996; Finnie et al.
1997). NodO kann in vitro Kationen-selektive Kanale in Lipiddoppelschichten bilden und ist ein
Calcium-bindendes Protein (Sutton et al. 1994). Fiir die Induktion der Knéllchenbildung an Vicia
hirsuta wird NodO in R. leguminosarum bv. viciae essentiell, wenn die Gene nodEF! fehlen (Downie
& Surin 1990). Detaillierte Studien zeigten, dass NodO fiir die Entwicklung funktioneller
Infektionsschlduche von Bedeutung ist (Walker & Downie 2000).

In Rhizobien wurden mehrere Vertreter der T1SSe nadher untersucht. Dazu gehéren das
PrsD/PrsE-System und das ExpD1/ExpD2-System (Finnie et al. 1997; Krol & Skorupska 1997;
York & Walker 1997; Finnie et al. 1998; Moreira et al. 2000; Russo et al. 2006; Krehenbrink &
Downie 2008). Eine Reihe von Proteinen, z.B. ExpE1, die Adhesine RapA1, RapA2, und RapC sowie
Polysaccharid-modifizierenden Proteine, z.B. ExoK, ExsH, und die Polysaccharidlyasen PlyA und
PlyB sind als Substrate fiir diese T1SSe in verschiedenen Rhizobien identifiziert worden (Finnie
et al. 1998; Moreira et al. 2000; Ausmees et al. 2001; Russo et al. 2006; Fauvart & Michiels 2008;
Krehenbrink & Downie 2008).

1 NodE und NodF sind fiir die Fettsduremodifizierung der Nod-Faktoren verantwortlich.
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Typ II-Sekretionssysteme

Aufbau und Funktion

Typ lI-Sekretionssysteme sind komplizierte Multiproteinkomplexe, die sowohl bei pathogenen als
auch nichtpathogenen gram-negativen Bakterien verbreitet sind. Substrate des T2SS sind im
allgemeinen Enzyme, wie Proteasen, Lipasen, Phosphatasen und Kohlenhydrat-modifizierende

Enzyme.

T2SS bestehen aus 12-15 verschiedenen Proteinen, die vier Struktureinheiten ausbilden: einen
periplasmatischen Pseudopilus, die Pore in der dufieren Membran, den Komplex der inneren
Membran und die ATPase (Korotkov et al. 2012). Die Bestandteile des periplasmatischen
Pseudopilus sind durch gspG, gspH, gspl, gsp/ und gspK codiert. Die Aspartatpeptidase GspO
prozessiert die Komponenten des Pseudopilus (Strom et al. 1993; Korotkov et al. 2012). Die Pore
in der dufderen Membran wird durch das Sekretin GspD gebildet, das unter Vermittlung von GspS
in die Membran eingebaut wird (Hardie et al. 1996; Koo et al. 2012). Der Komplex in der inneren
Membran wird durch die Proteine GspC, GspL, GspM und GspF gebildet, die sich in enger
Assoziation mit der cytoplasmatischen ATPase GspE befinden (Korotkov et al. 2012). Die
Interaktion der Untereinheiten erfolgt wiahrend des Transportes vermutlich dynamisch

(Korotkov et al. 2012).

Die Proteine gelangen iliber das Sec- oder Tat-System aus dem Cytoplasma ins Periplasma
(Voulhoux et al. 2001; Korotkov et al. 2012; Putker et al. 2013). Die Substrate besitzen zur
Erkennung im Cytoplasma die typische Signalsequenz am N-Terminus. Diese Signalsequenz wird
nach dem Export durch das Sec-System im Periplasma abgespalten (Lee & Schneewind 2001). Die
Substraterkennung durch das T2SS erfolgt im Periplasma. Bisher konnte keine konservierte
Sequenz als Sekretionssignal identifiziert werden. Es sind vermutlich strukturelle Signale fiir die
Erkennung verantwortlich. Eine wichtige Voraussetzung fiir den Transport ist die Faltung der
Proteine in den ,Sekretions-kompetenten“ Zustand. Die Energie fiir den Transport erhilt das T2SS
durch Hydrolyse von ATP durch die ATPase auf der cytoplasmatischen Seite der inneren
Membran. Ein komplexer Ubertragungsmechanismus erméglicht die Energietibertragung fiir den
Transport der Substrate vom Periplasma durch die dufsere Membran (Camberg & Sandkvist 2005;

Korotkov & Sandkvist 2019).
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T2SS in Rhizobien

Einige Rhizobien besitzen Gene, die flir potentielle T2SS codieren. Bisher wurden keine
eindeutigen Nachweise fiir den Transport von Proteinen durch T2SS in Rhizobien beschrieben.
Sinorhizobium fredii NGR234 besitzt ein Gencluster mit 13 ORFs, die fiir ein T2SS codieren
konnten (Schmeisser et al. 2009). In S. fredii HH103 und M. loti wurden jeweils 11 ORFs in einem
sehr ahnlichem Gencluster detektiert (Schmeisser et al. 2009; Vinardell et al. 2015). B. japonicum
USDA110 besitzt ein trunkiertes Cluster mit nur 8 ORFs (Kaneko et al. 2002; Schmeisser et al.
2009). In Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841 und S. meliloti 1021 wurden keine Gene fiir
ein T2SS detektiert (Krehenbrink & Downie 2008; Schmeisser et al. 2009).

In S. fredii NGR234 und SfHH103 wurden einzelne Proteine als potentielle Substrate fiir den
Transport durch das T2SS beschrieben. Die codierenden Gene sind gemeinsam mit den
konservierten Komponenten des Sekretionssystems im T2SS-Gencluster lokalisiert (Schmeisser

etal. 2009; Vinardell et al. 2015).

Typ III-Sekretionssysteme

Aufbau und Funktion

Typ IlI-Sekretionssysteme (T3SS) sind komplizierte Proteinkomplexe, die den Transport
bakterieller Proteine aus dem Cytoplasma bis in die eukaryotische Zelle vermitteln. Der Transport
der Proteine durch das T3SS erfolgt in einem Schritt ohne Zwischenstufen und ohne Beteiligung
des Sec-Systems. In pathogenen Bakterien sind die Funktion des T3SS und die sekretierten
Proteine zumeist von entscheidender Bedeutung fiir die Interaktion mit dem Wirtsorganismus
(Mudgett 2005). Auch nichtpathogene Bakterien nutzen T3SS in der Interaktion mit
eukaryotischen Organismen (Viprey et al. 1998; Cusano et al. 2011; Barret et al. 2013). In
Mikroorganismen sind die Bestandteile des T3SS hochkonserviert, im Gegensatz dazu sind die
sekretierten Proteine in den einzelnen Spezies sehr verschieden (Cornelis 2006; Galan & Wolf-
Watz 2006; Galan 2009; Diepold & Wagner 2014).

Durch rontgenkristallographische Untersuchungen, Kernmagnetresonanzspektroskopie und
Kryoelektronenmikroskopie konnten Sekretionsapparate von pathogenen Bakterien, wie
Salmonella typhimurium, Shigella flexneri und enteropathogenen Escherichia coli (EPEC), bis zur
molekularen Auflosung dargestellt werden (Kubori et al. 1998; Tamano et al. 2000; Blocker et al.
2001; Sekiya et al. 2001; Yip et al. 2005; Zarivach et al. 2007; Abrusci et al. 2014; Portaliou et al.
2016; Hu et al. 2018; Majewski et al. 2019). Das Sekretionssystem kann in drei grofde strukturelle
Bausteine unterteilt werden: den Basalkorper, der beide bakteriellen Membranen durchspannt;
das extrazellulire Segment; und die cytoplasmatischen Komponenten, die mit der inneren

Membran assoziiert sind (Portaliou et al. 2016, Hu et al. 2017).
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Der Basalkérper besteht aus mehreren Ringstrukturen und ist das Kernstiick des
Sekretionsapparates. Er bildet einen kontinuierlichen Tunnel durch die innere Membran, das
Periplasma und die dufsere Membran (Marlovits et al. 2004; Schraidt & Marlovits 2011; Radics et
al. 2014).

Die extrazelluliren Strukturen der T3SS unterscheiden sich bei pflanzenpathogenen und
tierpathogenen Bakterien (Roine et al. 1997; He & Jin 2003; Weber & Koebnik 2005). Bei
Pflanzenpathogenen wird sie als Hrp-Pilus (hypersensitive response pathogenicity) bezeichnet. Der
Hrp-Pilus ist hohl, lang, diinn und scheinbar flexibel. Im Gegensatz dazu ist die Nadelstruktur, die
bei tierpathogenen Bakterien beobachtet wurde, starr, kiirzer und besitzt einen grofieren
Durchmesser (Roine et al. 1997; Daniell et al. 2001; Van Gijsegem et al. 2002; Ghosh 2004; Weber
& Koebnik 2005; Lara-Tejero & Galan 2019). Die Funktion der extrazellularen Strukturen ist bei
Nadel und Hrp-Pili gleich. Sie durchspannen den extrazelluldren Raum bis zur Wirtszellmembran
und bilden einen Kanal fiir die Effektorproteine (Roine et al. 1997; Brown et al. 2001; Biittner &
Bonas 2002; Lara-Tejero & Galan 2019). An der Spitze der Nadel bzw. des Pilus befinden sich die
Translocatorproteine, welche eine Pore in der Wirtszellmembran bilden (Blocker et al. 1999;
Rossier et al. 2000; Scherer et al. 2000; Chatterjee et al. 2013; Myeni et al. 2013; Park et al. 2018).
Auf der cytoplasmatischen Seite des Transportapparates befindet sich der ATPase-Komplex. Die
ATPase ist liber den C-Ring und weitere Helferporteine an den Transportapparat assoziiert
(Jackson & Plano 2000; Blaylock et al. 2006; Diepold & Wagner 2014). Die ATPase ist essentiell
fir den Transport von Proteinen durch das T3SS. Es wurde gezeigt, dass sie Ahnlichkeit zu den
ringformigen AAA+ ATPase-Maschinen beim Proteinabbau besitzt. Sie kdnnte an der Ablosung
und Entfaltung der Transportsubstrate von den Chaperonen beteiligt sein (Akeda & Galan 2004;
Lorenz & Bittner 2009; Majewski et al. 2019).

Fiir den Aufbau eines funktionellen Sekretionssystems werden mehr als 20 Proteine benétigt,
wovon mindestens 15 Proteine feste Bestandteile des Systems sind (Cornelis 2006; Biittner
2012). T3SSe sind evolutionar mit dem Flagellarapparat verwandt (Gophna et al. 2003; Diepold &
Armitage 2015). Strukturelle Gemeinsamkeiten von Flagellarapparat und T3SS wurden vor allem
im Basalkorper und im cytoplasmatischen ATPase-Komplex gefunden (Blocker et al. 2003;

Diepold & Armitage 2015; Portaliou et al. 2016).

Substrate des T3SS

Durch das T3SS werden verschiedene Arten von Proteinen sekretiert. Dazu gehoren
Helferproteine, Strukturproteine, die am Aufbau des Sekretionsapparates beteiligt sind, und
Effektoren, die in die Wirtszelle injiziert werden. Zu den sekretierten Strukturproteinen gehdren
die Untereinheiten des Pilus bzw. der Nadel und die Komponenten des Translokons.
Helferproteine sind z.B. Zellwand-degradierende Enzyme, die den Einbau des Translokons in die

Wirtszellmembran begiinstigen. Effektorproteine greifen in wichtige Funktionen der Wirtszelle
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ein, um die Infektion des Wirtsorganismus zu ermoglichen. Sie beeinflussen die
Abwehrreaktionen, greifen in Signalwege ein, binden, modifizieren oder inhibieren
Schliisselmolekiile, sie modulieren die Genexpression oder verandern die Stabilitat von Proteinen
(Deslandes & Rivas 2012; Feng & Zhou 2012). Fiir eine Reihe von Effektoren konnten
verschiedene Enzymaktivitdten, z.B. als Ubiquitinligase, Acetyl- und Ribosyltransferase, Protease
und Phosphatase gezeigt werden (Grant et al. 2006).

Fiir die Substraterkennung durch das T3SS wurden verschiedene Signale beschrieben. Die Signale
konnen in Aminosauresequenzen, mRNA und Chaperon-Interaktionen begriindet sein. Mehrere
Signale in einem Effektor konnen die Effizienz der Sekretion steigern (Galan & Wolf-Watz 2006).
Fiir viele Effektoren wurde das Sekretionssignal als Peptidsequenz am N-Terminus der Proteine
identifiziert. Dabei scheint keine konservierte Sequenz in den verschiedenen Effektoren zu
existieren (Mudgett et al. 2000; Schechter et al. 2004; Galan & Wolf-Watz 2006). Viele Jahre wurde
ein mRNA-codiertes Signal kontrovers diskutiert (Sorg et al. 2005). Einzelne Arbeiten zeigen jetzt
die Translokation von Proteinen in Abhdngigkeit von 5‘-untranslatierten RNA-Sequenzen unter
Beteiligung von Hfq (Niemann et al. 2013). Andere Effektoren werden mit der Hilfe eines
Chaperons zum Sekretionsapparat gefiihrt (Lohou et al. 2013). Es scheint jedoch ein Unterschied

im Signal fiir das Targeting zum T3SS und fiir die Sekretion zu existieren (Chen et al. 2013).

T3SS in Rhizobien

In verschiedenen Rhizobien, z.B. Sinorhizobium fredii NGR234, Bradyrhizobium japonicum
USDA110, B. elkanii USDA61, Mesorhizobium loti MAFF303099, S. fredii USDA257, S. fredii HH103
und Rhizobium etli CFN42 wurden funktionelle T3SS nachgewiesen (Viprey et al. 1998; Gonzalez
et al. 2003; Krishnan et al. 2003; de Lyra Mdo et al. 2006; Siifs et al. 2006; Rodrigues et al. 2007;
Lopez-Baena et al. 2008; Okazaki et al. 2009; Sanchez et al. 2009). In vielen weiteren Spezies
wurden Gencluster, die fiir Typ [1I-Sekretionssysteme codieren, identifiziert (Tampakaki 2014).
Im Gegensatz dazu besitzen Sinorhizobium meliloti 1021 und Mesorhizobium loti R7A keine Typ
[1I-Sekretionssysteme (Galibert et al. 2001; Sullivan et al. 2002).

Die Gene fiir die T3SS sind in Rhizobien in Genclustern (tts-Cluster) angeordnet, die in
symbiontischen Genregionen oder auf symbiontischen Plasmiden lokalisiert sind (Marie et al.
2001; Tampakaki 2014). Einige Rhizobien besitzen zwei unabhédngige Gencluster fiir Typ III-
Sekretionssysteme (Tampakaki 2014). Fir diese Stimme wurde die Aktivitat und Funktion des
Proteinsekretionssystems nur fiir eines der beiden Cluster (T3SS-I) nachgewiesen (Schuldes et al.
2012; Tampakaki 2014). Die funktionellen tts-Gencluster enthalten 10 ORFs die signifikante
Ahnlichkeiten zu hrc- bzw. ysc-Genen von T3SS pathogener Bakterien aufweisen (Hueck 1998;
Marie et al. 2001). Die konservierten Proteine in Rhizobien wurden darum mit Rhc (rhizobium
conserved) in Analogie zu Hrc bzw. Sct der pathogenen Systeme bezeichnet (Bogdanove et al.

1996; Hueck 1998; Viprey et al. 1998; Marie et al. 2001).
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Neben den konservierten rhc-Genen findet man weitere ORFs, z.B. nopA und ttsl, die spezifisch fiir
rhizobielle T3SS sind. Effektoren sind nur teilweise in den tts-Genclustern codiert. So wurden die
Gene von Effektoren auch in anderen Regionen der rhizobiellen Genome gefunden (Sif2 et al.

2006; Kimbrel et al. 2013; Vinardell et al. 2015).

Typ IV-Sekretionssysteme

Die Typ IV-Sekretionssysteme (T4SS) sind funktionell sehr vielfaltig. Sie konnen DNA, Proteine
und DNA-Proteinkomplexe bei direktem Zell-Zellkontakt in prokaryotische und eukaryotische
Zellen transportieren. Die T4SS werden in drei grofie Unterfamilien eingeteilt: die
Konjugationssysteme, die Protein-Transportsysteme und die ,DNA uptake/release“ Systeme
(Souza et al. 2012; Christie et al. 2014). Die Konjugationssysteme transferieren DNA von einer
bakteriellen Zelle in eine andere, die Proteintransportsysteme sind verantwortlich fiir den
Transport von Effektorproteinen in eukaryotische Wirtszellen. Das VirB/VirD4-System von
Agrobacterium tumefaciens wird meist als Referenz fiir T4SS betrachtet. Die ,,DNA uptake/release”
Systeme transportieren DNA aus oder ins extrazellulire Medium (Christie et al. 2017; Hofreuter
etal. 2001).

T4SS sind Multiproteinkomplexe, der aus 12 und mehr verschiedenen Proteinen aufgebaut wird.
Das Sekretionssystem ist aus vier funktionellen Substrukturen aufgebaut: der ATPase-Einheit,
dem Innermembran-Komplex, dem Periplasma-durchspannenden Komplex in der &ufderen
Membran und dem extrazelluldren Pilus (Fronzes et al. 2009; Christie et al. 2014).

Die Substrate des T4SS tragen ein Sekretionssignal am C-Terminus. Die bekannten Signale
besitzen keine Sequenzkonservierung, tragen aber vermehrt positiv geladene (Arginin) und
hydrophobe Aminosauren (Vergunst et al. 2005). Es gibt weitere Hinweise auf zusatzliche interne
Motive bei den Effektoren, die als Signal fiir die Sekretion dienen. Bei der Erkennung sind oftmals
auch Chaperone und Helferproteine beteiligt (Christie et al. 2014). Der Transport der
Effektorproteine erfolgt zumeist Sec-unabhangig aus dem bakteriellen Cytosol in die Zielzelle. Fiir

einzelne Beispiele wurde aber auch die Beteiligung des Sec-Systems beschrieben.

Typ IV in Rhizobien

Gene fiir T4SS wurden in verschiedenen Rhizobien nachgewiesen. Bei Mesorhizobium loti R7A
wurde gezeigt, dass wenigstens zwei Proteine durch das T4SS in Pflanzenzellen transportiert
werden konnen. Die Funktion des T4SS in M. loti R7A hat deutlichen Einfluss auf die Symbiose mit
bestimmten Wirtspflanzen (Hubber et al. 2004).

In weiteren Rhizobien wurden Gene, die flir potentielle T4SS codieren, identifiziert, z.B. in
Sinorhizobium meliloti 1021, S. fredii HH103, B. japonicum USDA110 und Rhizobium
leguminosarum (Kaneko et al. 2002; Jones et al. 2007; Krehenbrink & Downie 2008; Vinardell et
al. 2015).
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Typ V-Sekretionssysteme

Die Typ V-Sekretionssysteme sind die vermutlich einfachsten Transportsysteme fiir den
zweistufigen Export von Adhesinen, Enzymen, Toxinen und Virulenzfaktoren (Henderson et al.
2004). Es existieren mehrere Untergruppen fiir T5SS, die Autotransporter (Desvaux et al. 2004;
Bernstein 2019), die ,Zwei- Partner-Transporter” (Clantin et al. 2007), trimere Autotransporter
(Cotter et al. 2005), ,Fusionierte Zwei-Partner-Systeme* (Salacha et al. 2010, Leo et al. 2012) und
invertierte Autotransporter (Leo et al. 2012, Gawarzevski et al. 2013). Die Autotransporter
bestehen aus einem einzelnen Protein, dass zwei funktionelle Domanen vereint: eine
Passengerdomane (o) und eine Translokationsdoméne (). Bei den Zwei-Partner-Transportern
sind diese Doménen auf zwei Proteine verteilt. Die Proteine werden mit einem N-terminalen Sec-
Signal im Cytoplasma gebildet und durch das Sec-System ins Periplasma transportiert. Dort lagert
sich die Translokationsdomine bzw. das Membranprotein in die dufiere Membran ein und
vermittelt den Transport der Passengerdomane bzw. Substratproteins nach auféen. Der Einbau
der Passengerdomine in die Membran konnte durch den Bam-Komplex (barrel assembly
machinery) vermittelt sein (Sauri et al. 2009; Bernstein 2019). Bei den Autotransportern kann es
nach dem Transport durch die dufiere Membran zu einer Abspaltung und Freisetzung der
Passengerdomine durch eine Peptidase kommen (Jacob-Dubuisson et al. 2004; Thanassi et al.
2005; Wells et al. 2007; Jacob-Dubuisson et al. 2013).

Die Identifikation der T5SS ist auf der Grundlage der Sequenz relativ unsicher. In Rhizobium

leguminosarum wurden 5 Autotransporter-Proteine postuliert (Krehenbrink & Downie 2008).

Typ VI Sekretionssysteme

Aufbau und Funktion

Die Typ VI-Sekretionssysteme (T6SS) sind in Bakterien weit verbreitet. Sie sind in grofien
variablen Genclustern codiert. Es gibt zwei Untergruppen von T6SS, die antibakteriellen Systeme
und die anti-eukaryotischen Systeme (Ma et al. 2009; Hood et al. 2010; Sana et al. 2016). Die
Sekretionssysteme reichen durch die bakterielle Zellhtille vom bakteriellen Cytoplasma, durch die
innere Membran, das Periplasma, die dufere Membran bis in die Zielzelle. Die Komponenten des
Sekretionsapparates sind eine Phagen-ahnliche Grundplatte mit Spitze, ein langer starrer innerer
Kanal und ein kontraktiler Schaft (Filloux et al. 2008; Coulthurst 2013; Basler 2015; Coulthurst
2019). Der Transport der Proteine erfolgt in einem Schritt ohne Beteiligung des Sec- oder Tat-
Apparates.

Die sekretierten Effektoren der T6SSe sind sehr variabel. Es wurden Effektoren beschrieben, die
in ihrer Wirkung auf die Zellwand, die Membran oder die Nukleinsduren zielen (Durand et al.

2014; Russell et al. 2014).
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T6SS in Rhizobien

In Rhizobium leguminosarum wurde ein Gencluster identifiziert, das fiir die Begrenzung des
Wirtsspektrums verantwortlich gemacht wurde (Roest et al. 1997; Bladergroen et al. 2003). Das
Cluster besteht aus 14 Genen, die als imp (impaired in nodulation) bezeichnet wurden. Es konnte
gezeigt werden, dass dieses Cluster fiir die Sekretion von Proteinen verantwortlich ist. Spater
stellte man fest, dass es sich dabei vermutlich um ein Gencluster fiir ein T6SS handelt. Inzwischen

wurden in einigen Rhizobien-Genomen Gene fiir T6SSe identifiziert (Sugawara et al. 2013).

Weitere Sekretionssysteme

Es wurden weitere spezifische Sekretionssysteme beschrieben, wie chaperon-usher-Transport,
Typ-VII, Typ-VIII und Typ IX-Systeme (Abdallah et al. 2007; Kharade & McBride 2015). Im
weiteren Sinne kénnte man auch die Vorgange bei der Biogenese von Typ IV-Pili Proteinsekretion

betrachten. Auf diese Systeme wird hier nicht weiter eingegangen.
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Forschungsergebnisse Kapitel 1

Zusammenfassung der Forschungsergebnisse

1. Untersuchung der Expression des Typ III-Sekretionssystems in
Knollchen und Analyse des tts-Box-Promotors

Zehner, S., Schober, G., Wenzel, M., Lang, K, Gottfert, M. 2008. Expression of the
Bradyrhizobium japonicum type Il secretion system in legume nodules and analysis of
the associated tts box promoter. Mol. Plant-Microbe Interact. 21, 1087-1093.
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Die Gene, die fiir das Typ I1I-Sekretionssystem in Bradyrhizobium japonicum USDA 110" (Bja110)
codieren, sind in einem Gencluster in der symbiontischen Region auf dem Chromosom lokalisert
(Gottfert et al. 2001; Kaneko et al. 2002). Das tts-Gencluster ist von zahlreichen
Insertionssequenzen durchsetzt und umgeben, die auf den Erwerb der Gene durch horizontalen
Gentransfer hindeuten. Im Gencluster sind sowohl die konservierten rhc gene als auch einzelne
Gene fiir sekretierte Proteine (nop; nodulation outer proteins) codiert. Zusatzlich sind einige Gene
unbekannter Funktion enthalten. Als Regulator der konservierten Gene des tts Clusters wurde
TtsI identifiziert. TtsI ist im Gencluster codiert und wird durch eine nod-Box reguliert (Krause et
al. 2002). Damit ist die Expression des Regulators Ttsl in B. japonicum abhangig von Flavonoiden,
NodD1 und NodV/NodW. Die Sequenz von Ttsl besitzt Homologie zu Regulatoren der Zwei-
Komponenten-Regulationssysteme. Diese bakteriellen Regulationssysteme bestehen aus einer
Sensorkinase und einem Regulatorprotein (Keener & Kustu 1988). Die Sensorkinase wird durch
ein externes Signal aktiviert und an einem Histidin autophosphoryliert. Durch Interaktion mit
dem Regulatorprotein wird die Phosphatgruppe vom Sensorprotein auf ein Aspartat des
Regulators libertragen. Der so aktivierte Regulator bindet an konservierte Sequenzabschnitte der
DNA und reguliert damit die Transkription der nachfolgenden Gene. Die vermutete Sensorkinase,
die mit Ttsl interagieren konnte, wurde in Rhizobien bisher nicht identifiziert. In den nicht-
translatierten Intergensequenzen des tts Genclusters wurde eine konservierte Promotersequenz,
die tts-box identifiziert (Krause et al. 2002). Diese Sequenz wurde auch in anderen rhizobiellen
tts-Genclustern nachgewiesen (Marie et al. 2004; Lopez-Baena et al. 2008; Okazaki et al. 2009). In
verschiedenen Studien an Rhizobien konnte gezeigt werden, dass Ttsl die Expression der Gene
des tts-Genclusters in Abhadngigkeit von NodD1 und Flavonoiden reguliert (Viprey et al. 1998;
Krause et al. 2002; Lopez-Baena et al. 2008).

Zusammenfassung der Publikation und eigener Beitrag

Die Idee und Planung der Experimente stammen von Susanne Zehner (S.Z.) und Michael Gottfert
(M.G.). Die Studentinnen Grit Schober (G.S.) und Mandy Wenzel (M.W.) arbeiteten unter Anleitung
von Susanne Zehner. Die Experimente mit RNA wurden von Kathrin Lang (K.L.) und Susanne
Zehner durchgefiihrt. Die Auswertung und Interpretation der Daten, sowie das Schreiben der
Veroffentlichung erfolgte durch Susanne Zehner.

Die Arbeit ,Expression of the Bradyrhizobium japonicum type Il secretion system in
legume nodules and analysis of the associated tts box promoter” beschaftigt sich mit der Aktivitat
der Ttsl-regulierten Gene und der Rolle der tts-Box fiir die Expression der downstream codierten
Gene in B. japonicum. Frihere Untersuchungen legten nahe, dass die identifizierte tts-Box-
Sequenz Teil der Promotorregion der Ttsl-regulierten Gene in Rhizobien darstellt (Krause et al.

2002). Nicht nur die konservierten rhc Gene des tts-Clusters besitzen eine tts-Box, auch fiir nop-

* Bradyrhizobium japonicum USDA110 wurde umbenannt in Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110 (Delamuta
et al. 2013). In dieser Arbeit wird durchgehend die Bezeichnung B. japonicum verwendet.
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Gene wurde diese Sequenz in der Intergenregion identifiziert (Viprey et al. 1998; Krause et al.

2002; Marie et al. 2004; Siif3 et al. 2006; Lopez-Baena et al. 2008; Okazaki et al. 2009).

Eine genomweite Analyse zur Identifizierung von tts-Box-Motiven in B. japonicum wurde

durchgefiihrt (M.G., S.Z.). Im gesamten Genom wurden 39 tts-Box-Sequenzen detektiert, wovon

31 in der symbiontischen Region lokalisiert sind. Die in 3‘-Richtung der tts-Boxen liegenden Gene

wurden auf ihre Homologie mit Eintrdgen in den Sequenzdatenbanken analysiert (Tab. 1).

Tab. 1: Identifizierte tts-Box-Sequenzen im Genom von B. japonicum USDA110 und die Analyse
der Leserahmen in 3‘-Leserichtung (aus Sif3 et al. 2006, aktualisiert).

tts-Box Sequenz Erstes Proteinbezeichnung, Alias,
Gen in Charakteristika der Proteine
Lese-
richtung
TTGTCGTCAGCTTTTCGACAGGTGCTGCAGGTAGAGTC blrléed9 NOpE2 (2) sekret. Effektor
TCTTAGTCAGCTTTTCGCAAGCTGCTCCTGCTAGCATG bsll652 hypothet . Protein
AGCTCGTCAGCTTCTCGAAAGCCAACCTTCCTAGCATT gunA2 GunA2 (1) sekret. Protein
CGCTCGTCAGCTCGACGTAAGCTAAATGTCTTAGAGGC blrlée76 NOle (4,5,10) put . Effektor
CCTACGTCAGCTACTCGTCAGCCAGCCAGTCTATGCAG blrli704 unbekannt
CTTAGGTCAGGTTGTGGTCAGTTAGGTTGTATATTATG blrl 752, NOpPl (2) sekret. Protein
nopP
ACTGCGTCAGGTTATCGACAGGTGGCGCTCGTATCATG blrl1787 NOpBA (10) hypothet . Protein
TTAGCGTCAGCTTGCCGACAGCTAGGCTTACTATGAGC bl11798 NopP2 (9) similar to NopP
NOpAH (10)
GGCTCGTCAGCTTTTCGAAAGCTAGCGCCCCTAGCATG bl111804 NOpH (2) sekret. Protein
TCATCGTCAGCTTTTCGACAGGTGTTCGGGCTACCGTA blrli806 NOpEl (2) sekret. Effektor
TCTTCGTCAGCTTCTTGCAAGCTGCCCCTGCTAGCACG bsl1l1808 NOpC (8,9) unbekannt, put .
Pilusbaustein
CGATCGTCAGCTTTTCGAAAGCTAAAGCCCCCAGCATG blrl8l 0, NOpL (7) put . sekretiert
noplL
TCTCCGTCAGGTTTTCGTCAGCTCGGCAGCCTATGAAC blrl 812, NopB (2) sekret. Proteiln
nopB
GTCTCGTCAGCTTTCAGTAAGCCAGCCCGGATACAGAG bsrl1831 unbekannt
GCGATGTCAGGTTTTGGAAAGCAAACGTGAGTAGCGAA b111840 NOpAR (10) unbekannt
GGTCTGTCAGCTGTTCGACAGCTAGGCTTTCTAGCATA b111848 NOpAJ (10) unbekannt
TCTTGGTCAGCTAGTCGTCAGCCAGTCGGCCTATCCAG blrl854 unbekannt
GCTTTGTCAGCTTTCTGTCAGCTCGTCCAAATAGTAGC blll862a NOpF(2) sekret. Protein
TCGGCGTCAGCTTACGGACAGCTAAGCTGCTTATCTGC bll11862b sekret. Protein
CCTTTGTCAGCTTCTCGAAAGCCAGCCTCTCTAACACT blrl869 NOpAB (10) unbekannt
AGCACGTCAGCTTGTCGACAGCTGATCCTAATAGAGTG bl11877 unbekannt
CATTCGTCAGCTTATCGACAGGTAGGCCTGCTAAGGGC blrl1904 NOpM2 (5) sekret. Protein
GCCTCGTCAGCTTCTCGAAAGCTTTCCCGAATACTCAC blrl 993/ Pgl (1) sekret. Proteiln
pgl
GCTTCGTCAGCTTCTCGAAAGCTAGCTTTCACATAACG blr2052 hypothet . Protein
TGGTGGCCAGCTCCTCGTCAGTTTGCCGCGATATCGGT blr2058 NOpT2 (3,4,6) Cysteinprotease (3)
TGTCCGTCAGCTCGCCATCAGCTTGTCCGGGTATCCTC blr2140 NOpTl (2,3,4,6) Cysteinprotease (3) ,
CTTTGGTCAGGTTCACGACATCTCCTTTCGAGAACAGA bsr3674 unbekannt
GGTCTGTCAGCTTCGCGTCAGGTAAGCCTTCGAGATCG blr4695 NOpAP (10) put . K*—Transpo rt

Protein
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CGCCCAACAGCTTGACGARAGCTTAACGCCCTAGGCTT flgB put. Flagellar-
protein
TTGAAGTCAGTTTGTCGTGAGTTGTCCCGGGTAGCGCT | 117131 hypothet. Protein
GCTTTGTCAGCTTTCTGTCAGCTCGTCCAAATAGTAGC | 118201 NOpAG (10 sekret. Protein
TCGTCATCAGGTTCTCGACAGCTTCCCCATTTAAGTTT | p]118244 put. Effektor D),

Protease, XopD-
dhnlich

GTCTCGTCAGCTTTCAGTAAGCTAGTCCCAATAATTGG | 1798864r | —

GACTCGTCAGCTTCTCGARAGGTAGCGCGCCTAGCGTG | 1806041r | -

ATCTCGTCAGCTTCTCGAAAGCTGCGCCTGCARACART | 2000571r | -

ATCTCGTCAGCTTCTTGARAGGTTGCGGCTACAACAAT | 2154581Ff | -

GGTTCGTCAGCTTTTGGACAGCTATTCGGTGTACAATG | 22205991 | —

GGCTTGTCAGGCTGTCGTAAGCTCAGCCCGCTAGGGTC | 6329127f | —

TCTTTGTCAGCTTTTGGAAAGCTAGCCCGAATACTCAG | 9101960f | —

(1) Caldelari Baumberger et al. 2003; (2) Hempel etal. 2009; (3) Fotiadis et al. 2012; (4) Kambara
etal. 2009 (5) Xin et al. 2012; (6) Dai et al. 2008; (7) Krause et al. 2002; (8) Okazaki et al. 2009;
(9) Tsukui et al. 2013; (10) Kimbrel et al. 2013; (11) Tsurumaru et al. 2015

Es wurden mehrere Gene identifiziert, die fiir Proteine mit Ahnlichkeit zu Effektoren pathogener
Mikroorganismen codieren. Dazu gehoren die Gene blI8244, bir2140 (nopT1), blr2058 (nopT2) und
blr1904. Fiir eine grofdere Zahl von Genprodukten konnte keine Funktion auf Grundlage von
Sequenzhomologien vorhergesagt werden. Sie sind als hypothetische oder unbekannte Gene
klassifiziert. Sieben putative tts-Box-Sequenzen konnten keinem offensichtlichen ORF zugeordnet
werden.

Durch Sequenzvergleich der identifizierten tts-Boxen konnten drei konservierte Regionen, die in
einem festen Abstand zueinander liegen, definiert werden (GTCAGcT-Ns-GacAG-N;1-A). Fiir die
tts-Box aus der Promotorregion von nopB wurden Varianten erzeugt und die Promotoraktivitat
anschlieflend durch eine Reportergenfusion mit lacZ quantifiziert (G.S.). Mit Hilfe dieser
Untersuchungen konnte die Konsensus-Sequenz der tts-Box ndher beschrieben werden.
Weiterhin konnte auch experimentell gezeigt werden, dass die tts-Box ein zentraler Bestandteil
der Promotorregion von nopB ist. Diese Schlussfolgerung sollte auf andere Gene, die in ihrer
Promotorregion eine tts-Box aufweisen, iibertragbar sein.

Die transkriptionelle Aktivitat der Gene downstream der identifizierten tts-Boxen wurde durch
semiquantitative reverse transcription-PCR analysiert (S.Z.). Es wurde Total-RNA aus Flavonoid-
induzierten Kulturen 8 h nach der Induktion mit Genistein isoliert (S.Z., K.L.). Durch die
Amplifikation von cDNA aus den downstream Regionen der tts-Boxen, konnte transkriptionelle
Aktivitdit bei 34 tts-Boxen nachgewiesen werden. Weiterhin wurde die Position des
transkriptionellen Starts von drei tts-Genen (nopB, nopL, gunA2) mittels 5'RACE (rapid
amplification of RNA ends) bestimmt (M.W. & S.Z.). Die Aktivitat ausgewahlter Gene des tts-

Genclusters von B. japonicum wurde auch wahrend verschiedener Phasen der Interaktion mit
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Macroptilium atropurpureum untersucht. Es wurden Reportergenfusionen (lacZ, uidA) mit einem
Gen, welches fiir eine Komponente des Transportapparates codiert (rhcV) und mehreren nop
Genen (nopB, nopL, blr1806, gunAZ2) fiir die Analyse in Symbiose konstruiert. Damit wurde die
Expression der Gene wahrend der Infektion in Wurzelhaaren und in reifen Knoéllchen von M.
atropurpureum nachgewiesen (S.Z.). Auch in Symbiose ist die Expression der untersuchten Gene
von Ttsl abhéngig. Die Reportergenfusionen in einer ttsl-Mutante zeigen im Gegensatz zu den
Fusionen im Wildtyp-Hintergrund keine Reporteraktivitit. Diese Untersuchungen zeigen
erstmals, dass die Gene des Typ IlI-Sekretionssystems nicht nur in initialen Phasen der

Interaktion, sondern noch in reifen Knollchen aktiv sind.
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2. ldentifizierung sekretierter Proteine von Bradyrhizobium japonicum

Sif3, C., Hempel, J., Zehner, S., Krause, A., Patschkowski, T., Gottfert, M. 2006. Identification of
genistein-inducible and type 111 secreted proteins of Bradyrhizobium japonicum. J. Biotechnol.
126, 69-77.

Hempel, |., Zehner, S., Gottfert, M., Patschkowski, T. 2009. Analysis of the secretome of the
soybean symbiont Bradyrhizobium japonicum. ]. Biotechnol. 140, 51-58.

Genomweite Sequenzanalysen und Bewertungen fiir potentiell sekretierte Proteine in B.
japonicum (unverofffentlicht)
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Fiir die Interaktion der Zellen mit ihrer Umgebung sind Proteine von grofser Bedeutung. Die gram-
negativen Zellen haben eine Reihe von Strategien und Transportmechanismen, um komplexe
hydrophile Molekiile durch die hydrophobe Lipiddoppelschicht der Zellhiille zu transportieren,
entwickelt. Die Mehrzahl der Proteine wird durch Sekretionssysteme transportiert. Aber auch der
Transport von Proteinen durch Vesikel ist moglich.

In Rhizobien ist das Typ IlI-Sekretionssystem das bisher am besten untersuchte System. Die
ersten Hinweise auf Flavonoid-induzierbare Gene, die das Wirtsspektrum von S. fredii USDA257
beeinflussen, wurden schon 1993 publiziert (Meinhardt et al. 1993). Kurz darauf erkannte man,
dass diese Gene eine wichtige Rolle fiir die Sekretion von Proteinen spielen (Krishnan et al. 1995).
Freiberg et al. 1997 beschrieben das erste vollstindige Gencluster fir ein Typ IlI-
Sekretionssystem in Sinorhizobium fredii NGR234 (frither Rhizobium sp.). Die Funktion von Typ
[1I-Sekretionssystemen wurden kurz darauf, z.B. in Sinorhizobium fredii NGR234 (frither
Rhizobium sp., Viprey et al. 1998) und S. fredii USDA257 (Krishnan et al. 2003) nachgewiesen.
Gencluster fiir T3SS wurden in einer Vielzahl, jedoch nicht allen, Rhizobienarten identifiziert
(Tampakaki 2014). Sinorhizobium meliloti 1021 und Mesorhizobium loti R7A besitzen kein T3SS.
In der symbiontischen Genregion von Bradyrhizobium japonicum USDA110 wurde ein tts-
Gencluster mit mehr als 20 Genen nachgewiesen (Gottfert et al. 2001). Darunter befinden sich
zehn Gene, die hohe Sequenziibereinstimmung mit den konservierten Genen fiir T3SSe besitzen.
Diese Gene werden als rhc-Gene (engl. rhizobium conserved) bezeichnet (Viprey et al. 1998).

In B. japonicum USDA110, Sinorhizobium fredii NR234 und S. fredii USDA257 werden die Gene des
Transportsystems durch pflanzliche Flavonoide induziert (Meinhardt et al. 1993; Krause et al.
2002; Marie etal. 2004). In einem Modell von Krause et al. (2002) wurde die Flavonoid-abhéngige
Regulation der Gene im tts-Gencluster in Bradyrhizobium japonicum beschrieben. In Gegenwart
von Flavonoiden aktivieren die Regulatoren NodD1 und das Zweikomponenten-Regulatorsystem
NodV-NodW die Expression von nod-box kontrollierten Genen. Im tts-Gencluster befindet sich
eine nod-Box in der Intergenregion des Operons ttsl-rhcC2-bll1841. Dabei codiert das Gen ttsl fiir
ein Protein, welches Ahnlichkeit zur Regulatorkomponente von Zwei-Komponenten-
Regulationssystemen besitzt. Krause et al. (2002) konnten zeigen, dass die Flavonoid-abhdngige
Expression der Gene im tts-Gencluster auch von TtsI abhangt.

Im Gencluster von B. japonicum sind neben den konservierten Genen fiir den Sekretionsapparat
einige Gene vorhanden, die Ahnlichkeit zu Genen anderer Rhizobien besitzen und potentielle

Substrate des T3SS darstellen.
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Zusammenfassung der Publikationen und eigene Arbeiten

Die Idee und Planung der Experimente stammen von Susanne Zehner (S.Z.) und Michael Gottfert
(M.G.). Die Studentin Christin Sifs (C.S.) fiihrte die Experimente zur Identifizierung
genisteinabhdngiger sekretierter Proteine unter Anleitung von Michael Gottfert und Susanne
Zehner durch. Jana Hempel untersuchte im Rahmen ihrer Promotion das Sekretom mittels 2 D-
Gel-Elektrophorese. Die zugehorigen MS-Analysen wurden von Thomas Patschkowski
durchgefiihrt. Die Proben fiir die Proteomanalyse mittels ESI-MS und nano-LC-MS/MS wurde von
Susanne Zehner prapariert und anschliefdend die Daten ausgewertet.

Die Arbeit “Identification of genistein-inducible and type III secreted proteins of
Bradyrhizobium japonicum” beschaftigt sich mit dem Nachweis sekretierter Proteine in
Gegenwart des Pflanzensignals Genistein und eines funktionellen Typ IlI-Sekretionssystems.

Die Proteine der Kulturiiberstande von Kulturen von B. japonicum, mit und ohne Genistein-
Induktion, wurden mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese analysiert.

In ersten Analysen wurden die Flagelline (codiert durch bll6865 und bll6866) als
Hauptkomponenten im Uberstand von B. japonicum identifiziert. In Anwesenheit dieser Proteine
war die gelbasierte Analyse weniger abundanter Proteine im Uberstand deutlich erschwert.
Durch gezielte Mutagenese wurden diese Flagellin-Gene durch ein Resistenzgen im Genom
ersetzt. Bei diesem Stamm (B. japonicum BJDA283) konnten iiber 100 Proteinspots im
konzentrierten Uberstand nachgewiesen werden. Beim Vergleich der Proteine im Uberstand
induzierter und nicht-induzierter Kulturen Kkonnten deutlich mehr Proteinspots in den
induzierten Uberstinden detektiert werden. Um nachzuweisen, dass diese Proteinspots auf die
Aktivitdait des T3SS zuriickzufithren sind, wurden zwei Doppelmutanten verwendet. Diese
Doppelmutanten tragen neben der Mutation der Flagellin-Gene eine Deletion in ttsl, dem
Regulatorgen des tts-Genclusters (BJDA139-289), bzw. eine Deletion im Operon des tts
Genclusters nolB-rhcJ-nolUV-rhcN (BJDA132-289). In diesen Mutanten wird das T3SS nicht
exprimiert (BJDA139-289) bzw. ist nicht funktionell (BJDA132-289), da essentielle Komponenten
des Transportsystems nicht gebildet werden. Der Vergleich der Proteine der Uberstinde von
diesen Doppelmutanten mit der Flagellin-Mutante zeigte 22 Proteinspots, die nur in Gegenwart
von Genistein, dem Regulatorprotein Ttsl und einem funktionellen T3SS sekretiert werden. Davon
konnten 8 Proteine eindeutig identifiziert werden. Drei Proteinspots ergaben keine auswertbaren
Daten. Bei den identifizierten Proteinen handelt es sich um mehrere hypothetische Proteine
(Blr1649, BlIr1806, Bll11862/BlI8201), ein Protein (Blr1752) mit Ahnlichkeit zu NopP aus
Sinorhizobium fredii NGR234, eine Endoglucanase (GunA2) und drei Proteine mit Ahnlichkeit zu
Komponenten des Flagellenapparates (B116856, Bl16857, Blr6884). Ein Protein (NopF) ist im
Genom durch zwei identische Gene (bllI8201 und bll1862) codiert. Des Weiteren wurden einige

Proteine in mehreren Spots detektiert. Das Protein Blr1649/NopE2 wurde in drei Spots,
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Blr1806/NopE1 wurde in acht Proteinspots nachgewiesen. Dabei zeigten die Spots im
zweidimensionalen Gel ein deutlich geringeres Molekulargewicht als fiir diese Proteine erwartet
wurde. Im Vergleich der Gelbilder fallt auf, dass die Genistein-induzierbaren Proteine sowohl in
den Uberstinden der Mutante des Regulators TtslI als auch der Mutante des Sekretionsapparates
fehlen. Das deutet daraufhin, dass diese Proteine durch Ttsl reguliert werden. In friiheren
Untersuchungen (Kapitel 1) wurde in der Promotorregion von Ttsl-regulierten Genen ein
konserviertes Motiv, die tts-Box, identifiziert. Dieses Motiv wurde in den ,upstream“-Regionen
von sechs Genen der identifizierten Proteine gefunden. In den ,upstream“-Intergenregion der
Gene bll6856, bll6857, blr6884, die fiir Proteine mit Ahnlichkeit zum Flagellenapparat codieren,
konnte keine tts-Box identifiziert werden. Bei einer Analyse des Genoms auf das konservierte tts-
Box-Motiv wurden 39 Motive detektiert. Eine grofle Zahl dieser Sequenzen liegt in der
symbiontischen Region oberhalb von annotierten Genen. Diese Gene sind vermutlich Bestandteile
des Ttsl-Regulons. Es wird vermutet, dass einige dieser Gene fiir weitere potentielle Typ III-
sekretierte Proteine codieren.

In der Arbeit ,Analysis of the secretome of the soybean symbiont Bradyrhizobium
japonicum® wurde die Gesamtheit der extrazelluliren Proteine im Kulturiiberstand von B.
japonicum mittels Gel-basierter Methoden analysiert. Die extrazelluldren Proteine wurden aus der
Kultur einer Flagellinmutante (BJDA283) von B. japonicum isoliert und mittels zweidimensionaler
Gelelektrophorese untersucht. Von den liber 100 detektierten Proteinspots wurden 68 Proteine
mittels MALDI-TOF/MS identifiziert. Mindestens 15 Proteine wurden in mehreren Spots
identifiziert, was auf post-translationale Modifikationen oder Proteindegradation hinweist. Die
identifizierten Proteine wurden nach ihrer annotierten Funktion in sieben Gruppen geordnet: (a)
Transport und Substratbindung (24), (b) Energiemetabolismus und metabolische Enzyme (9), (c)
Transkription, Translation und Proteinreifung (6), (d) Mobilitit (10), (e) Zellwand (3), (f)
unklassifizierte, konservierte und hypothetische Proteine (10), und (g) Typ Ill-abhdngige
sekretierte Proteine bzw. nodulation outer proteins (6).

Die Proteine des Uberstandes von induzierten und nicht-induzierten Kulturen wurden zusétzlich
aus dem SDS-Polyacrylamidgel durch nanoLC-MS/MS Analyse untersucht. In diesen Analysen
wurden weit mehr Proteine in den Uberstinden identifiziert (772 hits). Dabei konnten alle in der
2D-PAGE identifizierten Proteine, mit den Ausnahmen Blr3918 und Bl10333, verifiziert werden.
Ein grofle Zahl der im Uberstand identifizierten Proteine sollte aufgrund ihrer vermeintlichen
Funktion im Inneren der Zelle lokalisiert sein. Der Vergleich der Daten mit Analysen des zellularen
Proteoms zeigte, dass viele der identifizierten Proteine auch im Zellinhalt nachweisbar sind
(Sarma & Emerich 2006).

In der 2D-PAGE wurden 18 Proteinspots detektiert, die im Uberstand der Kulturen nur nach
Induktion mit Genistein auftraten. In fritheren Analysen konnten bereits 5 Proteine davon

identifiziert werden (Sif3 et al. 2006). Bisher konnten aber nicht alle vorhergesagten potentiell
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sekretierten Proteine, z.B. NopL und NopB, detektiert werden. Durch die Analyse mittels LC-
MS/MS wurden in der induzierten Probe drei weitere Nops identifiziert, NopB, NopH und NopT1.
Diese Proteine wurden nur in der induzierten Probe nachgewiesen. NopB besitzt 57% Ahnlichkeit
zu den gleichnamigen sekretierten Proteinen aus Sinorhizobium fredii NGR234, USDA257, HH103
und 59% mit NopB aus Mesorhizobium loti MAFF303099 (Lorio et al. 2004; Saad et al. 2005;
Rodrigues et al. 2007; Okazaki et al. 2010). NopH wurde bisher nicht in anderen Rhizobien
detektiert. NopT1 zeigt die hochste Sequenziibereinstimmung (58%) mit dem sekretierten
Protein NopT aus Sinorhizobium fredii NGR234 (Dai et al. 2008). Uber kiirzere Sequenzabschnitte
(~170 Aminoséuren) zeigt NopT1 auch Ahnlichkeit zu Effektoren der YopT-Familie (Shao et al.
2002).

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von verschiedenen
Flavonoiden auf die Expression von Genen des TtsI-Regulons. Zur Analyse der Expression und
Sekretion wurde das Gen gunAZ2 mit der Sequenz des myc-tags fusioniert. Dieses Gen besitzt eine
tts-Box in seinem upstream Bereich und wurde als Typ Ill-sekretiertes Protein identifiziert
(Kapitel 1, Siif et al. 2006). Damit ist dieses Fusionsprotein ein geeigneter Reporter fiir die
Flavonoid-abhédngige Expression und Sekretion. Die Bildung des Fusionsproteins wurde in
Zellinhalt und im Uberstand nach Zugabe von Genistein, Daidzein oder Coumestrol verfolgt. Die
starkste Expression wurde mit Genistein induziert, wahrend mit Coumestrol Kkeine

Proteinproduktion nachweisbar war.

Genomweite Sequenzanalysen auf weitere potentiell sekretierte Proteine in B. japonicum
110 (unveroffentlicht)
Im Genom von Bjal10 wurden Gene fiir Typ I-, Typ II-, Typ IlI-, Typ IV, Typ V- und Typ VI-

Sekretionssysteme identifiziert (Tab. 1).

So verschieden wie die fiir den Proteintransport verwendeten Sekretionssysteme sind auch die
sekretierten Proteine bei Rhizobien. In unseren Analysen wurden iiber 100 Proteine im
Uberstand von Bradyrhizobium japonicum USDA110 identifiziert. Eine Vielzahl dieser Proteine
besitzen eine Signalsequenz oder wurden durch PsortB und Smart als extrazellulare Proteine von
Bjal10 vorhergesagt (Hempel et al. 2009). Fiir die Sekretion der Proteine nutzt Bjal10

verschiedene Sekretionssysteme, aber auch passiver Transport ist moglich.
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Tabelle 1: Bezeichnung der Gene die potentiell fiir Sekretionssysteme in Bja110 codieren.

Sekretionssystem Gene Referenz
Typ I (HlyA, HlyB, TolC) bll3035, bir4473

bll6292- bll6293
Typ II (Gsp) bll6014-bll6015- bll6016-

bll6017- bll6018- bll6019-
bll6020- bll6021, blr6022
GspS, GspC, Gspl, GspO: n.d.
Typ III (Rhc) bll1811-bll1842-blr1813- Kaneko et al. 2002
blr1815-bIr1816-blr1818-
blr1819-bsr1820-blr1821-
blr1822-bll1800

Typ IV (VirB) bsl7141-bll1440-bll1439- Kaneko et al. 2002
bll1437-bll1436-bll1435-
bll1434, bsl6587

Typ V (autotransporter, TPT) | blr6013, bl17882, blr5538, Kaneko et al. 2002

blr4129, blr4056, blr3865,
blr1361, blr0772, bll7792
Typ VI bli3587, bll3592, blr3596,
blr3600, blr3601
n.d. anhand von Sequenzanalysen nicht detektiert

Typ I-sekretierte Proteine

In Bradyrhizobium japonicum USDA110 wurden die Komponenten des Typ [-Sekretionssystems
durch Sequenzahnlichkeit mit TolC (Protein der dufderen Membran blI3035 und blr4473), HlyD
(Membranfusionsprotein, bll6292) und HlyB (ABC-Protein bll16293) identifiziert (KEGG
Datenbank).

Substrate des T1SS besitzen ein C-terminales Sekretionssignal. Dieses Signal besitzt keine
konservierte Sequenz, sondern wird eher durch eine bestimmte Struktur bestimmt (Thomas et al.
2014). Viele Substrate von T1SS in anderen Organismen sind RTX-Proteine, die zusatzlich an
Sequenzwiederholungen eines Glycin-reichen Motivs erkennbar sind (Linhartova et al. 2010
Thomas et al. 2014 Delepelaire 2004). In fritheren Sequenzanalysen wurden im Genom von
Bjal10 neun Proteine mit diesen Glycin-reichen Sequenzwiederholungen (GG repeats)
identifiziert. Diese Proteine sind potentielle Substrate fiir das T1SS: blr0135, bll13109, bli3563,
bll3714, bll5471, blr5821, bll6207, bll6035, und bll7792 (Delepelaire 2004). Eigene Analysen mit

dem Programm MOTIF search (www.genome.jp) ergaben 52 Kandidaten mit mindestens

einmaligem Auftreten des Sequenzmotivs GGxGxDxxx im Proteom von Bj110 (Tabelle Al,
Anhang). In einer anschlief3enden PSortB 3.0-Analyse kann fiir 11 dieser Proteine mit GG-repeats
eine extrazellulare Lokalisierung vorhergesagt werden (blr1364, bli3109%, bl13563%), bli3714%),
bll4090, blr4 200, blr58219%, bll6027%, bll6035%, blr6969, bll7673). Zusammen mit den fritheren
Analysen sind diese 14 Proteine potentielle Substrate fiir ein T1SS in Bj110. In den Sekretom-

Analysen von Bj110 konnte bisher jedoch keines dieser vorhergesagten Typ I-Substrate detektiert

a) Proteine, die in zwei unabhéngigen bioinformatischen Analysen identifiziert wurden
(Delepelaire 2014; diese Arbeit).
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Typ II-Sekretion

Das Typ II-Sekretionssystem (T2SS) ist ein Proteinkomplex der von Gram-negativen Bakterien
zum Transport gefalteter Proteine aus dem Periplasma in den extrazelluliren Raum genutzt wird.
Die Substrate des T2SS gelangen durch das Sec- bzw. das Tat-System ins Periplasma und besitzen
eine N-terminale Signalsequenz. Im Genom von Bjall0 wurde ein trunkiertes Gencluster
bestehend aus 9 konservierten Genen fiir ein Typ II-Sekretionssystem detektiert. Die Gene fiir die
Komponenten gspS, gspC, gspL und gspO konnten anhand von Sequenzvergleichen nicht
identifiziert werden. Untersuchungen zur Funktion des T2SS in Bjal110 wurden bisher nicht
berichtet. Die am haufigsten identifizierten Substrate fiir T2SS sind extrazelluldre degradierende
Enzyme, die am Abbau von Biopolymeren beteiligt sind, wie z.B. Cellulasen und Proteasen
(Nivaskumar & Francetic 2014). Im Uberstand von Bja110 wurden nur die Endoglucanasen Pgl
und GunAZ2 identifiziert. Diese Proteine wurden jedoch erst nach Zusatz von Flavonoiden und in
Abhangigkeit vom T3SS sekretiert. Hinweise auf die Funktionalitdt des T2SS in Bjal10 konnten in

dieser Arbeit nicht gefunden werden.

Typ IV- und Typ V-Sekretion

Im Genom von Bjal10 wurde nur ein trunkiertes Typ IV-Sekretionssystem identifiziert, welches

vermutlich nicht funktionell ist (Kaneko et al. 2002).

In einer Publikation (Schmeisser et al. 2009) wurde iiber zwei ORFs fiir potentielle
Autotransporter (Typ V) im Genom von Bja110 berichtet, jedoch wurden keine Namen/locus-tags
angegeben. Eine Recherche in der Genomdatenbank ergab die Gene blr6013, bll7882, blr5538,
blr4129, bir4056, blr3865, blr1361, blr0772, bll7792, welche Ahnlichkeit zu Typ V-Transportern
aufweisen. Diese besitzen typische Motive fiir Autotransporter bzw. Two-partner-
Transportsysteme (smart00869, TIGR02602, pfam13229, pfam03797, pfam12951, c¢d12820,
TIGR04415). Aufgrund der Sequenzldnge kénnen davon sicher einige Kandidaten (z.B. blr1361,
blr3865) ausgeschlossen werden. In den Sekretomdaten von Bjal110 wurde allerdings keines der

vorhergesagten Proteine identifiziert.
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3. Untersuchung der sekretierten Proteine NopE1 und NopE?2

Wenzel, M., Friedrich, L., Gottfert, M., Zehner, S. 2010. The type Ill-secreted protein

NopE1 affects symbiosis and exhibits a calcium-dependent autocleavage activity. Mol.
Plant-Microbe Interact. 23, 124-129.

Schirrmeister, J., Friedrich, L., Wenzel, M., Hoppe, M., Wolf, C., Gottfert, M., Zehner, S. 2011.

Characterization of the self-cleaving effector protein NopE1 of Bradyrhizobium japonicum. ].
Bacteriol. 193, 3733-3739.
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In einer Reihe von Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Funktion des Typ III-
Sekretionssystems die Wirtsspezifitit und die Interaktion von Rhizobien mit ihren Wirtspflanzen
beeinflusst (Viprey et al. 1998 Marie et al. 2003 Okazaki et al. 2013). In den meisten Stimmen
wurde durch die Mutation des T3SS die Interaktion mit spezifischen Wirtspflanzen entweder
positiv oder negativ beeinflusst (Staehelin & Krishnan 2015). In Anlehnung an die Erkenntnisse
von pflanzenpathogenen Bakterien wurde vermutet, dass einzelne sekretierte Proteine fiir diesen
Effekt verantwortlich sind (Deakin & Broughton 2009). Der Einfluss des Typ IlI-
Sekretionssystems auf die Interaktion ist die Summe der Wirkung der einzelnen Nops. Dabei
konnen sich positive und negative Wirkung der Effektoren kompensieren (Deakin & Broughton
2009 Skorpil et al. 2005 Kambara et al. 2009 Sanchez et al. 2012). Die Funktion von Effektoren ist
bisher nur in wenigen Fallen untersucht. Dabei wurde die Aktivitit der rhizobiellen Effektoren in

den meisten Faillen dank ihrer Homologie zu pathogenen Effektoren detektiert.

Zusammenfassung der Publikationen und eigene Arbeiten

Aus vorangegangenen Arbeiten gab es deutliche Hinweise, dass das Protein NopE1 eine Rolle in
der Interaktion mit der Wirtspflanze spielt. Das Gen nopE1 ist innerhalb des Genclusters fir
essentielle Gene des Typ IlI-Sekretionssystems codiert. Im ,upstream*“-Bereich von nopE1 wurde
ein konserviertes Promotorelement, die tts-Box, identifiziert. Es wurde gezeigt, dass die
Expression des Gens nopE1 (frither id205) vom Pflanzensignal Genistein und den Regulatoren
NodD1, NodVW und Ttsl abhingig ist (Krause et al. 2002). Weiterhin zeigte eine
Reportergenfusion (nopE1-lacZ) Aktivitit in reifen Knollchen von Macroptilium atropurpureum
an (Kapitel 1 Zehner et al. 2008). Es wurde postuliert, dass es sich um ein neues rhizobielles
Effektorprotein handelt, da das Protein im Uberstand Genistein-induzierter Kulturen
nachgewiesen wurde. Die Sekretion ist zudem abhéngig von einem funktionellen T3SS (Siif et al.
2006 Hempel et al. 2009). Das Protein NopE1l wurde in den Gel-basierten Analysen der
Kulturiiberstinde in mehreren Fragmenten, jedoch nicht mit seinem theoretischen
Molekulargewicht von 51 kDa detektiert. Das deutet auf eine Prozessierung des Proteins hin (Siif3
etal. 2006). B. japonicum besitzt ein homologes Protein, NopE2, das ebenfalls in Abhdngigkeit von
Genistein und dem T3SS in den Uberstand sekretiert wird und ebenfalls nie in der erwarteten
Grofze im Uberstand nachgewiesen werden konnte.

In der Arbeit , The type I1I-secreted protein NopE1 affects symbiosis and exhibits calcium-
dependent autocleavage activity” wurden die sekretierten Proteine NopE1l und NopE2 von
Bradyrhizobium japonicum ndher untersucht.

Die Idee und Planung der Experimente stammen von Susanne Zehner (S.Z.) und Michael Gottfert
(M.G.). Die StudentInnen Mandy Wenzel, Liane Flor, Christine Wolf, Lars Friedrich, Markus Hoppe
und Jana Schirrmeister arbeiteten unter Anleitung von Susanne Zehner. Eigene experimentelle

Arbeiten im Labor von S.Z. waren die Etablierung des Reportersystem fiir die Translokation in
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Bja110, die Herstellung der benétigten Mutanten und Reporterstimme, die Durchfithrung der
Translokationsexperimente und die Pflanzentests mit Vigna radiata KPS2. Die Auswertung und
Interpretation der Daten, sowie das Schreiben der Verdéffentlichungen erfolgte durch S.Z.
Allgemein wird angenommen, dass Effektoren durch das T3SS bis in die eukaryotischen Zellen
transportiert werden. Durch die Verwendung eines Reportersystems, basierend auf der
Calmodulin-abhangigen Adenylatzyklase cya von Bordetella pertussis, gelang der Nachweis der
Translokation von Effektoren in eukaryotische Zellen in pathogenen Systemen (Subtil et al. 2005).
In dieser Arbeit wurde erstmalig dieses Reportersystem auch fiir rhizobielle Systeme erfolgreich
eingesetzt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Proteine NopE1 und NopE2 durch das T3SS
von B. japonicum in die Pflanzenzelle transportiert werden. Dafilir wurden das Reportergen cya an
verschiedenen Stellen in die Gensequenzen von NopE1 und NopE2 ins Genom von B. japonicum
integriert. Die Aktivitdt des Reporters wurde 14 Tage nach Inokulation in Knéllchen von M.
atropurpureum gemessen. Weiterhin wurde gezeigt, dass der N-Terminus der Proteine das Signal
fiir die Sekretion liber das T3SS enthalt.

Der Einfluss der Proteine NopE1 und NopE2 auf die Knoéllchenbildung wurde an verschiedenen
Wirtspflanzen getestet. Durch die Deletion und Mutation der codierenden Gene wurden
verschiedene Stimme erzeugt, in denen nur jeweils ein Gen betroffen ist (BJD718 fiir AnopE1 und
BJD215 fiir nopEZ2-), sowie Stimme in denen beide Gene (BJDA718-BJD215 und BJDA718-A644)
defekt sind. Diese Stdimme wurden in Pflanzentests mit Soja (Glycine max), Mungbohne (Vigna
radiata) und Macroptilium atropurpureum eingesetzt. Beim Vergleich der Pflanzen, die mit
Wildtyp bzw. mit den Einzelmutanten beimpft waren, wurde Kkein Einfluss auf die
Knéllchenentwicklung beobachtet. Eine deutliche Verringerung der Knoéllchenzahlen wurde
hingegen beobachtet, wenn Soja oder Macroptilium atropurpureum mit einer Doppelmutante mit
Defekten in beiden Genen (nopE1, nopE2) inokuliert wurde. Diese Beobachtung deutet auf eine
positive Wirkung der Proteine fiir die Interaktion hin. Die Experimente mit Mungbohne zeigen
einen gegenteiligen Effekt. Der Wildtypstamm B. japonicum und die Einzelmutanten fiir nopE1
bzw. nopE2 erwiesen sich als schlechte Interaktionspartner fiir die verwendete
Mungbohnenvarietdt (V. radiata KPS2). Die Doppelmutanten mit Defekten in beiden Genen
(BJDA718-B]D215 und BJDA718-A644) besitzen im Gegensatz dazu eine sehr gute
Nodulationseffizienz auf der Mungbohnenvarietdt KPS2. Sie sind in der Lage an 86-91 % der
getesteten Pflanzen Knéllchen zu induzieren. Diese Nodulationseffizienz ist vergleichbar mit der
des Bakterienstammes A132 (96 % auf V. radiata KPS2), der durch eine Gendeletion nicht in der
Lage ist, Proteine iiber das T3SS zu sekretieren. Die Interaktion von B.japonicum mit der
Mungbohnenvarietdat KPS2 wird demnach stark durch die sekretierten Proteine, im Besonderen
von NopE1l und NopE2, beeinflusst. Es zeigt auch, dass die Sekretion der Proteine NopE1 und
NopE2 durch das T3SS essentiell fiir ihre Wirkung als Effektoren ist.
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Die Proteine NopE1 und NopE2 wurden in fritheren Arbeiten stets in definierten Fragmenten
detektiert (Stfs et al. 2006). Um diese Fragmentierung genauer zu untersuchen, wurde NopE1 als
Fusionsprotein mit Glutathion-S-transferase (GST) heterolog in E. coli exprimiert. Das Protein
wurde in E. coli in seiner vollen Grofde produziert. Die Fragmentierung des gereinigten
Vollangenproteins kann durch die Zugabe von 25 mM Calciumchlorid induziert werden. Dabei
entstehen drei Fragmente mit den Grofden 15 kDa, 23 kDa und 13 kDa. In weiteren Versuchen
wurde gezeigt, dass die Fragmentierung durch EDTA und EGTA inhibiert werden kann, jedoch
nicht durch andere Proteaseinhibitoren. Es war unklar, ob die Fragmentierung ein
autoproteolytischer Prozess ist, oder eine bisher unbekannte Protease die Spaltung des Proteins
vollzieht. Da das heterolog exprimierte und gereinigte Protein auch die Fragmentierung zeigt,
deutet das auf einen autokatalytischen Spaltprozess hin. Die N-Termini der internen Fragmente
wurden durch Edman-Abbau bestimmt, und ergaben fiir beide Fragmente die Sequenz PHVDA.
Diese Sequenz befindet sich intern in zwei konservierten Domadnen (DUF1521) von NopE1. Eine
Protease mit einer Erkennungssequenz GD’PH ist bisher nicht beschrieben (MEROPS peptidase
database). Durch spezifische Mutagenese wurden die umliegenden 8 Aminosdurereste
(IKGD‘PHVD) an der C-terminalen Spaltstelle von NopE1 einzeln gegen Alanin ausgetauscht. Nur
der Austausch der unmittelbar zur Spaltstelle benachbarten Aminosduren Asparaginsaure (D359)
und Prolin (P360) fiihrte zur Inhibierung der Spaltung an dieser Position. Der Austausch beider
Asparaginsdurereste an den Spaltstellen (D147 und D359) gegen Alanin fiihrte zur Bildung eines
nichtspaltbaren Proteins. Ein Stamm der nur diese nichtspaltbare NopE1-Proteinvariante bildet,
zeigte in Pflanzentests, dass die Fragmentierung des Effektors NopE1 von grofler Bedeutung fiir
seine Funktion in der Symbiose ist.

In der Arbeit ,Characterization of the self-cleaving effector protein NopEl of
Bradyrhizobium japonicum” wurde das Protein NopEl und seine Fragmentierung weiter
untersucht. Fiir NopE1 wurden in der Datenbank zwei konservierte Domadnen unbekannter
Funktion (DUF1521) zugeordnet. Uber diese Doménen ist keine Funktion, Struktur oder Aktivitit
bekannt. In dieser Arbeit wurde das Protein NopE1 und seine Varianten als GST-Fusionsproteine
in E. coli produziert. Durch Verkiirzung der Domanen vom N- und C-Terminus wurde gezeigt, dass
die Fragmentierung von NopE1 sehr wahrscheinlich eine autokatalytische Reaktion ist. Dabei sind
die Doméanen essentiell fiir die Selbstspaltungsaktivitdt des Proteins. Fiir die effiziente Spaltung
sind mindestens 140 Aminosauren der Doméadnen notwendig, wobei mindestens 40 Aminosauren
vor, und 100 Aminosduren nach der Spaltstelle vorhanden sein miissen. Die Spaltaktivitat ist
dabei lokal auf die jeweilige Doméane begrenzt. Eine intakte Domdne konnte keine Spaltung in
einer defekten (verkiirzten) Doméane erzeugen, obwohl diese eine vollstindige Spaltstelle enthielt.
Unter nativen Bedingungen bildet das Protein NopE1 Oligomere. Auch die Fragmente liegen nach
der Spaltung assoziiert vor. Die Spaltaktivitit von NopE1l ist in einem breiten pH- und

Temperaturbereich stabil. Sogar das Erhitzen des Proteins auf 90 °C fiir 20 min fithrte nur
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kurzzeitig zu einem Aktivitdtsverlust. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur konnte erneut
Selbstspaltungsaktivitit beobachtet werden. Die Aktivitat konnte bisher nur durch Calciumionen
induziert werden. Weitere zweiwertige Kationen wurden in der Konzentration von 25 mM
getestet (CdClz, CoCl;, CuCl;, MgCl;, MnCl, NiClz, ZnS04). Dabei wurde keine Spaltaktivitat fiir
NopE1 detektiert. Aufgrund der Calciumabhangigkeit der Reaktion kann die Spaltung von NopE1
durch die Chelatoren EDTA und EGTA inhibiert werden. Andere Proteaseinhibitoren (Aprotinin,
Leupeptin, AEBSF, Pepstatin A, 1,10-Phenanthrolin) und auch ein kommerzieller
Proteaseinhibitor-Mix haben keinen Einfluss auf die Spaltaktivitat von NopE1.

Eine autoproteolytische Spaltung an den Aminosduren Aspartat und Prolin kénnte iiber ein
zyklisches Zwischenprodukt, z.B. Succinat, erfolgen. Um diese Vermutung zu tberpriifen, wurde
die Aminosdure Aspartat (D147) an der Spaltstelle gegen Glutaminsdure und Asparagin
ausgetauscht. Interessanterweise ist das Protein mit dem Austausch unter Erhalt der
Saurefunktion (D147E) weiterhin spaltbar, wahrend der Austausch gegen Asparagin zu
Inhibierung der Spaltaktivitat fiihrt. Das ist in Hinblick auf die Rolle von Calcium an der Spaltung
interessant. Das Kation konnte liber die Sdurefunktion an der Spaltstelle koordinieren, wahrend
die Koordination an der Seitenkette mit Sdureamid-Funktion (Asparagin) diese Koordination
nicht stattfinden kann. In der Primarsequenz von NopEl wurde weiterhin ein Calcium-
Bindemotiv dhnlich dem einer EF-hand direkt benachbart zur Spaltstelle postuliert. Um zu
untersuchen, ob dieses Motiv fiir die Spaltung essentiell ist, wurden ebenfalls gezielte
Aminosdureaustausche an den konservierten Positionen eingefiihrt. Nur eine der vier
postulierten Koordinationsstellen fiir Calcium wurde als essentiell fiir die Spaltung identifiziert.
Damit konnte das postulierte Calcium-Bindemotiv nicht bestatigt werden. Weiterhin muss geklart
werden, durch welche Aminosduren Calcium an das Protein gebunden wird und in die
Selbstspaltung eingreift.

In den offentlichen Sequenzdatenbanken konnten einige wenige Proteinsequenzen identifiziert
werden, die Ahnlichkeit zu den beschriebenen Proteinen NopE1 und NopE2 aufweisen. Dabei ist
die signifikante Ubereinstimmung auf die konservierte DUF1521 Domine beschrinkt. Die
identifizierten Proteine stammen aus Proteobakterien verschiedener Klassen. Sie besitzen nur
eine DUF1521 Domane. Die Lange der Doméne und die Sequenz der putativen Spaltstelle (GDPH)
sind in allen Proteinen konserviert. Experimentelle Daten sind fiir diese Proteine zum Zeitpunkt
der Veroffentlichung nicht verfligbar. In zwei Bakterienstammen, Burkholderia phytofirmans PsJN
und Vibrio coralliilyticus ATCC-BAA450 sind die Proteine innerhalb des Genclusters fir
Komponenten des Typ IlI-Sekretionssystems codiert. Beide Bakterien sind bekannt fiir ihre
Interaktion mit Eukaryoten. B. phytofirmans ist ein Betaproteobakterium, welches als Epiphyt und
Endophyt mit verschiedenen Pflanzen interagiert (Compant et al. 2008). V. coralliilyticus ist ein
pathogenes Gammaproteobakterium, welches als der Verursacher der Korallenbleiche

identifiziert wurde (Ben-Haim et al. 2003). Die DUF1521-Doménen sind moglicherweise typisch
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fiir Effektorproteine. Im Genus Bradyrhizobium sind eine Reihe von sehr dhnlichen Proteinen

detektiert worden (Tsukui et al. 2013; Duran et al. 2018).
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4. Untersuchung von konservierten MIIA-Domanen

Schirrmeister, J., Zocher, S., Flor, L., Gottfert, M., Zehner, S. (2013) The domain of unknown
function DUF1521 exhibits metal ion-inducible autocleavage activity - a novel example from
a putative effector protein of Vibrio coralliilyticus ATCC BAA-450. FEMS Microbiol. Lett. 343,

177-182.
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Zwei sekretierte Proteinen, NopE1 und NopE2, von Bradyrhizobium japonicum USDA110 tragen
jeweils zwei Domianen unbekannter Funktion (DUF1521). Diese Dominen wurden auch in
Proteinen anderer Mikroorganismen identifiziert (Wenzel et al. 2010 Schirrmeister et al. 2011).
Untersuchungen zur Funktion dieser Domanen fiihrten zu ersten Erkenntnissen iiber einen
ungewoOhnlichen Spaltmechanismus (Kapitel 3). In Vibrio coralliilyticus ATCC-BAA450 (Vc450)
wurde das Protein VIC_001052 identifiziert, welches eine DUF1521 Domaéne enthalt. Dieses
Protein ist in unmittelbarer Nachbarschaft zu Genen fiir ein potentielles Typ III-Sekretionssystem
auf einem Megaplasmid von Vc450 codiert. Das Bakterium Vc450 wurde als Verursacher der
Korallenbleiche von Pocilla damicornis identifiziert (Ben-Haim et al. 2003). Diese Krankheit wird
durch den Abbau und den Verlust der endosymbiontischen Mikroalgen verursacht (Hayes & Bush
1990 Rosenberg et al. 2009 Vidal-Dupiol et al. 2011). Im Extremfall filhrt der Verlust der
photosynthetisch aktiven Endosymbionten zum Absterben der Koralle. In Laboruntersuchungen
wurde gezeigt, dass die Infektion der Koralle mit Vc450 nur bei erhohter Temperatur zur
Ausbildung von Krankheitssymptomen fiihrt (Ben-Haim et al. 2003; Vidal-Dupiol et al. 2011). Das
wurde mit der Beeintrachtigung der natiirlichen Immunabwehr der Koralle bei erhdhter
Umgebungstemperatur und damit verstarkter Anfalligkeit fiir die Infektion mit Vibrio begriindet
(Vidal-Dupiol et al. 2011; Vidal-Dupiol et al. 2014). In einer Proteomstudie an Vc450 wurde eine
Reihe von Proteinen identifiziert, die bei erhéhter Temperatur vermehrt gebildet werden (Kimes
et al. 2012). Die Rolle der einzelnen identifizierten Virulenzfaktoren wird noch untersucht. Die
Proteine des Typ III- Sekretionssystems wurden in dieser Studie allerdings nicht durch die
Veranderung der Umgebungstemperatur beeinflusst.

In der Arbeit ,The domain of unknown function DUF1521 exhibits metal ion-inducible
autocleavage activity - a novel example from a putative effector protein of Vibrio coralliilyticus
ATCC-BAA 450“ wurde die konservierte Domine DUF1521 des Proteins VIC_001052 auf ihre
potentielle Selbstspaltungsaktivitdt untersucht.

Die Idee und Planung der Experimente stammen von Susanne Zehner (S.Z.) und Michael Gottfert.
Die Studentlnnen Jana Schirrmeister, Sara Zocher und Liane Flor arbeiteten unter Anleitung von
Susanne Zehner. Die Auswertung und Interpretation der Daten, sowie das Schreiben der
Veroffentlichung erfolgte durch Susanne Zehner.

Das hypothetische Protein VIC_001052 besitzt eine DUF1521-Domane, die mittig im Protein liegt.
Es zeigt das konservierte Spaltmotiv GD‘PH an Position 115-118. In der Sequenzanalyse wurden
zwei unterschiedliche Programme fiir die Vorhersage der Ausdehnung der Domane verwendet.
RPS-Blast definiert eine partielle Doméane mit einer Linge von 120 Aminosauren (73-192 aa).
MotifScan schlagt eine Ausdehnung der Domane von Aminosadure 73 bis 246 vor. Beide Varianten
wurden in E. coli als MalE-Fusionsproteine erzeugt. Die gereinigten Fusionsproteine wurden mit
Calciumionen (25 mM) inkubiert und auf ihre Spaltaktivitat untersucht. Das Fusionsprotein mit

der partiellen Domédne (MVic73-192) zeigt keine Fragmentierung bei Inkubation mit
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Calciumionen. Das Fusionsprotein mit dem langeren Sequenzabschnitt (MVic73-246) aus
VIC_001052 zeigt nach Inkubation mit Calciumionen zwei Fragmente. Im SDS-Gel konnte fiir beide
Fusionsproteine als auch fiir das vermutliche C-terminale Fragment ein verzogertes
Laufverhalten beobachtet werden. Die apparente Molekulgrofie fiir die Fusionsproteine (60 kDa
und 71 kDa) weicht deutlich von der berechneten Molekiilgrofie fiir die Fusionsproteine (48 kDa
und 62 kDa) ab. Fiir die Spaltung des Fusionsproteins am potentiellen Spaltmotiv GD'PH werden
Fragmente mit einem Molekulargewicht von 48 kDa fiir das N-terminale Fragment und 14 kDa fiir
das C-terminale Fragment erwartet. Das potentielle C-terminale Fragment wurde bei einer
Molekiilgrofie von ca. 22 kDa beobachtet. Darauthin wurde dieses Fragment durch Edman
Sequenzierung analysiert. Die N-terminalen Aminosduren wurden mit PxFD bestimmt. Diese
Sequenz tritt im Fusionsprotein nur einmal am postulierten Spaltmotiv GD‘PHFD auf. Durch einen
gezielten Aminosidureaustausch (D116A) konnte die Spaltstelle bestitigt werden. Diese
Proteinvariante wird in Gegenwart von Calciumionen nicht mehr fragmentiert. Damit konnte
bestitigt werden, dass diese Aminosdureposition essentiell fiir die Spaltaktivitit ist.

In weiteren Untersuchungen wurde getestet, welchen Einfluss die Temperatur und
unterschiedliche Metallionen auf die Spaltaktivitit der DUF1521 Domaéne besitzen. Das spaltbare
Fusionsprotein MVic73-246 wurde bei 0 bis 30 °C mit und ohne Calciumlésung inkubiert. Bei allen
getesteten Temperaturen konnte Spaltaktivitdt in den Proben, die mit Calciumlésung versetzt
waren, beobachtet werden. Die Spaltung des Fusionsproteins war bei allen getesteten
Temperaturen nahezu vollstindig. Demnach konnte kein Einfluss der Temperatur auf die
Spaltaktivitit beobachtet werden. Die Spaltung des Fusionsproteins wurde bisher nur in
Gegenwart von Calciumionen untersucht. Verschiedene zweiwertige Metallionen (Cd?+, Co?+, Cu?+,
Mg2?+, Mn2?+, Ni2+, Zn2+) wurden getestet, ob diese die Spaltung des Fusionsproteins induzieren
konnen. Die Untersuchungen in MOPS-Puffer zeigten nahezu vollstindige Spaltung des
Fusionsproteins nach der Inkubation mit Mn2+. Mit Cd2* und Co2* konnte ebenfalls eine Spaltung
beobachtet werden, die jedoch unvollstindig ist. Eine teilweise Spaltung wurde auch durch Niz+
induziert. Mit den lonen Mg?+, Zn2+* und Cu2* wurden sehr schwache Banden fiir das N-terminale
Spaltprodukt detektiert, die allerdings auch bei der Proteinprobe ohne Metallionenzusatz
auftreten. Diese Banden konnten auf eine beginnende Fragmentierung des Fusionsproteins
wahrend der Aufreinigung zurtlickzufiihren sein. Deshalb wird vermutet, dass die lonen Mg2+, Zn2+
und Cu?* keine Spaltung in der DUF1521 Domaéne induzieren kénnen. Mit dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass auch die DUF1521 Domane aus V. coralliilyticus eine Metallionen-abhangige

Spaltaktivitat besitzt.
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Sekretionssysteme und ihre Funktion in Symbiose

Rhizobielle extrazellulare Proteine sind zunehmend in den Fokus der Forschung geriickt. Seit der
Entdeckung von NodO (de Maagd et al. 1989) vermehrten sich die Hinweise auf die Bedeutung
der sekretierten Proteine in der Rhizobien-Leguminosen-Interaktion. Am Beispiel von NodO
wurde gezeigt, dass Rhizobium leguminosarum bei Abwesenheit von NodO eine verringerte
Infektionsrate auf spezifischen Wirtspflanzen besitzt. Eine Vielzahl weiterer Proteine wurde
identifiziert und ihre Funktion in der Symbiose gezeigt. Rhizobien verwenden verschiedene
Sekretionssysteme, um Proteine in den extrazelluliren Raum bzw. in die Wirtszellen zu
transportieren. Proteinsekretionssysteme von Typ [ bis Typ VI sind in den verschiedenen
Rhizobien nachgewiesen worden, wobei nicht jede Spezies das komplette Spektrum an
Sekretionssystemen besitzt (Fauvart & Michiels 2008; Krehenbrink & Downie 2008; Downie
2010). Die Sekretion von Proteinen tiber das T3SS ist in Rhizobien weit verbreitet. Die Rolle des
T3SS in der Symbiose wird vor allem in der Kompatibilitdt von Wirt und Rhizobium gesehen
(Deakin & Broughton 2009). Es wurde an vielen Beispielen gezeigt, dass die Funktion des Typ III-
Sekretionssystems den Wirtsbereich deutlich beeinflusst (Viprey et al. 1998; Marie et al. 2003
Krishnan 2002; Lopez-Baena et al. 2008; Xin et al. 2012; Sanchez et al. 2012; Okazaki et al. 2010;
Okazaki et al. 2013; Nguyen et al. 2017; Faruque et al. 2015).

In unseren Arbeiten konnte der deutliche Einfluss der Effektoren NopE1l/NopE2 auf die
Interaktion von Bradyrhizobium japonicum USDA110 mit Vigna radiata KPS2 beobachtet werden.
In Anwesenheit beider Effektoren kann Bj110 mit Vigna radiata KPS2 eine funktionelle Symbiose
eingehen, wahrend bei Anwesenheit nur eines der beiden oder beider Proteine die
Knéllchenbildung signifikant gestort ist. Somit haben diese Effektoren einen negativen Einfluss
auf die Interaktion mit dieser Wirtspflanze. In Sinorhizobium fredii NGR234 kénnen Defekte in
einzelnen Effektoren, z.B. NopL, NopM oder NopT, die Interaktion mit bestimmten Wirtspflanzen
sowohl positiv als auch negativ beeinflussen (Marie et al. 2003 Zhang et al. 2011 Kambara et al.
2009 Dai et al. 2008 Xin et al. 2012). Andere Effektoren zeigen synergistische Effekte, z.B. NopP
und NopL (Skorpil et al. 2005 Sanchez et al. 2012 Kambara et al. 2009; Jimenez-Guerrero et al.
2017). In Mesorhizobium loti MAFF303099 wurde MIr6361 als ein starker negativer Effektor flr
die Interaktion mit Lotus halophilus identifiziert (Okazaki et al. 2010). In der Arbeit von Okazaki
et al. 2013 wurde eine weitere Funktion des T3SS eindriicklich gezeigt. Bradyrhizobium elkanii
konnte mit Hilfe der sekretierten Effektoren den Signalweg fiir die Knollchenbildung in
Wirtspflanzen aktivieren. Dafiir waren weder Nod-Faktoren noch Nod-Faktorrezeptoren
notwendig. Die Infektion des Pflanzengewebes durch Rhizobien muss fiir die Ausbildung von

Knéllchen jedoch tiber den wenig effizienten Weg des ,crack-entry” an Seitenwurzelansatzen
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erfolgen, da der Prozess der Wurzelhaarinfektion Nod-Faktor-abhangig ist (Okazaki et al. 2013;
Okazaki et al. 2016).

Regulation der Typ III-Sekretionssysteme in Rhizobien

Die Gene der T3SS in Rhizobien sind konserviert und besitzen hohe Ahnlichkeit zu den
Komponenten der pathogenen Systeme (Marie et al. 2001). Die Regulation der Gene des T3SS
Genclusters in B. japonicum USDA110 wurde von Krause et al. 2002 beschrieben. Ttsl ist der
Regulator der Gene des tts-Genclusters. Er besitzt Homologie zu Regulatorproteinen der Zwei-
Komponenten-Regulationssysteme. Das ttsI-Gen ist im tts-Gencluster lokalisiert und besitzt eine
nod-Box im Promotorbereich. Dadurch ist die Expression des Regulators Ttsl durch die
Regulatoren NodD1 und NodV/NodW in Anwesenheit der pflanzlichen Flavonoide induziert
(Krause et al. 2002). Das Protein besitzt eine N-terminalen Empfingerdomane und eine C-
terminalen DNA-Bindedomane. In der Regulationskaskade wird angenommen, dass durch die
Aktivierung der nod-Box vor tts] der Regulator produziert wird (Krause et al. 2002 Marie et al.
2004). Der Regulator soll dann an die tts-Boxen binden und diese aktivieren (Marie et al. 2004
Wassem et al. 2008). Bei Zwei-Komponenten-Regulationssystemen wird der Regulator durch eine
Sensorkinase an einem Kkonservierten Aspartatrest phosphoryliert, worauthin eine
Konformationsanderung, Dimerisierung und DNA-Bindung des Regulators induziert wird
(Yamamoto et al. 2005 Okamura et al. 2000 Gao & Stock 2010 Hong et al. 2007). Eine mdgliche
Sensorkinase, die mit Ttsl interagieren konnte, wurde bisher nicht beschrieben. Weiterhin besitzt
Ttsl aus Bjal10 und weiteren Rhizobien an der vermeintlichen Phosphorylierungsstelle ein
Glutamat. In alteren Arbeiten wurde gezeigt, dass Regulatorproteine, z.B. in NtrC aus Salmonella
typhimurium, bei einem Austausch des Aspartats gegen Glutamat konstitutiv aktiv sind (Klose et
al. 1993). Inzwischen ist eine Vielzahl sogenannter ,pseudo-receiver domains“ oder ,aspartate
less receiver domains“ bekannt. Diese besitzen Sequenzmodifikationen in den konservierten
Phosphorylierungs- und Interaktionsstellen typischer Empfangerdomanen. Sie adaptieren
Phosphorylierungs-unabhiangige Mechanismen zur Aktivierung, die bisher aber noch wenig
verstanden sind (Bourret 2010; Maule et al. 2015). Ein Beispiel ist FrzS aus Myxococcus xanthus,
welches in der Empfangerdomdne keinen Aspartatrest an der Kkonservierten
Phosphorylierungsstelle besitzt, aber voll funktionsfihig ist (Fraser et al. 2007). In
Untersuchungen zur Proteinstruktur des OmpR/PhoB-homologen Proteins hp1043 (HD-RR) aus
Helicobacter pylori wurde gezeigt, dass die Struktur des unphosphorylierten Regulators HD-RR
grofRe Ahnlichkeit mit der Struktur des aktiven, phosphorylierten PhoB besitzt (Hong et al. 2007).
Interessanterweise konnten Wassem et al. 2008 die Bindung von heterolog exprimiertem Ttsl an
die Promotorregion von nopB von S. fredii NGR234 zeigen. Im Gegensatz dazu ist es bisher nicht
gelungen, durch Uberexpression von Ttsl in Rhizobien eine konstitutive Aktivierung des T3SS zu

erzielen (unveroffentlichte Arbeiten). Die Induktion der tts-Gene kann somit nicht allein auf
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Expression des Regulatorgens ttsl zuriickgefiihrt werden. Weitere Untersuchungen haben gezeigt,
dass auch die Umgebungstemperatur einen Einfluss auf die Wirtssignal-abhangige Induktion der
Gene des T3SS in Bradyrhizobium japonicum hat (Wei et al. 2008; Wei et al. 2010; Shiro et al.
2016).

In pflanzenpathogenen Bakterien sind die Gene des T3SS streng reguliert. Die Expression konnte
nur in bestimmten Minimalmedien bzw. im Wirtsorganismus beobachtet werden (Tang et al.
2006; Mole et al. 2007). In Xanthomonas sp. ist ein AraC-Typ Regulator (HrpX) fiir die Expression
der hrc/hrp-Gene verantwortlich (Alfano & Collmer 1996; Li et al. 2014). Ein Zwei-Komponenten-
Regulationssystem ist dem Ubergeordnet. Der OmpR-Typ Antwortregulator HrpG ist fiir die
Induktion von HrpX verantwortlich und damit fiir die Expression der hrc/hrp Gene (Wengelnik et
al. 1996). Im Genlocus fiir den Antwortregulator HrpG in Xanthomonas campestris ist keine
funktionell gekoppelte Sensorkinase vorhanden. Sensorkinasen aus anderen Zwei-Komponenten-
Regulationssystemen, z.B. HpaS / HpaR2 konnten den Antwortregulator HrpG aktivieren (Li et al.
2014). Uber Cross-talk mit unterschiedlichen Sensorkinasen kénnten mehrere Signale auf die
Regulation der hrc/hrp-Gene wirken. Des Weiteren wurde kiirzlich nachgewiesen, dass die Lon-
Protease in Xanthomonas citri die Expression der hrc/hrp-Gene reguliert, indem sie in
Abwesenheit eines Wirtssignals den Regulator HrpG abbaut. Im Wirtsorganismus wird die
Protease phosphoryliert und stabilisiert den Regulator (Zhou et al. 2018). Eine Reihe weiterer
Mechanismen wurde in pflanzenpathogenen Mikroorganismen untersucht, z.B. quorum sensing,
Proteindegradation und post-transkriptionelle Regulation, die neben dem Wirtssignal an der
Regulation der hrc/hrp-Gene beteiligt sind (Andrade et al. 2014; Schulmeyer & Yahr 2017; Zhou
etal. 2018; Ancona et al. 2015).

Die Bedeutung der tts-Box in der Promotorregion wurde durch gezielte Analysen gezeigt. In
unseren Arbeiten wurden in Bjal110 die Transkriptionsstarts 12 bp (nopB), 11 bp (nopL) und 10
bp (gunA2) downstream der tts-Box-Sequenzen bestimmt. Damit ist die tts-Box in der Region fiir
die transkriptionelle Kontrolle dieser Gene lokalisiert. Der Transkriptionsstart der Gene nopX und
nopB (frither nolX und nolB) in S. fredii USDA257 liegt 11 bp bzw. 10 bp downstream der heute
bekannten tts-Boxen (Kovacs et al. 1995). Eine Deletion im Promotorbereich, die in die tts-Box
von nopB reicht, fliihrt zum Verlust der Promotoraktivitit (Gu et al. 1997). Durch gezielte
Sequenzmodifikationen in der tts-Box-Sequenz vor nopB-lacZ wurde das Promotorelement in
Bja110 genauer charakterisiert (Zehner et al. 2008). Die tts-Box besitzt eine dreiteilige Struktur
und konnte einen neuartigen Promotortyp darstellen. Sie zeigt keine Ahnlichkeit mit bekannten
Promotormotiven, weder mit dem -35/-10-Promotormotiv aus Bjal10, noch mit dem RpoN-
abhéngigen -24/-12-Promotormotiv (Fischer 1994; Beck et al. 1997). Die tts-Box konnte nicht in
der genomweiten Promotorkartierung fiir RpoD- und RpoN-abhangige Promotoren in Bjal10

identifiziert werden (Cuklina et al. 2016). Die Deletion des tts-Box-Motivs fiithrte zum
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vollstandigen Verlust der Reporteraktivitat, die Modifikation von zwei bis drei Nukleotiden in den
konservierten Regionen der tts-Box reduzierte die Reporteraktivitat deutlich. In S. fredii NGR234
wurde durch den Austausch von 3 Nukleotiden in Region 1 der tts-Box ein vollstandiger

Funktionsverlust des Promotors beobachtet (Wassem et al. 2008).

Ein konserviertes Promotormotiv speziell fiir die Regulation hrc/hrp-Gene kann man auch in
pflanzenpathogenen Mikroorganismen finden. Das konservierte Sequenzmotiv (TTCGC-Nqs-
TTCGC) wurde in den Promotorregionen fiir Gene des HrpX-Regulons in Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria identifiziert und wurde ,plant-inducible promoter box"- kurz PIP Box genannt (Noel
etal. 2001; Noel etal. 2002; Noel et al. 2003). In DNA-Bindungsstudien konnte auch die spezifische
Bindung von HrpX an die PIP-Box gezeigt werden (Koebnik et al. 2006). Dieses Promotormotiv ist
auch in anderen verwandten Pflanzenpathogenen, wie z.B. Burkholderia und Ralstonia
solanacearum konserviert (Cunnac et al. 2004; Koebnik et al. 2006). Durch den direkten
Zusammenhang dieses Promotormotivs mit dem T3SS wurde es u.a. in Ralstonia solanacearum
erfolgreich zur genetischen Identifizierung neuer potentieller Effektoren verwendet (Cunnac et
al. 2004; Jiang et al. 2009). Dieser Zusammenhang zwischen Promotor und Effektorgenen besteht
auch in Rhizobien.

In Sequenzanalysen mit S. fredii NGR234, USDA257 und HH103 wurden insgesamt 13, 24 und 18
tts-Boxen identifiziert (Marie etal. 2004; Kimbrel et al. 2013; Vinardell et al. 2015). Im Genom von
Mesorhizobium loti MAFF303099 wurden 27 tts-Boxen detektiert, davon sind 7 tts-Boxen in der
25 kb Region des tts-Genclusters lokalisiert (Sanchez et al. 2009; Okazaki et al. 2010). In B. elkanii
USDA61 wurden 9 tts-Box-Sequenzen in der 47 kb-Region, die ein tts-Gencluster enthalt,
identifiziert (Okazaki et al. 2009). In unseren Arbeiten wurden im Genom von Bradyrhizobium
japonicum USDA110 durch eine Sequenzmotiv-Suche eine deutlich grofdere Zahl an tts-Boxen (39)
detektiert (Zehner et al. 2008). In nachfolgenden Arbeiten fiihrte die Verwendung eines
trainierten Hidden-Markov-Algorithmus zur Identifizierung von 52 tts-Box-Sequenzen im Genom
von Bj110 (Kimbrel et al. 2013). Viele der ,downstream” angeordneten Gene codieren entweder
fiir Bestandteile des T3SS oder fiir potentielle Effektoren. Einige dieser Kandidaten wurden durch
das Reportersystem AvrRpt2 als Effektorgene identifiziert (Kimbrel et al. 2013).

Als Ausnahme ist zu erwadhnen, dass in S. fredii NGR234 einige tts-Box-Sequenzen nicht in
direktem Zusammenhang mit dem T3SS stehen. Sie befinden sich in einem Gencluster fiir die

Biosynthese eines Rhamnose-reichen Lipopolysaccharids (Marie et al. 2004).
Expression des T3SS in friihen und reifen Symbiosestadien

In Fliissigkulturen konnte mittels Reportergenfusionen die Induktion von vier Genen aus dem tts-
Gencluster (rhcV, nolU, nopE, nopL) durch Genistein nachgewiesen werden (Krause et al. 2002).
Diese Gene besitzen alle eine tts-Box im Promotorbereich. In Transkriptomanalysen mittels

Microarray wurde nur fiir 6 Gene downstream einer tts-Box eine schwache Induktion durch
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Genistein detektiert (gunAZ2, blr1676/nopM, bsl1808/nopC, nopB, pgl, blr2140/nopT1; Lang et al.
2008). In unseren Arbeiten wurde 8 h nach Genistein-Induktion die transkriptionelle Aktivitat
von 34 der 39 tts-Boxen durch semi-quantitative RT-PCR nachgewiesen (Zehner et al. 2008). Auch
in anderen Rhizobien wurde die Flavonoid-abhédngige Expression von Genen, die eine tts-Box im
Promotorbereich besitzen, beobachtet. In S. fredii NGR234 wurde in Fliissigkultur nach Daidzein-
Induktion die Aktivitat der Gene des tts-Genclusters detektiert (Perret et al. 1999). Detaillierte
Analysen zeigten, das 10 tts-Boxen von 11 getesteten Promotorregionen in Abhingigkeit von
Flavonoiden und Ttslin S. fredii NGR234 aktiviert werden (Wassem et al. 2008). In S. fredii HH103
wurde exemplarisch fiir die Gene des tts-Genclusters die Expression der Gene nopX, rhcj, rhcQ und
nopA in Abhangigkeit von Flavonoiden, NodD1 und Ttsl gezeigt (Lopez-Baena et al. 2008). Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass in rhizobiellen T3SS die Regulationskaskade aus Flavonoiden,

NodD, TtsI und tts-Box konserviert ist.

In B. elkanii SEMIA wurde ebenfalls die Expression der Gene in Abhangigkeit von Tts], der tts-Box
und von Flavonoiden gezeigt (de Campos et al. 2011). Als Sonderfall sollte das T3SS von B. elkanii
USDAG61 aufgefiihrt werden. Es besitzt neun tts-Boxen in der Promotorregion essentieller Gene
sowie das Gen des Regulators Ttsl. Interessanterweise scheint die Sekretion der Proteine in B.
elkanii USDA61 allerdings unabhingig von der Gegenwart von Flavonoiden zu sein. Typ III-
sekretierte Proteine wurden im Uberstand der Kulturen auch ohne Zusatz von Genistein
nachgewiesen (Okazaki etal. 2009). Fiir M. loti MAFF303099 ist der Induktor/Flavonoid fiir NodD
noch nicht identifiziert. Im Wildtyp konnte deshalb noch keine Sekretion der Typ IlI-abhangigen
Proteine beobachtet werden. Die Expression des heterologen NodD1 aus R. leguminosarum in
M. loti ermoglichte aber die Flavonoid-induzierte, Ttsl- und tts-box abhangige Expression von

Genen des tts-Genclusters (Sanchez et al. 2009; Okazaki et al. 2010).

Die Aktivitat des Typ IlI-Sekretionssystems in verschiedenen Symbiosestadien wurde in dieser
Arbeit gezeigt. Mittels Reportergenfusionen wurde die Aktivitit von nopB aus Bj110 in frithen
Stadien der Interaktion, d.h. in Wurzelhaaren von Macroptilium atropurpureum, nachgewiesen
(Zehner et al. 2008). Das Typ Ill-sekretierte Protein NopX (frither NolX) aus S. fredii USDA257
wurde zuvor durch Immunohistologie in Infektionsschlauchen von Soja und Vigna unguiculata
nachgewiesen (Krishnan 2002). Mehrere Gene von Bjall0, die eine tts-Box in ihrem
Promotorbereich besitzen (gunA2, nopB, rhcV, nopL, nopE1 (frither blr1806), werden auch in
reifen Knollchen von Macroptilium atropurpureum translatiert. Die Aktivierung der tts-Box-
Reportergenfusionen ist auch in Knollchen von Ttsl abhédngig (Zehner et al. 2008). In Proteom-
Studien mit 4 Wochen alten Knéllchen von Glycine max konnten im Gegensatz dazu keine
Hinweise auf Typ IlI-sekretierte Proteine von Bja110 gefunden werden (Sarma & Emerich 2006).
Die Symbiose von Bradyrhizobium japonicum mit Soja und Macroptilium atropurpureum wird

scheinbar durch das T3SS in unterschiedlichem Mafie beeinflusst. Wahrend im Pflanzentest mit
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Soja die Wirkung des T3SS nur in den initialen Stadien der Symbiose nachweisbar ist, scheint das
T3SS in Macroptilium atropurpureum auch in reifen Knollchen von Bedeutung fiir die Interaktion
zu sein (Krause et al. 2002; Zehner et al. 2008). Transkriptomanalysen von B. japonicum in
Symbiose mit Soja bestitigen diese Beobachtungen (Chang et al. 2007; Pessi et al. 2007). Im
Vergleich mit freilebenden Rhizobien ist die Expression der tts-Gene in Bacteroiden 4 Wochen
nach der Inokulation von Soja bis zu 10-fach reduziert (Chang et al. 2007). In detaillierten
Analysen konnte ein Anstieg der Expression der tts-Gene in Sojawurzeln mit einem Maximum bei
13 dpi beobachtet werden. Anschliefdend sinkt die Expression der tts-Gene deutlich ab (Pessi et
al. 2007 GEO accession GSE8478). In Transkriptionsanalysen fiir Gene des T3SS von S. fredii
NGR234 wurde erhohte Aktivitdt in frithen und reifen Knéllchen von Cajanus cajan, Leucaena
leucocephala und Vigna unguiculata gegentiiber den frei-lebenden Bakterien beobachtet (Perret et
al. 1999, Li et al. 2013). Die Genregion des T3SS in Mesorhizobium loti MAFF303099 ist in
Symbiose mit Lotus japonicus deutlich niedriger exprimiert als in Fliissigkulturen (Uchiumi et al.
2004). In den verschiedenen Rhizobien ist die Aktivitit der Gene des T3SS in Symbiose
offensichtlich auch von den Wirtspflanzen abhdngig. Die Wirtsfaktoren, die hierauf Einfluss

nehmen, sind allerdings noch unbekannt.
Sekretomanalyse und Typ IlI-sekretierte Proteine

Funktionelle Typ IlI-Sekretionssysteme und die Sekretion von Effektoren wurde bei Rhizobien
vor allem in den Genera Sinorhizobium (Ensifer), Mesorhizobium und Bradyrhizobium
nachgewiesen (Deakin & Broughton 2009; Staehelin & Krishnan 2015). Dafiir wurden
verschiedene Methoden eingesetzt: der immunologische Nachweis, die Charakterisierung des
extrazellularen Proteoms mittels Massenspektrometrie, die Verwendung eines Adenylatzyklase-
Reporters und eines heterologen  AvrRpt2-Reportersystems, Mikrosequenzierung,
Radioaktivmarkierung und die ,phage-display“-Analyse (Staehelin & Krishnan 2015).

In unserer Analyse des extrazelluldren Proteoms wurde neben den sekretierten Proteinen auch
eine Reihe von Proteinen detektiert, deren Lokalisierung im Cytosol, im Periplasma oder der
Membran erwartet wird. Dazu gehoren unter anderem Proteine aus den Cluster orthologer
Gruppen (COGs) von ,Transport und Substratbindeproteinen, ,Energiemetabolismus®,
»Iranskription, Translation und Proteinfaltung“ und ,Motilitit“. In Sekretomanalysen von
Mikroorganismen, z.B. Erwinia chrysanthemum, R. leguminosarum 3841, Rhizobium etli CE3,
Helicobacter pylori und Xanthomonas campestris pv campestris wurden ebenfalls Proteine, aus
diesen COGs in den Kulturiiberstdnden detektiert (Bumann et al. 2002; Kazemi-Pour et al. 2004;
Watt et al. 2005; Krehenbrink & Downie 2008; Meneses et al. 2010). Einige Untersuchungen
deuten darauf hin, dass spontane Zelllyse nicht die alleinige Erklarung fiir die Detektion dieser
Proteine im Uberstand ist (Watt et al. 2005; Krehenbrink & Downie 2008; Meneses et al. 2010).

Es wird vermutet, dass durch die Ausbildung von Membranvesikeln Proteine gezielt in den
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Uberstand sekretiert werden (McBroom & Kuehn 2007; Hempel et al. 2009; Kharade & McBride
2015; Kim et al. 2015).

Proteine von Bradyrhizobium japonicum USDA110, die nur in Gegenwart eines funktionellen T3SS
in den Uberstand sekretiert werden, konnten durch direkten Nachweis und in Sekretomanalysen
identifiziert werden. Es wurden 12 Proteine (NopA, NopB, NopE1, NopE2, NopF, NopH, NopM,
NopP, NopT1, NopT2, GunA2, Pgl) nachgewiesen, (Krause et al. 2002; Stf3 et al. 2006; Zehner et
al. 2008; Hempel et al. 2009). Durch ein A79AvrRpt2-basiertes Reportersystem in Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 wurde die Translokation der Effektoren aus Bj110 bestatigt und eine
Reihe neuer potentielle Effektoren (Insgesamt 36) gezeigt (Kimbrel et al. 2013). Mit dieser
Analyse wurden alle zuvor in unseren Arbeiten durch Massenspektrometrie identifizierte
Effektoren bestitigt. Bemerkenswert ist, dass im Uberstand von Bjall0 deutlich weniger
sekretierte Proteine nach Flavonoid-Induktion detektiert werden, als Gene fiir Effektoren im
Genom durch das heterologe Reportersystem postuliert wurden. Das deutet auf eine zusatzliche
Kontrolle der Sekretion und Translokation hin. In pathogenen Bakterien wurden Proteine
identifiziert, welche die Sekretionsreihenfolge durch spezielle Schalterproteine regulieren
(Takaya etal. 2019 Deng et al. 2005 Agrain et al. 2005). In Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
unterscheidet das Schalterprotein HpaC zwischen frithen und spaten Substraten des
Sekretionssystems ((Lohou et al. 2014, Biittner & Bonas 2006; Lorenz et al. 2008). Es interagiert
mit HrpU einer Komponente des Sekretionsapparates und steuert dariiber die Reihenfolge der
Sekretion (Biittner et al. 2006 Lorenz et al. 2008). Weitere Proteine, z.B. Hrp] aus Erwinia
amylovora, beeinflussen die Sekretion/Translokation von Effektoren durch direkte Interaktion
(Bocsanczy et al. 2008; Lohou et al. 2014). Kiirzlich wurde iiber die Kopplung von Transkription
und Sekretion in den T3SS von Erwinia amylovora und Pseudomonas syringae berichtet (Charova
etal. 2018). Dabei sind die Transkriptionsregulatoren HrpG und HrpV in einem terndaren Komplex
mit Hrp] an die Zellmembran gebunden. Das fiihrt zu einer dynamischen Steuerung zwischen
Transkription und Sekretion (Charova et al. 2018). In Rhizobien ist bisher wenig bekannt, wie die
Sekretionsreihenfolge der Proteine gesteuert wird, jedoch ist es wahrscheinlich, dass es neben
der transkriptionellen Regulation weitere Kontrollmechanismen gibt.

Die Zahl der in dieser Arbeit identifizierten Typ-Ill-sekretierten Effektoren in Bja110 ist mit der
Zahl an Effektoren in anderen Rhizobien vergleichbar. Im Gegensatz dazu sekretieren pathogene
Bakterien deutlich mehr Effektoren, z.B. zwischen 24 und 37 Effektoren in Xanthomonas sp. und

15-35 in Pseudomonas sp. (Biittner & Bonas 2010; Block & Alfano 2011).

Die sekretierten Proteine NopA und NopB sind Bestandteile des Pilus des Sekretionssystems in
NGR234 und USDA257 (Krishnan et al. 2003; Marie et al. 2003; Saad et al. 2005). Die Effektoren
NopM, NopP und NopT besitzen Ahnlichkeit zu Effektoren pathogener Bakterien und wurden
unter anderem im Uberstand von NGR234, HH103, USDA257 und USDA110 nachgewiesen (Marie
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etal. 2003; Rodrigues et al. 2007; Dai et al. 2008; Kambara et al. 2009; Xin et al. 2012; Staehelin &
Krishnan 2015; Siifs et al. 2006; Hempel et al. 2009). Die Proteine GunA2 und Pgl wurden zuerst
in Bja110 als sekretiert nachgewiesen (Hempel et al. 2009; Siif? et al. 2006). Homologe Proteine
wurden spater auch in anderen Rhizobien sp. identifiziert (Tsukui et al. 2013; Staehelin &
Krishnan 2015). Im Anhang Tab. A2-25 sind die in Bja110 detektierten Effektoren und deren
Sequenzhomologien mit anderen Proteinen aufgefiihrt. Das Gen nopL ist im tts-Gencluster kodiert
und besitzt in seiner Promotorregion eine tts-Box. Es wird auch durch die Anwesenheit von
Flavonoiden induziert, was auf einen potentiellen Effektor hindeutet (Krause et al. 2002). Bisher
wurde es jedoch nicht im Uberstand von Bradyrhizobium sp. USDA110 und USDA122 detektiert
(Hempel et al. 2009; Tsukui et al. 2013). Das homologe Protein NopL/Y4xL wurde in
Sinorhizobium sp. NGR234 und S. fredii HH103 als sekretierter Effektor identifiziert (Viprey et al.
1998; Bartsev et al. 2004; Lopez-Baena et al. 2008). Es ist mit 338 Aminosduren im Vergleich zu
NopL aus Bradyrhizobium sp. USDA110, USDA122, BJ6T (167 aa) etwa doppelt so grof3.

Das Protein BlI8244 ist ein weiterer Kandidat fiir ein Effektorprotein in Bja110. Das kodierende
Gen verfiigt in seinem Promotorbereich iiber eine tts-Box und die Proteinsequenz zeigt
Ahnlichkeit zu Proteinen der C48 Proteasefamilie aus pathogenen Effektoren. In
Transkriptionsanalysen konnte fiir dieses Gen in Flavonoid-induzierten Kulturen kein Transkript
nachgewiesen werden. Auch das Protein BllI8244 konnte bisher nicht in Bja110 detektiert werden
(Zehner et al. 2008). Interessanterweise wurde in phanotypischen Untersuchungen zur
Interaktion von Bj IS-34 mit Rjs Sojapflanzen das blI8244-homologe Protein MA20_12780 als
Ausloser fiir die Inkompatibilitdt dieses Rhizobien-Leguminosen-Paars identifiziert (Tsurumaru
et al. 2015). Dabei kann eine Deletionsmutante in MA20_12780 die eingeschrankte
Nodulationsfiahigkeit des Stammes auf Rjs Sojapflanzen aufheben.

Die Effektorproteine NopE1, NopE2, NopF und NopH wurden innerhalb der Rhizobiacea nur im
Genus Bradyrhizobium detektiert. NopH ist ein kleines Protein mit nur 102 Aminoséauren, welches
einen niedrigen theoretischen pl (~5,4) aufweist. Diese Eigenschaften deuten auf eine Funktion
als Chaperon hin (Feldman & Cornelis 2003; Parsot et al. 2003). In pathogenen Bakterien, z.B.
Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora und Salmonella sp. wurden spezifische Chaperone, die
an der Sekretion einzelner Effektoren beteiligt sind, beschrieben (Lohou et al. 2013; Castiblanco
et al. 2018). In Rhizobien konnten bisher keine spezifischen Chaperone fiir die Typ-III-Sekretion
identifiziert werden.

Die Effektoren NopE1 und NopE2 wurden im Uberstand von Flavonoid-induzierten Kulturen von
Bja110 und USDA122 nachgewiesen (Sif3 et al. 2006; Hempel et al. 2009; Tsukui et al. 2013). Die
Primarsequenz der Proteine NopE1l und NopE2 besitzt keine Homologie zu charakterisierten
Proteinen in den Datenbanken. Innerhalb der Sequenz wurden zwei Doméanen unbekannter
Funktion (DUF1521) identifiziert. Diese Doméane ist auch in einer Reihe von Genen anderer

Bradyrhizobium sp. identifiziert worden (Duran et al. 2018). Innerhalb der Familie der
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Rhizobiaceae ist das Auftreten der Domane auf den Genus Bradyrhizobium beschrankt. Aber auch
in anderen Proteobakterien z.B. in Vibrio, Burkholderia, Sphingomonas und Myxococcus sp. sind
Sequenzen mit dieser Domane prasent (Schirrmeister et al. 2011). Fiir die Effektoren NopE1 und
NopE2 wurde eine autokatalytische Selbstspaltung nachgewiesen (Wenzel et al. 2010;
Schirrmeister et al. 2011). Die Modifikation und Prozessierung von Effektoren ist ein verbreiteter
Mechanismus fiir Typ IlI-sekretierte Proteine (Popa et al. 2016). Dabei erfolgt eine Modifikation
zumeist in der Wirtszelle. Das Effektorprotein AvrRPS4 aus Pseudomonas syringae wird in der
Wirtszelle spezifisch in zwei Fragmente zerlegt. Beide Fragmente zeigen unabhdngige Aktivitat
als Effektoren in planta (Sohn et al. 2009; Halane et al. 2018). Die rhizobiellen Effektoren, z.B.
NopT1 und NopT2 zeigen Ahnlichkeit zu Cystein-Proteasen und besitzen autokatalytische
Proteaseaktivitat (Fotiadis et al. 2012).

Fir NopEl wurde durch Komplementation der ANopE1-ANopE2-Mutante mit einer
nichtspaltbaren NopE1l-Variante gezeigt, dass die Spaltung des Proteins essentiell fiir seine
Effektorfunktion im Wirtsorganismus ist (Wenzel et al. 2010). Weitere Beispiele fiir Typ-III
sekretierte Proteine, die durch eine autokatalytische Spaltung aktiviert werden, sind HopAR1 aus
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Puri et al. 1997; Shao et al. 2002; Shao et al. 2003) und
AvrRpt2 aus Pseudomonas syringae DC3000 pv. tomato (Mudgett & Staskawicz 1999; Coaker et al.
2005; Coaker et al. 2006). Diese Proteine besitzen Ahnlichkeit zu Proteinen der Cystein-Protease-
Familie. Im Gegensatz dazu besitzen NopE1 und NopE2 keine Sequenzahnlichkeit zu bekannten
Protease-Familien. Die Spaltung erfolgt am Sequenzmotiv GDPH, zwischen den Aminosiuren
Aspartat und Prolin. Die Selbstspaltung wird durch die Anwesenheit von Calcium-Ionen induziert.
Die Spaltung konnte auf der chemischen Instabilitdt der Aspartat-Prolin-Bindung beruhen. Die
Induzierbarkeit der Spaltung und die physiologische Bedeutung in der Interaktion deuten jedoch
auf einen gezielten, neuartigen Prozessierungsmechanismus dieser Effektoren hin. Das Protein
HrcU ist Bestandteil des T3SS in Xanthomonas campestris pv. vesicatoria und wird autokatalytisch
an einem konservierten NPTH-Motiv gespalten (Lorenz et al. 2008). Die autokatalytische Spaltung
ist in der Proteinfamilie FhlB/YscU konserviert und essentiell (Ferris et al. 2005; Bjornfot et al.
2009; Lavander et al. 2002). Auch bei dieser Proteinfamilie spielt Calcium scheinbar eine wichtige
Rolle fiir die Funktion und Dissoziation der Untereinheiten der Proteine (Frost et al. 2012).

Einige Proteine aus Eukaryoten werden, wie NopE1, an einer Aspartat-Prolin-Bindung im GDPH
Motiv gespalten, z.B. die Mucin-Proteine MUC2 und MUC5AC, sowie der MUC4/Sialomucin
Komplex (Sheng et al. 1990; Lidell et al. 2003; Lidell & Hansson 2006; Soto et al. 2006). Bei diesen
Proteinen verlduft die Spaltung relativ langsam und hauptsachlich in saurem Milieu, was auf die
chemische Sensibilitdt der Aspartat-Prolin Bindung zuriickgefiihrt wird (Voorter et al. 1988;
Lidell et al. 2003). Die Selbstspaltung des Proteins FrpC aus Neisseria meningitidis wird, wie bei

NopE1, durch Calcium induziert und ist ein sehr schneller Prozess. FrpC ist ein Protein der RTX-
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Toxin-Familie und besitzt keine signifikante Sequenzahnlichkeit mit NopE1. Die Bedingungen fiir
die Selbstspaltung beider Proteine sind jedoch sehr dhnlich. Beide Proteine zeigen in ihrer
Selbstspaltungsaktivitit besondere Stabilitit gegeniiber Hitze und einen breiten pH-Bereich,
sowie hohe Spezifitit fiir Calciumionen. In Gegenwart von Calciumionen erfolgt bei FrpC eine
autokatalytische ,clip-and-link“ Prozessierung an einer Aspartat-Prolin-Bindung im YDPLA Motiv
(Osicka et al. 2004). Dabei kommt es zu einer intermolekularen Verkniipfung des Aspartat-Restes
mit einer Lysinseitenkette, verbunden mit der Bildung hohermolekularer Produkte (Osicka et al.
2004). Diese Polymerisierung kann unter reduzierenden Bedingungen deutlich zuriickgedrangt
werden (Sadilkova et al. 2008). Fiir NopE1 wurden keine hohermolekularen Produkte nach der
Spaltung beobachtet.

Das Sequenzmotiv GDPH von NopE1 ist nicht ausreichend fiir die Selbstspaltung des Proteins. Es
wird nahezu die gesamte DUF1521-Domine fiir die Autoprozessierung benotigt. Eine
Datenbankanalyse erlaubte die Identifizierung von weiteren DUF1521-Domaénen in anderen
Proteobakterien. Die Untersuchung von DUF1521 Doménen verschiedener Herkunft haben
gezeigt, dass die Eigenschaften der Metallionen-induzierten Selbstspaltung der DUF1521-
Domanen konserviert sind (Schirrmeister et al. 2011; Duran et al. 2018). Daraufhin wurde diese
Domane als MIIA-(metal ion-inducible autocleavage) Domane bezeichnet.

Die Spezifitat fiir die Aktivierung von NopE1 durch Calciumionen ist bemerkenswert. NopE1 und
NopE2 sind Proteine mit strikter Calciumionen-Selektivitat. Calcium stellt in der Interaktion mit
der Wirtspflanze ein wichtiges Signal dar. In den Anfangsstadien der Interaktion oszilliert die
Calciumkonzentration in den Wurzelhaarzellen besonders stark (Oldroyd & Downie 2004). Die
Selektivitat fiir Calcium konnte bei NopE1 einen Mechanismus zum Schutz vor ungesteuerter
Selbstspaltung auféerhalb oder eine spezifische Aktivierung in der Wirtszelle darstellen.

Flr die Bindung von Calcium ist in eukaryotischen Proteinen die sogenannte EF-Hand Faltung
verbreitet (Gifford et al. 2007). In den Sequenzen der MIIA-Doméanen von NopE1 und VIC_001052
wurden Motive mit Ahnlichkeit zu EF-Hand-Calciumbindestellen identifiziert. Die MIIA-Doméne
des Proteins VIC_001052 aus Vibrio coralliilyticus ATCC-BAA450 wurde beziiglich der
Metallbindung ndher charakterisiert. Die biophysikalischen Daten weisen nicht auf eine
kanonische Calciumkoordination durch eine EF-Hand-Struktur, sondern vielmehr auf eine globale
Umfaltung der Proteine bei Calciumbindung, hin (Hoyer et al. 2019).

Die MIIA-Domane wurde in Proteinen verschiedener Proteobakterien identifiziert und besitzen
das konservierte Sequenzmotiv GDPH (Schirrmeister et al. 2011, 2013, Duran et al. 2018). Die
MIIA-Domdnen aus vorhergesagten Proteinen von Burkholderia phytofirmans Ps]N,
Sphingomonas sp. SK58 und Photobacterium sp. AK15 wurden heterolog in E. coli produziert und
gereinigt (unveroffentlichte Daten). Auch diese heterolog produzierten MIIA-Doménen besitzen
Selbstspaltungsaktivitdt. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Selbstspaltung eine

konservierte Funktion der MIIA-Domainen darstellt.
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Zusammenfassung

Die Sekretion von Proteinen spielt eine bedeutende Rolle in der Interaktion von Bakterien mit
Eukaryoten. In pathogenen Interaktionen werden wichtige Virulenzfaktoren von Bakterien
sekretiert, welche die Infektion des Wirtsorganismus‘ ermdglichen. Ohne die Fahigkeit, die
Proteine zu sekretieren oder in die Wirtszellen zu injizieren, verlieren viele Pathogene ihre
Virulenz. In der symbiotischen Interaktion von Rhizobien mit Leguminosen sind sekretierte
Proteine nicht essentiell, jedoch haben sie fiir die Breite des Wirtsbereiches grofée Bedeutung. Fiir
den Transport der Proteine aus dem Cytoplasma der Bakterien in den extrazelluliren Raum und
ins Cytosol der Wirtszellen, nutzen Bakterien sehr verschiedene Sekretionssysteme.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand das Typ IlI-Sekretionssystem (T3SS) bei Bradyrhizobium
japonicum USDA110. Die Aktivierung des Typ IlI-Sekretionssystems in Rhizobien ist von der
Anwesenheit der Wirtspflanze abhéangig. Die Sojapflanze ist der typische Wirt von B. japonicum
USDA110. Uber die Wurzeln scheiden Sojapflanzen verschiedene Flavonoide wie Coumestrol und
Genistein aus. Diese Substanzen induzieren in B. japonicum die Gene der Biosynthese der Nod-
Faktoren und des Typ IlI-Sekretionssystems. Die Aktivierung der Gene des Typ III-
Sekretionssystems erfolgt in Abhdngigkeit der Regulatoren NodD1, NodVW und Ttsl.

In dieser Arbeit wurde die tts-Box, als neuartige Promotorsequenz fiir die Gene des T3SS und
sekretierter Proteine charakterisiert. Um die Anwesenheit der Wirtspflanze zu imitieren, wurden
im experimentellen Ansatz Fliissigkulturen von Bradyrhizobium japonicum mit dem Flavonoid
Genistein versetzt. Die Bedeutung der tts-Box fiir die Transkription der 3‘-seitigen Gene wurde
mittels Reportergenfusionen untersucht. Durch gezielte Sequenzmodifikationen wurde ein
Konsensus-Motiv fiir die funktionelle tts-Box definiert. Mit diesem Motiv konnten im Genom von
Bradyrhizobium japonicum USDA110 insgesamt 39 tts-Boxen identifiziert werden, wobei fiir 34
Genregionen 3‘-seitig zur tts-Box transkriptionelle Aktivitit nachgewiesen wurde. Durch
Reportergenfusionen konnte zudem gezeigt werden, dass verschiedene tts-Box-kontrollierte
Gene in frithen und spaten Phasen der Symbiose exprimiert werden.

Die identifizierten tts-Boxen sind auch aufierhalb des tts-Genclusters im gesamten Genom von B.
japonicum verteilt zu finden (Kapitel 1). Das bedeutet, dass nicht nur die Gene fiir den Typ III-
Sekretionsapparat (rhc-Gene), sondern auch die Gene fiir die potentielle Substrate des
Sekretionssystems, sogenannte nodulation outer proteins (Nop), unter der Kontrolle dieses
Promotors stehen. Die Aufgabe bestand nun darin, diese postulierten Proteine und deren
Transport durch das Typ I1I-Sekretionssystem nachzuweisen (Kapitel 2).

Dafiir wurde das Sekretom von B. japonicum analysiert. Mehr als 100 Proteine wurden im
Kulturiiberstand detektiert. Davon konnten 68 Proteine mittels Massenspektrometrie
identifiziert werden. Diese Proteine kénnen iiber verschiedene Wege in den Uberstand der

Kulturen gelangen. Die méglichen Transportsysteme dafiir wurden diskutiert. Um die Rolle des
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Zusammenfassung

Typ IlI-Sekretionssystems (T3SS) zu untersuchen, wurden Uberstinde verschiedener Mutanten
und Genistein-induzierter Kulturen analysiert. Es wurden 12 Proteine als Substrate des T3SS
identifiziert. Darunter sind zwei vermutliche Proteasen (NopT1, NopT2), die Ahnlichkeit mit
pathogenen Effektoren aufweisen, zwei vermeintliche zellwandabbauende Proteine (GunA2, Pgl),
mehrere hypothetische Proteine, die einzigartig fiir Bradyrhizobium sind, und die homologen
Proteine NopE1l und NopE2. Weitere Kandidaten wurden aufgrund von bioinformatischen
Untersuchungen postuliert, konnten im Kulturiiberstand jedoch nicht nachgewiesen werden

(Kapitel 2).

Die sekretierten Proteine NopE1l und NopE2 sind bona-fide Typ IlI-Effektoren, da sie von B.
Jjaponicum bis in das pflanzliche Cytosol {ibertragen werden. Die Interaktion mit Soja wird durch
die Effektoren NopE1 und NopE2 nicht gestdrt. Die Mungbohnenvarietit Vigna radiata KPS2 ist
dagegen nicht in der Lage, in Gegenwart von NopE1 und NopE2 funktionelle Knéllchen zu bilden.
Die gereinigten rekombinanten Proteine NopEl und NopEZ2 weisen eine spezifische
Selbstspaltungsaktivitiat in Gegenwart von Calcium auf. Die Spaltung erfolgt autokatalytisch und
verlduft in einem weiten pH- und Temperaturbereich ungestort. Die Selbstspaltungsaktivitat
konnte auf einen Abschnitt der unbekannten Proteindomédne DUF1521 eingegrenzt werden. Im
Pflanzentest wurde gezeigt, dass die Selbstspaltung von NopE1 essentiell fiir die Funktion als
Effektor ist (Kapitel 3).

Homologe Proteine, welche die konservierte DUF1521-Domane enthalten, sind auch in a-, 8-, y-
und 6-Proteobakterien kodiert, z.B. im Endophyten Burkholderia phytofirmans Ps]N und im
Korallenpathogen Vibrio coralliilyticus ATCC-BAA450. Das rekombinant produzierte Protein
VIC_001052 aus V. coralliilyticus wurde biochemisch charakterisiert. Es besitzt in vitro ebenfalls
eine Calcium-induzierte Selbstspaltungsaktivitit. Die DUF1521-Domane dieses Proteins zeigt
sehr dhnliche Eigenschaften wie diese Domdnen aus NopE1l. Aufgrund der konservierten
Selbstspaltungsfunktion wurde die DUF1521-Domine in metal-ion inducible autocleavage-
(MIIA)- Doméne umbenannt (Kapitel 4).

In weiterfithrenden Arbeiten wurde die MIIA-Doméane aus VIC_001052 fiir die Anwendung als
spaltbarer Linker fiir die Reinigung rekombinanter Proteine entwickelt (Ibe et al. 2015). Die
biophysikalische Charakterisierung der Domaéne, insbesondere die Bindung von Metallionen
wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung Biophysik vom Helmholtz-Zentrum Dresden
durchgefiihrt (Hoyer et al. 2019). In Kooperation mit dem Zentrum fiir Biotechnologie und
Pflanzengenomik der Polytechnischen Universitdt Madrid wurde die Aktivitdt fiir ein weiteres
Effektorprotein (MdcE) mit einer MIIA-Doméne aus Bradyrhizobium sp. LmjC charakterisiert
(Duran et al. 2018).
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Tabelle A1: Analyse des Genoms von Bjal10 mit MOTIF search (www.genome.jp). Aufgefiihrt
sind die putativen Proteine, die mindestens einmal das Sequenzmotiv GGxGxDxxx besitzen.

Name vermutete Funktion PSortB Ergebnis
Blr0274 hypothetical protein Signalpeptid
Blr0528 oxidoreductase

BIl0735 organic hydroperoxide resistance protein

Bll0766 2-hydroxyacid dehydrogenase

Blr0944 hypothetical protein Signalpeptid
Blr0982 acyl-CoA dehydrogenase

Blr1364 endo-1,3-1,4-Beta-glycanase Signalpeptid
Bl12373 hypothetical protein

Bl12599 two-component hybrid sensor and regulator

Blr2626 dnaj; chaperone protein

Blr3004 shc; squalene-hopene cyclase

Bl13109 Ca binding protein extrazelluldr
Blr3166 gcl; glyoxylate carboligase (EC:4.1.1.47)

Blr3168 oxidoredutase

Blr3226 ribitol kinase

BII3299 acyl-CoA dehydrogenase

BlI3563 hypothetical protein extrazelluldr
Bll3714 hypothetical protein extrazelluldr
Blr3812 hypothetical protein

Blr3815 cation-transporting ATPase (EC:3.6.3.-)

Blr4068 hypothetical protein Signalpeptid
Blr4088 gmk; guanylate kinase (EC:2.7.4.8)

Bl14090 hypothetical protein extrazelluldr
Blr4125 garS; phosphoribosylaminoimidazole synthetase (EC:6.3.3.1)

Bl14200 esterase extrazelluldr
Bll4251 MFS permease

Bll4571 nirA; ferredoxin-nitrite reductase (EC:1.7.7.1)

Blr4727 gid; tRNA (uracil-5-)-methyltransferase Gid

Bll14757 arginyl-tRNA synthetase

Bll4991 isomerase

Bl15026 hppA; membrane-bound proton-translocating pyrophosphatase

Bl15461 hypothetical protein

Bll5471 hypothetical protein

BlI5566 sorbitol dehydrogenase (EC:1.1.1.14)

BIr5680 rpe; ribulose-phosphate 3-epimerase

BlI5710 hypothetical protein

Blr5821 hypothetical protein extrazelluldr
BIr5895 hypothetical protein

Blr6022 general secretion pathway protein D

Bll6027 protease extrazelluldr
Bll6035 hypothetical protein extrazelluldr
Bl16506 DO-like serine protease Signalpeptid
Blr6554 hypothetical protein Signalpeptid
Blr6969 hypothetical protein extrazelluldr
Blr7003 two-component response regulator

Bl17673 hypothetical protein extrazelluldr
Bl17882 hypothetical protein

Bll7952 selenium-binding protein

BIr7980 hypothetical protein

BlI8013 phosphoribosylanthranilate isomerase (EC:5.3.1.24)

BlI8036 hypothetical protein

BlI8212 hypothetical protein
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Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A2: Sequenzhomologie zu NopA aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

NopA 63 - - MAVDNVGGNGGAAGAQQTGDSGFQNQMAEFERVSQK

Bradyrhizobium japonicum USDA VQAQAVAMRRITTELSSEKKVADERVQ

110

NopA 63 100 % 100 % ref|[WP_014497948.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

NopA2 63 87 % 92 % ref|[ WP 014498042.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

NopA 63 98 % 100 % ref|[WP 027571392.1

Bradyrhizobium sp. WSM1743

NopA 63 92 % 100% ref|[ WP 006615058.1

Bradyrhizobium sp. ORS 285

NopA 77 49 % 63 % emb|CAQ57567.1

Bradyrhizobium elkanii USDA 61

NopA 71 49 % 68 % ref|[ WP 010875096.1

Sinorhizobium fredii NGR234

NopA 71 49 % 68 % gb|AAV54250.1

Sinorhizobium fredii HH103

NopA2 63 87 % 92 % MAVNSVGGNGAAPATQQTQDAGFQNQMAEFERVSQK

Bradyrhizobium japonicum VQAQAVAMRRITTELSSEKKVADERVQ

USDA110
Tabelle A3: Sequenzhomologie zu NopB aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

NopB (BIr1812) 170 R R MTHSMLLGATPIPPSSAGCLSGACSPAAAGEQARFEQSL

Bradyrhizobium japonicum USDA AQVAPNQGSAFPTANPPAATPPILEVQRTNVLASPPGD

110 RILQTLSGIYQGRAVSPAIAPAVVNGVQPGPAAQPLLPA
DNAGANAAVKPVGADFESMMTNLRDVYKDVVQVSLVS
KGTSAVSSSLNKLLSAG

NopB 170 100 100 gb|AGH09934.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6 101 99 100 refl[WP _014497941.1|

NopB 166 79 84 ref|[ WP 027571383.1

Bradyrhizobium sp. WSM1743

NopB 172 65 75 emb|CAQ57551.1

Bradyrhizobium elkanii USDA 61

NopB 164 42 57 ref|[NP 444157.1

Sinorhizobium fredii

NGR234

NopB 95 47 62 emb|CCE98792.1

Sinorhizobium fredii 164 43 57 gb|AAU85365.1

HH103

NolB Sinorhizobium fredii USDA 164 43 57 ref|[YP 006529150.1

257

NopB (mlr8763) 167 42 59 dbj|BAB52648.1

Mesorhizobium loti MAFF303099

Tabelle A4: Sequenzhomologie zu NopC aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

B. japonicum USDA 110 ref|[NP 768448.1

Bsl1808 67 (trunc) - - MDTGAADIAATAPDAGTNTDNAANGGDNSHAALLQRA
FEKALVAVATQVISDTQSDMDDAMSELDDG
gb|AAG60792.1|AF322012 97

211 91 - - MQAAPASTKGIGHLAAPPLSEFYDMDTGAADIAATAPD
AGTNTDNAANGGDNSHAALLQRAFEKALVAVATQVIS
DTQSDMDDAMSELDDG

Bsl1652 67 72% 83 % ref|NP 768292.1]

NopC 67 100 100 ref|[YP 005612849.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

67 72 83% ref|]YP 005613005.1

NopC 67 87 89 ref|[ WP 027571389.1

Bradyrhizobium sp. WSM1743

NopC 95 43 % 60 % emb|CAQ57566.1]

Bradyrhizobium elkanii USDA 61 MRISSSSAAGHLDSDLHATGGGKKGSRAPGEHDDHGQS
HGAGAPLNGGASGPDADSQAAAMQQAFNVALGAVAM
QFVSSAMGRFDDAMAETEEDS

NopC 98 44 63 ref|[YP 003097668.1

Sinorhizobium fredii NGR234

NopC 98 44 63 gb|AAY33494.1

Sinorhizobium fredii HH103

NolC 98 44 63 ref|[YP 006529165.1

Sinorhizobium fredii USDA 257
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504310846?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YM36RNPD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504310940?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YM36RNPD014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653526510?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YM1FT7XG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493663791?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YM1FT7XG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/237678840?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=21&RID=YM1FT7XG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499177556?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=23&RID=YM1FT7XG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/55668600?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=24&RID=YM1FT7XG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416737?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504310839?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653526487?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/237678824?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520037?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=29&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365181941?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=34&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/52631915?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=27&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752706?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=27&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14026049?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=18&RID=YM3F1322014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376919?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YM4R1YJU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620516?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YM4R1YJU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376763?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YM595P2X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221683?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YM4R1YJU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221839?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YM595P2X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653526503?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YM595P2X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/237678839?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=YM4R1YJU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255767012?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YM4R1YJU015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/63103265?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YM5MBU5N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752721?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YM4R1YJU015

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A5: Sequenzhomologie zu NopD (Blr1693) aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

NopD (BIr1693) 1716 - - BAC46958.1

B. japonicum USDA 110 ref[NP 768333.1
BlI8244 1441 90 % 92 % dbj|BAC53509.1
BIr1705 1441 60 % 67 % ref|[NP 768345.1
NopD (BJ6T_88360) 1441 90 % 92 % ref]YP 005613666.1
Bradyrhizobium japonicum USDA 6

(BJ6T_81260) 919 99 % 99 % ref|[YP 005612960.1
NopD 292 53 % 63 % ref[WP 027577712.1
Bradyrhizobium sp. WSM1743

NopD 1595 97 % 97 % ref|[ WP 018273905.1
Bradyrhizobium elkanii USDA 61

hypothetical 339 58 % 69 % ref[WP 006612273.1
B. japonicum ORS285 emb|CCD86932.1
BRA0285_2120003 1200 emb|CCD86954.1]
NopD (SFHH103_04358) 1318 84 % 86 % ref|[YP 006575379.1

(psfHH103d_287)
Sinorhizobium fredii HH103

MIr6316 1748 50 % 60 % ref[NP 106844.1
Mesorhizobium loti MAFF303099 partial 250 aa of partial

the C-terminus
Msi059 1798 51% 60 % emb|CAD31464.1
Mesorhizobium loti R7A partial 250 aa of partial

the C-terminus
XopD 801 29% 44 % gb|AEU04524.1
Xanthomonas campestris pv. campestris partial of 120 C- partial
(Canonne et al. 2012) terminal AA
XopD 760 33% 46 % DAA34040.1
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria partial of 102 C- partial
85-10 terminal aa

Tabelle A6: Sequenzhomologie zu Blr8244 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

BlI8244 1441 - - ref[NP 774884.1

Bradyrhizobium japonicum USDA

110

Blr1693 1716 90 % 92 % ref[NP_768333.1
(1402 aa)

BJ6T_88360 Bradyrhizobium 1441 100 100 ref|[YP 005613666.1

japonicum USDA 6

hypothetical protein 1595 85 % 88 % ref[WP 018273905.1

Bradyrhizobium elkanii (1072)

SFHH103_04358 Sinorhizobium 1318 82 % 85 % ref|[YP 006575379.1

fredii HH103 (916 aa)

BJ6T_81260 Bradyrhizobium 931 68% 77 % ref|[YP 005612960.1

Jjaponicum USDA 6 (724 aa)

BIr1705 Bradyrhizobium 1441 60 % 67 % ref[NP 768345.1

Jjaponicum USDA 110 (509 aa)

BJ6T_81140 Bradyrhizobium 1225 56 % 63 % ref|[YP 005612948.1

Jjaponicum USDA 6 (542 aa)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376804?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27356530?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376816?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YPA6CAC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384222500?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221794?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653541954?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=44&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517085087?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493660937?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=57&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365272723?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YP9R77NY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365272698?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=11&RID=YP9R77NY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995140?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=YP615PU7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/13475280?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YP8CSXFN015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/20803886?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YP8EKWWE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/358025588?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YP9DCX0P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=protein&term=DAA34040.1&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27383355?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376804?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384222500?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517085087?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995140?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221794?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=16&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376816?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=25&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221782?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=YTB2GA4B01R

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A7: Sequenzhomologie zu Blr1705 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein
BIr1705 Bradyrhizobium 1441 - - ref[NP 768345.1
Jjaponicum USDA 110
BlI18244 1441 60 % 67 ref|[NP_774884.1
Bradyrhizobium japonicum USDA (508 aa)
110
BIr1693 Bradyrhizobium 1716 60 % 67 % ref[NP 768333.1
Jjaponicum USDA 110 (508 aa)
BJ6T_88360 Bradyrhizobium 1441 60 % 67 % ref|[YP_005613666.1
Jjaponicum USDA 6 (508 aa)
SFHH103_04358 Sinorhizobium 1318 51% 57 % ref|[YP 006575379.1
fredii HH103 (760 aa)
BJ6T_81140 Bradyrhizobium 1225 90 % 90 % ref|[YP_005612948.1
Jjaponicum USDA 6 (1034)
USDA257_c24300 Sinorhizobium 2562 30 % 38% ref|[YP 006397763.1
fredii USDA 257 (73 aa)
deaminase Sinorhizobium fredii 441 31% 37% ref|[YP 002823278.1
NGR234 (81 aa)

Tabelle A8: Sequenzhomologie zu NopE1 aus Bja110 (BlastP search)
Name Amino acid Identity Similarity Protein
NopE1l 484 - - BAC47071.1
B. japonicum USDA 110
NopE2 512 76 81 ref|[NP_768289.1
B. japonicum USDA 110
BJ6T_80170 484 99 99 dbj|BAL13263.1
g‘]]él'llff;ig”ﬂ)USDA 6 512 76 81 ref][YP 005613007.1
hypothetical protein 471 86 89 ref[ WP 027571390.1
Bradyrhizobium sp. WSM1743
hypothetical protein 482 79 87 emb|CCD88705.1
Bradyrhizobium sp. ORS 285
hypothetical protein 475 66 74 ref|WP_028350680.1
Bradyrhizobium elkanii USDA 61
MdcE 427 43 57 ANU04584
Bradyrhizobium sp. LMJC (51/119)

Tabelle A9: Sequenzhomologie zu NopF aus Bja110 (BlastP search)
Name Amino acid Identity Similarity Protein
NopF (bl11862) 180 - - ref|[WP 011084668.1
B. japonicum USDA 110
NopAG (bl18244)
NopAG 180 100 100 gb|AGH09963.1
B. japonicum USDA 6
BJ6T_88790 179 100 100 ref|]YP 005613709.1
HopBG1 Pseudomonas syringae pv. 144 44 65 gb|ADQ74901.1
maculicola str. ES4326
PMA4326_30242 Pseudomonas 102 48 67 gb|EGH63103.1
syringae pv. maculicola str. ES4326
acetyltransferase GNAT family 159 26 50 emb|CCU60898.1

Bacillus subtilis E1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376816?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=25&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27383355?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376804?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384222500?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=16&RID=YTB66X3Y01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995140?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221782?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=YTB2GA4B01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/398352299?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YTCX0AZN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/227819307?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YTCX0AZN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376760?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=YPBN71MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/354960584?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YPBN71MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221841?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=11&RID=YPBN71MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653526506?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YPBN71MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365270835?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YPBN71MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654899148?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=YPBN71MC015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499397201?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YPD4NDPY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416795?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YPD4NDPY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384222543?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YPD4NDPY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312434654?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YPD4NDPY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/330962843?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=YPD4NDPY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/659922898?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YPD4NDPY014

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A10: Sequenzhomologie zu NopH aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein
NopH (bl11804=id199) 102 - - BAC47069.1
B. japonicum USDA110
BJ6T_80190 Bradyrhizobium 102 100 100 ref]YP 005612853.1
Jjaponicum USDA 6
NopH 102 100 100 dbj|BAM84095.1
B.japonicum USDA122
hypothetical protein 102 87 93 refl[WP 027571391.1
Bradyrhizobium sp. WSM1743
hypothetical protein 102 69 74 ref[ WP 006615059.1
Bradyrhizobium sp. ORS 285
hypothetical protein 95 49 63 ref|[ WP 028350679.1
Bradyrhizobium elkanii
Dnaj-like protein DjlA 267 40 54 gb|EGV52336.1
endosymbiont of Riftia pachyptila over N-terminal
(vent Ph05) 50 aa
Dna] like chaperone protein 269 41 50 dbj|BAN69984.1
endosymbiont of unidentified scaly
snail isolate Monju
DnaJ domain protein Bizionia 254 51 62 gb|EGV43820.1
argentinensis JUB59 over N-terminal
35aa
Rleg10DRAFT_4125 Rhizobium 175 57 67 ref][WP 003568763.1
leguminosarum only N-terminal
18 aa
Tabelle A11: Sequenzhomologie zu NopL aus Bja110 (BlastP search)
Name Amino acid Identity Similarity Protein
NopL /Bll1810id213 167 - - ref|[ WP 011084618.1
B. japonicum USDA110
BJ6T_80130 Bradyrhizobium 167 99 % 99 % ref|[YP 005612847.1
Jjaponicum USDA 6
NopL 249 47 % 55 % emb|CAQ57553.1
Bradyrhizobium elkanii (171 aa)
NopL 338 36 % 48 % ref|[YP 006575344.1
Sinorhizobium fredii HH103 (168 aa)
NopL 338 36 % 48 % ref][YP 006529139.1
Sinorhizobium fredii USDA 257 (168 aa)
Y4xL 338 36 % 48 % gb|AAL98685.1
Sinorhizobium fredii NGR234 (168 aa)
Tabelle A12: Sequenzhomologie zu NopM aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein
BIr1676 620 - - ref[NP 768316.1
B. japonicum USDA110
BIr1904 585 48 % 61 % ref[NP 768544.1

(574 aa)
ID431 581 48 % 61% gb|AAG60884.1|AF322013 3

(574 aa)
NopM1-2 357 58 % 72 % gb|AGH10028.1

(372 aa)
y4fR-like protein Bradyrhizobium 229 97 % 97 % gb|AAM12357.1
japonicum USDA110
BJ6T_81450 /nopM1 620 100 % 100 % ref|[YP 005612979.1
Bradyrhizobium japonicum USDA 6
NopM 610 48 % 58 % emb|CAQ57580.1
Bradyrhizobium elkanii
conserved hypothetical protein 812 47 % 58 % emb|CCD89724.1
Bradyrhizobium sp. ORS285 (633 aa)
SFHH103_04792 Sinorhizobium 581 45 % 58 % ref|[YP 006575801.1
fredii HH103 (630 aa)
putative E3 ubiquitin-protein ligase 581 45 % 58 % ref|[YP 006529325.1
Sinorhizobium fredii USDA 257 (630 aa)
BJ6T_78970 Bradyrhizobium 581 48 % 61 % ref|]YP 005612731.1
Jjaponicum USDA 6 (574 aa)
NopM 546 48 % 59 % ref|[NP 443862.1
Sinorhizobium fredii NGR234 (552 aa)
E3 ubiquitin--protein ligase 581 46 % 58 % ref|WP 027577618.1
Bradyrhizobium sp. WSM1743 (627 aa)
conserved hypothetical protein 340 55% 70 % emb|CCD89713.1
similar to y4fR Bradyrhizobium sp. (355 aa)
ORS 285
ipaH3, SIrP 565 41% 53 % ref|WP 002414724.1
Yersinia pestis (552 aa) ref[WP 002379993.1]
YopM 618 41 % 53% gb|EDR50659.1

(552 aa) ref|[ WP 002211637.1]
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221687?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/451810176?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653526508?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493663792?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654899147?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344225992?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/530671568?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/344048208?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/489664467?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=18&RID=YT60GCCF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499397151?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YT9Y70P401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221681?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YT9Y70P401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/237678826?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YT9Y70P401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995105?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YT9Y70P401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752695?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YT9Y70P401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19749315?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YT9Y70P401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376787?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27377015?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=20&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620608?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=23&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416925?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=31&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/20257173?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221813?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/237678854?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365269780?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995563?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752882?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221565?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=25&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16519742?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=27&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653541747?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=32&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365269790?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=35&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/488345339?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=36&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/488310608?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=38&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/166206179?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=46&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/488140429?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=47&RID=YTB2ZKD701R

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Yersinia pestis biovar Antiqua str. 626
B42003004
invasion plasmid antigen 565 37 % 54 % ref[WP 010921637.1
Shigella flexneri (588 aa)
Tabelle A13: Sequenzhomologie zu NopM2 aus Bja110 (BlastP search)
Name Amino acid Identity Similarity Protein
BIr1904 Bradyrhizobium 585 - - ref[NP 768544.1
Jjaponicum USDA 110
Blr1676 620 47 % 60 % refINP 768316.1]
NopM1-2 357 51% 67 % gb|AGH10028.1
(350 aa)
BJ6T_78970 Bradyrhizobium 581 99 % 99 % ref|[YP 005612731.1
Jjaponicum USDA 6
BJ6T_81450 /nopM1 620 47 % 60 % ref|[YP 005612979.1
Bradyrhizobium japonicum USDA 6
E3 ubiquitin--protein ligase 579 88 % 92 % ref|[ WP 028350662.1
Bradyrhizobium elkanii
NopM 610 53 % 66 % emb|CAQ57580.1
Bradyrhizobium elkanii
SFHH103_04792 Sinorhizobium 581 93 % 96 % ref|[YP 006575801.1
fredii HH103
putative E3 ubiquitin-protein ligase 581 93 % 96 % ref|[YP 006529325.1
Sinorhizobium fredii USDA 257
NopM Sinorhizobium fredii NGR234 546 55% 66 % ref|[NP 443862.1
(460 aa)
E3 ubiquitin--protein ligase 581 88 % 92 % ref[WP 027577618.1
Bradyrhizobium sp. WSM1743
Leucine-rich repeat protein 812 47 % 60 % emb|CCD89724.1
Bradyrhizobium sp. ORS 285 (602 aa)
YopM, SIrP 618 gb|EDR50659.1
Yersinia pestis 38% ref[WP 002211637.1
626 (587 aa) 52 % ref|[ WP 029791963.1|
SIrP 509 37% 50 % ref|[ WP 023206969.1
Salmonella enterica (509 aa)

Tabelle A14: Sequenzhomologie zu NopP1 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

BIr1752 /id84 244 - - dbj|BAC47017.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

BJ6T_80680 Bradyrhizobium japonicum USDA 6 244 99 % 99 % ref]lYP 005612902.1]

hypothetical protein Bradyrhizobium elkanii 287 63 % 76 % ref| WP 028336719.1
(252 aa)

RHECNPAF_715002 295 54 % 68 % gb|EGE56318.1

Rhizobium etli CNPAF512 241

RHECIAT_PB0000238 Rhizobium etli CIAT 652 295 54 % 66 % ref][YP 001984497.1
(241 aa)

hypothetical protein 295 54 % 66 % ref|[ WP 029875558.1

Rhizobium leguminosarum (241 aa)

NopP 285 50 % 64 % ref][YP 005191420.1

Sinorhizobium fredii HH103 (235 aa)

ORF3 295 51% 63 % gb|AAB47010.1

Rhizobium leguminosarum (241 aa)

NopP 269 51% 67 % ref|[ WP 027038898.1

Mesorhizobium ciceri (206 aa)

NopP Sinorhizobium fredii NGR234 271 48 % 63 % ref|[NP 444168.1
(231 aa)

SFHH103_04301 Sinorhizobium fredii HH103 236 48 % 61 % ref|[YP 006575322.1
(231 aa)

NopP 270 47 % 62 % ref|[YP 006529162.1

Sinorhizobium fredii USDA 257 (231 aa)

NopP 275 46 % 59 % ref[ WP 028338116.1

Bradyrhizobium elkanii (227 aa)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499224097?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=53&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27377015?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=20&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376787?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416925?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=31&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221565?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YTF40EUW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221813?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654899130?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YTF40EUW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/237678854?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=10&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995563?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752882?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16519742?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=27&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653541747?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=32&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365269780?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=YTF40EUW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/166206179?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=46&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/488140429?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=47&RID=YTB2ZKD701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/658930201?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=36&RID=YTF40EUW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/554962516?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=70&RID=YTF40EUW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27350005?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YTGGUUE301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221736?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654884927?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=13&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327189134?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190894203?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/659065660?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=16&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378775913?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=21&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1839275?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=22&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/652695558?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520048?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=32&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995083?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=33&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752718?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=35&RID=YTGWACZG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654886364?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=43&RID=YTGWACZG01R

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A15: Sequenzhomologie zu NopP2 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

Bll1797 /ID185 140 - - ref[NP 768437.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

BJ6T_80270 140 100 % 100 % ref][YP 005612861.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

hypothetical protein Bradyrhizobium elkanii 294 64 % 74 % ref|[ WP 028168943.1
(145 aa)

hypothetical protein Bradyrhizobium elkanii 285 62 % 74 % ref|[WP 028350672.1

(144)

hypothetical protein Bradyrhizobium sp. 295 63 % 76 % ref|[ WP 027576993.1

WSM1743 (128 aa)

hypothetical protein 285 56 % 68 % ref|[ WP 020923440.1

Rhizobium etli (140)

NopP 270 59 % 70 % ref]YP 006529162.1

Sinorhizobium fredii USDA 257 (115 aa)

NopP 271 59 % 70 % ref|[NP 444168.1

Sinorhizobium fredii NGR234 (115 aa)

SFHH103_04301 236 58 % 70 % ref|[YP 006575322.1

Sinorhizobium fredii HH103 (115 aa)

NopP 270 58 % 70 % gb|AAY33495.1

Sinorhizobium fredii HH103 (115 aa)

RHECNPAF_715002 295 60 % 72 % gb|EGE56318.1

Rhizobium etli CNPAF512 (108 aa)

hypothetical protein Bradyrhizobium elkanii 287 52% 67 % ref| WP 028350658.1
(137 aa)

Y4yP 270 56 % 66 % gb|AAL98702.1

Sinorhizobium fredii USDA257 (115 aa)

NopP 275 50 % 63 % ref|[ WP 028338116.1

Bradyrhizobium elkanii (131 aa)

NopP 285 49 % 66 % ref][YP 005191420.1

Sinorhizobium fredii HH103 (122 aa)

MULTISPECIES: hypothetical protein 127 47 % 62 % ref|[ WP 011084664.1

Bradyrhizobium

BII1858 /id322 (USDA110)

BJ6T_79670 (USDA 6)

bir1752 /id84 244 50 % 67 % dbj|BAC47017.1|

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (113 aa) gb|AAG60738.1|AF322012 43

BJ6T_80680 244 50 % 67 % ref|[WP_014497970.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6 (113 aa) ref][YP 005612902.1

Tabelle A16: Sequenzhomologie zu Bl11858 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

BI11858 /id322 127 - - BAC47123.1

B. japonicum USDA110

BIr1752 / id84 277 46 60 % gb|AAG60738.1|AF322012 43

BJ6T_79670 127 100 % 100 % ref|]YP 005612801.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

NopP 275 61 % 70 % ref| WP 028338116.1

Bradyrhizobium elkanii (133 %)

NopP 271 59 % 67 % ref|NP 444168.1

Sinorhizobium fredii NGR234 111 aa

NopP 270 59 % 67 % ref|[YP 006529162.1

Sinorhizobium fredii USDA257 111 aa

SFHH103_04301 Sinorhizobium fredii 236 58 % 67 % ref|[YP 006575322.1

HH103 111 aa

NopP 285 50 % 65 % ref|[YP 005191420.1

Sinorhizobium fredii HH103 105 aa

RHECNPAF_715002 Rhizobium etli 295 56 % 65 % gb|EGE56318.1

CNPAF512 123 aa

RHECIAT_PB0000238 Rhizobium etli CIAT 295 55 63 % ref|[YP 001984497.1

652 126 aa

hypothetical protein Rhizobium 295 55% 62 % ref|[ WP 029875558.1

leguminosarum 126 aa

MULTISPECIES Bradyrhizobium 140 47 % 62 % ref| WP 011084606.1

Bl11797,id185, BJ6T_80270 131aa
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376908?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221695?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654711020?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654899140?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653540142?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/528843827?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752718?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520048?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=16&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995083?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=17&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/63103266?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=18&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327189134?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=20&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654899126?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=22&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/19749332?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=30&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654886364?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=31&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378775913?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=35&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499397197?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=37&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620462?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=47&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504310868?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=46&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221736?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=46&RID=YVFCT3N6016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=protein&term=BAC47123.1&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620462?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=50&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221635?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654886364?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520048?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752718?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=21&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995083?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=23&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378775913?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=38&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/327189134?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=29&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190894203?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=30&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/659065660?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=31&RID=YVJTADF4013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499397139?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=32&RID=YVJTADF4013

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A17: Sequenzhomologie zu Bll1798 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

Bll1798 / id186 140 - - gi|27350051|dbj|BAC47063.1|

B. japonicum USDA110

id84 277 33% 44 % gb|AAG60738.1|AF322012 43

(139 aa)

BJ6T_80260 140 100 % 100 % ref|[YP 005612860.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

NopAH 140 99 % 99 % gb|AGH10021.1

Bradyrhizobium japonicum USDA123

hypothetical protein Bradyrhizobium elkanii 294 43 % 57 % ref|[ WP 028168943.1
127 aa

hypothetical protein Bradyrhizobium sp. 295 32 49 ref[WP 027576993.1

WSM1743 125

NopP 270 33% 48 % ref][YP 006529162.1

Sinorhizobium fredii USDA 257 112

NopP 271 32 48 ref|NP 444168.1

Sinorhizobium fredii NGR234 112 aa

NopP 270 33% 48 % gb|AAY33495.1

Sinorhizobium fredii HH103 112

NopP 285 30 % 51% ref|[YP 005191420.1

Sinorhizobium fredii HH103 (80 aa)

Tabelle A18: Sequenzhomologie zu NopT aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

NopT BIr2140 271 - - BAC47405.1

Bradyrhizobium japonicum USDA110

BIr2058 /id797 298 48 % 62 % ref|NP_768698.1
282aa

BJ6T_77100 Bradyrhizobium japonicum 271 100 % 100 % ref|[YP 005612543.1

USDA 6

peptidase C58 Bradyrhizobium elkanii 292 63 % 71 % ref|[ WP 028167598.1
296 aa

NopT 261 59 % 71 % ref|[NP 444174.1

Sinorhizobium fredii NGR234 270 aa

yopT-like y4zC Sinorhizobium fredii USDA 205 66 % 79 % ref|[YP 006529176.1

257 200 aa

SFHH103_04285 Sinorhizobium fredii 150 63 % 78 % ref|[YP 006575308.1

HH103 152 aa

AvrPphB putative peptidase Acidovorax 188 50 % 68 % gb|ABM30699.1

citrulli AAC00-1 191 aa

BJ6T_77970 Bradyrhizobium japonicum 171 50 % 68 % ref|[YP 005612630.1

USDA 6 155 aa

AvrPphB 188 33% 49 % pdb|1UKF|A

Pseudomonas syringae pv.phaseolicola 172 aa

AvrPphB/ AvrPph3 Pseudomonas syringae 267 32% 49 % sp|Q52430.1|AVRP3 PSESH

pv. phaseolicola 183 aa

HopAW1 218 25% 45 % gb|EKG33615.1

Pseudomonas avellanae BPIC 631 166

MULTISPECIES: HopAW1 218 25 % 45 % ref|[ WP 004666980.1

Pseudomonas syringae group 166 aa

RipT 228 27 % 40 % ref| WP 013210582.1

Ralstonia solanacearum (176 aa)

Tabelle A19: Sequenzhomologie zu NopT2 aus Bjal10 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

BIr2058 /id797 Bradyrhizobium japonicum 298 - - ref[NP_768698.1

USDA 110

Blr2140 271 49 % 63 % ref[NP 768780.1
282 aa

BJ6T_77970 Bradyrhizobium japonicum 171 100 % 100 % ref|[YP 005612630.1

USDA 6

peptidase C58 Bradyrhizobium elkanii 276 60 % 71 % ref| WP 028337442.1|

BJ6T_77100 Bradyrhizobium japonicum 271 49 % 63 % dbj|BAL12955.1

USDA 6 282 aa

NopT 261 40 % 57 % ref[NP 444174.1

Sinorhizobium fredii NGR234 283

YopT-like Y4zC Sinorhizobium fredii USDA 205 48 % 65 % ref|]YP 006529176.1

257 197 aa

SFHH103_04285 Sinorhizobium fredii 150 43 % 65 % ref][YP 006575308.1

HH103 152 aa

AvrPphB 188 39% 55 % gb|ABM30699.1

Acidovorax citrulli AAC00-1 188

AvrPphB 188 31 47 % pdb|1UKF|A

Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=protein&term=BAC47063.1&dopt=GenBank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620462?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=11&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221694?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416911?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654711020?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653540142?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=9&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752718?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=24&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520048?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=26&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/63103266?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=35&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/378775913?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=42&RID=YVKM423X013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27377169?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221377?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654709620?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520054?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752732?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995069?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=18&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/120587259?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221464?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=25&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/40889765?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=42&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/2498171?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=43&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/407991858?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=49&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490804855?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=50&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502975606?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=71&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27377169?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=YVMVDDA3016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27377251?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221464?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654885661?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/354960276?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16520054?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=13&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/400752732?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995069?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/120587259?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=18&RID=YVMZWK4S016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/40889765?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=40&RID=YVMZWK4S016

Anhang:Tabellen zur Datenanalyse

Tabelle A20: Sequenzhomologie zu BlI8201 aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

BlI8201 180 - - dbj|BAC53466.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 110

Bl11862 180 100 % 100 % ref[NP 768502.1

ID328 180 100 % 100 % gb|AAG60844.1|AF322012 149

Bradyrhizobium japonicum

NopAG 180 100 % 100 % gb|AGH09963.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6

BJ6T_88790 Bradyrhizobium japonicum 179 100 % 100 % ref|[YP 005613709.1

USDA 6

HopBG1 Pseudomonas syringae pv. 144 44 % 65 % gb|ADQ74901.1

maculicola str. ES4326 126 aa

Tabelle A21: Sequenzhomologie zu Blr1993 / pgl aus Bja110 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

ID636 / BIr1993 Bradyrhizobium japonicum 510 - - gb|AAG60962.1|AF322013 81

USDA 110 dbj|BAC47258.1|

NopAC 509 99 99 gb|AGH10024.1

Bradyrhizobium japonicum USDA123

BJ6T_78570 Bradyrhizobium japonicum 432 100 % 100 % ref|[YP 005612691.1

USDA 6 (432 aa)

Polygalacturonase Rhizobium 467 57 % 70 % ref|[ WP 026154653.1

leguminosarum (424 aa)

Polygalacturonase 376 40 % 60 % pdb|1BHE[A

Erwinia carotovora ssp. carotovora

Polygalacturonase 530 38 % 54 % ref| WP 013209885.1

Ralstonia solanacearum (412 aa)

Tabelle A22: Sequenzhomologie zu Blr1656 aus Bjal10 (BlastP search)

Name Amino acid Identity Similarity Protein

BIr1656 / GunA2 268 BAC46921.1

B. japonicum USDA110

BIr1964 /1d568 263 72 % 82 % ref|[NP 768604.1
(259 aa)

NopAA 268 100 100 dbj|BAL13413.1

Bradyrhizobium japonicum USDA 6 ref|[WP 011084471.1]

SFHH103_04355 268 93 % 95 % ref|[YP 006575376.1

Sinorhizobium fredii HH103

NopAA 268 93 % 95 % gb|AGH09914.1

Sinorhizobium fredii USDA207

putative glycosyl hydrolase Sinorhizobium 616 94 % 95 % ref|[YP 003329349.1

meliloti 250 aa

hypothetical protein Sinorhizobium meliloti 160 86 % 89 % ref|[YP 001965569.1

SM11

hypothetical protein Rhizobium 263 75 % 81 % ref| WP 028744346.1

leguminosarum

glycosyl hydrolase Bradyrhizobium elkanii 266 79 % 86 % ref| WP 026192366.1]

glycosyl hydrolase Cupriavidus taiwanensis 260 45 % 64 % ref][YP 001796129.1

LMG 19424
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27356487?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVVGZ1M7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27376973?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVVGZ1M7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620568?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVVGZ1M7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416795?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVVGZ1M7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384222543?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=YVVGZ1M7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312434654?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=YVVGZ1M7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12620686?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27350247?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416917?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/384221525?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/648462902?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=19&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157830315?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=69&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502974909?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=89&RID=YVW226X9013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27377075?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=16&RID=YVXDDZ32013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/354960734?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVXDDZ32013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499397004?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVXDDZ32013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/399995137?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVX4B8JA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460416697?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=YVX4B8JA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270208578?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=YVX4B8JA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190410045?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=24&RID=YVXDDZ32013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655336201?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=YVX4B8JA016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/648500615?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=YVXDDZ32013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/188591530?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=30&RID=YVXDDZ32013
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Lebenslauf

[ Aus Datenschutzrechtlichen Griinden entfernt.]
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(1)

Expression of the Bradyrhizobium japonicum type III secretion system in legume
nodules and analysis of the associated tts box promoter

Zehner, S., Schober, G., Wenzel, M., Lang, K., Gottfert, M. 2008. Mol. Plant-Microbe Interact. 21,
1087-1093.

doi: 10.1094/MPMI-21-8-1087.

Abstract:

In Bradyrhizobium japonicum, as in some other rhizobia, symbiotic efficiency is influenced by a
type III secretion system (T3SS). Most genes encoding the transport machinery and secreted
proteins are preceded by a conserved 30-bp motif, the type-three secretion (tts) box. In this study,
we found that regions downstream of 34 tts boxes are transcribed. For nopB, nopL, and gunAZ,
the transcriptional start sites were found to be 12, 11, and 10 bp downstream of their tts boxes,
respectively. The deletion of this motif or modification of two or more conserved residues
strongly reduced expression of nopB. This indicates that the tts box is an essential promoter
element. Data obtained with lacZ reporter gene fusions of five genes preceded by a tts box (gunAZ,
nopB, rhcV, nopL, and blr1806) revealed that they are expressed in 4-week-old nodules of
Macroptilium atropurpureum. These data suggest that the T3SS is active in mature nitrogen-fixing
nodules. The two-component response regulator Ttsl is required for the expression of rhcV, nopL,
and bIr1806 in bacteroids. Staining of inoculated roots showed that nopB is also expressed in early
infection stages.

[Kompletter Artikel wurde aus verlagsrechtlichen Griinden entfernt.]
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(2)

Identification of genistein-inducible and type III secreted proteins of
Bradyrhizobium japonicum

Sif3, C. Hempel, ], Zehner, S., Krause, A., Patschkowski, T., Gottfert, M. 2006. ]. Biotechnol. 126,
69-77.

doi: 10.1016/j.jbiotec.2006.03.037.

Abstract:

Flagellin is the bulk protein secreted by Bradyrhizobium japonicum. For easier identification of
minor protein fractions, the flagellin genes bll6865 and bll6866 were deleted. Extracellular
proteins of the corresponding mutant were purified and separated by 2D gel electrophoresis.
Several of the protein spots were detectable only after addition of genistein to the growth
medium-genistein is an isoflavone secreted by soybean that activates the expression of genes
encoding a type Il secretion system. These secreted proteins were not present in supernatants
of mutants in which conserved genes of the type III secretion system or the regulatory gene ttsl,
which is essential for activation of the type III secretion system, are deleted. Out of 22 genistein-
inducible protein spots 8 different proteins could be identified by mass spectrometry. One of the
proteins, Blr1752, has similarity to NopP of Rhizobium sp. strain NGR234 that is known to be
secreted. Another protein is Blr1656 (GunAZ2) that was shown previously to have endoglucanase
activity. Three proteins have similarity to subunits of the flagellar apparatus. Some proteins
appeared in several separate spots indicating posttranslational modification. A conserved tts box
motif was found in the putative promoter region of six genes encoding secreted proteins.

[Kompletter Artikel wurde aus verlagsrechtlichen Griinden entfernt.]
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Analysis of the secretome of the soybean symbiont Bradyrhizobium japonicum

Hempel, ], Zehner, S., Gottfert, M., Patschkowski, T. 2009. J. Biotechnol. 140, 51-58.

doi: 10.1016/j.jbiotec.2008.11.002.

Abstract:

Proteins from the supernatant of Bradyrhizobium japonicum were separated by two-dimensional
gel electrophoresis and stained with Coomassie. This revealed more than 100 protein spots. Sixty-
eight proteins were identified by mass spectrometry. Thirty-five are predicted to contain an N-
terminal signal peptide characteristic for proteins transported by the general secretory pathway.
Most of these appear to be substrate-binding proteins of the ABC transporter family. Ten proteins
were categorized as unclassified conserved or hypothetical. None of the proteins has similarity to
proteins transported by a type I secretion system or to autotransporters. Three of the proteins
might be located in the outer membrane. The addition of genistein led to changes in the spot
pattern of three flagellar proteins and resulted in the identification of the nodulation outer
protein Pgl. Moreover, the application of shot-gun mass spectrometry resulted in the first-time
identification of NopB, NopH and NopT, which were present only after genistein induction.
Replacing genistein with daidzein or coumestrol reduced the amount of the type Ill-secreted
protein GunA2.

[Kompletter Artikel wurde aus verlagsrechtlichen Griinden entfernt.]
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The type IlI-secreted protein NopE1 affects symbiosis and exhibits a calcium-
dependent autocleavage activity

Wenzel, M., Friedrich, L., Gottfert, M., Zehner, S. 2010. Mol. Plant-Microbe Interact. 23, 124-129.

doi: 10.1094/MPMI-23-1-0124.

Abstract:

The type IlI-secreted proteins NopE1 and NopE2 of Bradyrhizobium japonicum contain a repeated
domain of unknown function (DUF1521), which is present in a few uncharacterized proteins. A
nopE1/nopE2 double mutant strain exhibited higher nodulation efficiency on Vigna radiata KPS2
than the wild type or single nopE1 or nopEZ mutants. This indicates that both proteins are
effectors that functionally overlap. To test translocation into the plant cell compartment during
symbiosis, NopE1 and NopE2 were fused with adenylate cyclase (cya) as reporter. A fusion with
the full-length proteins or N-terminal peptides resulted in increased cAMP levels in nodules,
indicating translocation. Purified NopE1 exhibited self-cleavage in the presence of Ca2*. Two
identical cleavage sites (GD'PHVD) were identified inside the DUF1521 domains. The C-terminal
cleavage site was analyzed by alanine scanning. Protein variants in which aspartate or proline
next to the cleavage sites was substituted displayed no cleavage. A noncleavable protein was
obtained by exchange of the aspartate residues preceding both cleavage sites. Complementation
analysis with the noncleavable NopE1 variant did not restore wild-type phenotype on Vigna
radiata KPS2, indicating a physiological role of NopE1 cleavage in effector function.

[Kompletter Artikel wurde aus verlagsrechtlichen Griinden entfernt.]
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Characterization of the self-cleaving effector protein NopE1 of
Bradyrhizobium japonicum

Schirrmeister, J., Friedrich, L., Wenzel, M., Hoppe, M., Wolf, C., Gottfert, M., Zehner, S. 2011.
J. Bacteriol. 193, 3733-3739.

doi: 10.1128/]B.00437-11.

Abstract:

NopE1 is a type Ill-secreted protein of the symbiont Bradyrhizobium japonicum which is
expressed in nodules. In vitro it exhibits self-cleavage in a duplicated domain of unknown function
(DUF1521) but only in the presence of calcium. Here we show that either domain is self-sufficient
for cleavage. An exchange of the aspartic acid residue at the cleavage site with asparagine
prevented cleavage; however, cleavage was still observed with glutamic acid at the same position,
indicating that a negative charge at the cleavage site is sufficient. Close to each cleavage site, an
EF-hand-like motif is present. A replacement of one of the conserved aspartic acid residues with
alanine prevented cleavage at the neighboring site. Except for EDTA, none of several protease
inhibitors blocked cleavage, suggesting that a known protease-like mechanism is not involved in
the reaction. In line with this, the reaction takes place within a broad pH and temperature range.
Interestingly, magnesium, manganese, and several other divalent cations did not induce cleavage,
indicating a highly specific calcium-binding site. Based on results obtained by blue-native gel
electrophoresis, it is likely that the uncleaved protein forms a dimer and that the fragments of the
cleaved protein oligomerize. A database search reveals that the DUF1521 domain is present in
proteins encoded by Burkholderia phytofirmans PsN] (a plant growth-promoting
betaproteobacterium) and Vibrio coralliilyticus ATCC BAA450 (a  pathogenic
gammaproteobacterium). Obviously, this domain is more widespread in proteobacteria, and it
might contribute to the interaction with hosts.

[Kompletter Artikel wurde aus verlagsrechtlichen Griinden entfernt.]
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The domain of unknown function DUF1521 exhibits metal ion-inducible
autocleavage activity - a novel example from a putative effector protein of
Vibrio coralliilyticus ATCC BAA-450

Schirrmeister, J., Zocher, S., Flor, L., Gottfert, M., Zehner, S. 2013. FEMS Microbiol. Lett. 343, 177-
182.

doi: 10.1111/1574-6968.12145.

Abstract:

Vibrio coralliilyticus ATCC BAA-450 is a pathogen causing coral bleaching at elevated seawater
temperatures. Based on the available genome sequence, the strain has a type IlI secretion system.
Within the corresponding gene cluster, VIC_001052 is encoded, which contains a conserved
domain of unknown function DUF1521. In this study, we show that the purified domain exhibits
autocleavage activity in the presence of several divalent metal ions, for example, calcium and
manganese but not with magnesium or zinc. Autocleavage is not affected by temperatures
between 0 and 30 °C, indicating that seawater temperature is not a critical factor for this activity.
The DUF1521 domain and the cleavage site are conserved in several proteins from
proteobacteria, suggesting a similar cleavage activity for these proteins.

[Kompletter Artikel wurde aus verlagsrechtlichen Griinden entfernt.]
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