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Zusammenfassung 

 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) transloziert mindestens 20 Effektorproteine 

durch ein spezialisiertes Typ-III-Sekretionssystem in die pflanzliche Wirtszelle. AvrBs1, 

AvrBs3 und AvrBs4 sind drei dieser Typ-III-Effektoren, welche aufgrund ihrer Fähigkeit, 

in resistenten Pflanzen eine HR auszulösen, als Avirulenzproteine bezeichnet wurden. In 

der vorliegenden Arbeit wurden deren Primärfunktionen als Virulenzfaktoren des 

Pathogens untersucht. Im Vordergrund stand die Analyse von AvrBs3, einem der 

bestuntersuchten Typ-III-Effektoren aus Xcv. Im Mittelpunkt stand dabei die 

Identifizierung und Analyse von Proteinen, die mit AvrBs3 interagieren. Es wurde gezeigt, 

dass AvrBs3 mit dem Xcv-Typ-III-Chaperon HpaB interagiert, welches die Sekretion des 

Effektorproteins begünstigt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass AvrBs3 im Zytoplasma 

der Pflanzenzelle in Abhängigkeit von der zentralen „Repeat“-Region Homodimere bildet. 

Die Interaktion zwischen AvrBs3 und Importin α1 aus Capsicum annuum (CaIMPα1), 

welches den Kernimport des Effektors vermittelt, wurde in planta gezeigt. In Hefe-Di-

Hybrid-Sichtungen einer cDNA-Bank aus Lycopersicon esculentum mit AvrBs3 als 

Köderprotein wurden zwei interessante, pflanzliche Proteine identifiziert, welche 

potentielle Virulenzzielproteine von AvrBs3 darstellen und eine Rolle für die Virulenz von 

Xcv spielen könnten: Der Interaktor LeThiC ist vermutlich an der Thiaminbiosynthese 

beteiligt und Aip8 („protein interacting with AvrBs3 8) zeigt Ähnlichkeit zu einem 

Transkriptionsregulator aus Arabidopsis. Mikroskopische Studien nach Agrobacterium 

vermittelter Expression von avrBs3 in Nicotiana benthamiana zeigten, dass AvrBs3 eine 

erhöhte Transkriptionsaktivität in den Zellkernen bewirkt. Vergleichende mikroskopische 

Analysen von Pflanzenzellen, die avrBs3, avrBs1 oder avrBs4 exprimieren, ergaben 

außerdem, dass AvrBs1 eine ähnliche Vergrößerung von Mesophyllzellen induziert wie 

AvrBs3. Physiologische Untersuchungen zeigten, dass AvrBs1 und AvrBs3 eine Erhöhung 

des Ionenaustritts aus N. benthamiana-Zellen bewirken. Das AvrBs3-Familienmitglied 

AvrBs4 induziert dagegen weder eine starke Zellvergrößerung noch einen verstärkten 

Ionenaustritt, jedoch eine Erhöhung des Katalasegehaltes in Peroxisomen. Des Weiteren 

wurde beobachtet, dass AvrBs3 eine supprimierende Wirkung auf die durch AvrBs1 

induzierte HR in Bs1-enthaltenden Paprikapflanzen hat.  
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Summary 

 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) translocates at least 20 effector proteins 

through a specialized type III secretion system into the plant host cell. Among these are 

AvrBs1, AvrBs3 and AvrBs4, type III effectors that were termed avirulence proteines 

because of their ability to induce the HR in resistent plants. In the present work, the 

primary functions of these effectors were studied which are proposed to enhance the 

virulence of the pathogen. The main focus of this work was the analysis of AvrBs3, a well-

studied type III effector of Xcv. The central question dealt with the identification and 

analyses of proteins interacting with AvrBs3 (Aip). First, the interaction of AvrBs3 with 

HpaB, a type III chaperone which promotes the secretion of the effector, was shown. 

Secondly, the present analyses revealed that AvrBs3 homodimerizes in the plant cell 

cytoplasm, mediated by the central repeat region of the effector. The interaction of AvrBs3 

with Importin α1 from Capsicum annuum (CaIMPα1), which mediates the import of the 

effector into the plant cell nucleus, was demonstrated in planta. In yeast two-hybrid 

screens using AvrBs3 as bait two interesting proteins from Lycopersicon esculentum were 

identified displaying potential virulence targets of AvrBs3: LeThiC, probably an enzyme 

of the thiamine synthesis, and Aip8, a putative transcriptional regulator. Furthermore, 

microscopic studies following Agrobacterium-mediated transient expression of avrBs3 in 

Nicotiana benthamiana revealed that AvrBs3 causes enhanced transcription activitity in 

plant cell nuclei. Comparative microscopic analyses of cells expressing avrBs3, avrBs1 or 

avrBs4 showed that AvrBs1 induces a similar enlargement of mesophyll cells as AvrBs3. 

Physiological analyses revealed that AvrBs1 and AvrBs3 also cause increased ion leakage 

in N. benthamiana. However, the AvrBs3 family member AvrBs4 showed almost no effect 

on cell size or ion leakage, but induces an increased content of catalase in peroxisomes. 

Furthermore, a cell death suppressing activity of AvrBs3 was observed in Bs1 pepper 

plants after delivery of AvrBs3 and AvrBs1 by Xcv.  
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1. Einleitung 

 

1.1. Interaktionen zwischen phytopathogenen Bakterien und deren Wirtspflanzen 

 
Bakterien sind sehr divers in ihrer Zellgröße, Zellform, Bewegungsform und der von ihnen 

zur Energiegewinnung genutzten Stoffwechselwege. Diese Diversität ermöglicht es den 

Bakterien, zahlreiche Habitate zu besiedeln und eine Vielzahl ökologischer Nischen zu 

nutzen. Einige Bakterien haben sich z.B. auf ein Leben auf oder in anderen Organismen 

spezialisiert, da Tiere und Pflanzen günstige Wachstumsbedingungen wie einen konstanten 

pH-Wert, einen konstanten osmotischen Druck und ein hohes Nährstoffangebot bieten. 

Parasitisch lebende Bakterien schädigen den besiedelten Wirtsorganismus. Der Befall eines 

Wirtsorganismus mit pathogenen Parasiten führt zur Auslösung spezifischer Krankheiten. 

Pathogene infizieren sowohl Pflanzen (Phytopathogene) als auch Tiere (Tierpathogene). 

Zu wichtigen Vertretern der Phytopathogene gehören nicht nur Bakterien, sondern auch 

Insekten, Nematoden, Pilze und Viren. Sowohl Gram-positive phytopathogene Bakterien 

(z. B. Clavibacter michiganensis pathovar (pv.) michiganensis) als auch Gram-negative 

phytopathogene Bakterien verursachen Krankheiten auf wichtigen Nutzpflanzen. Dabei 

hängt das Ausmaß der Krankheitssymptome in suszeptiblen Pflanzen von der Virulenz des 

Pathogens ab. Gram-negative, phytopathogene Bakterien sind bislang für 

molekulargenetische Untersuchungen besser zugänglich als Gram-positive Vertreter und 

wurden daher als Modellsystem für das Studium von Pathogen-Wirts-Interaktionen 

etabliert. Wichtige Vertreter phytopathogener Gram-negativer Bakterien gehören zu den 

Gattungen Ralstonia, Xylella, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea, Agrobacterium und 

Xanthomonas. Die durch diese Bakterien ausgelösten Krankheiten führen besonders in 

feucht-warmen Gebieten zu erheblichen Ernteausfällen.  

Die meisten Pflanzen sind jedoch „Nichtwirtsorganismen“ für potentielle 

Krankheitserreger, da sie effektive Abwehrmechanismen entwickelt haben.  

 

1.2. Basale Abwehrmechanismen der Pflanze (Nichtwirtsresistenz) 
 

Pflanzen besitzen einige natürliche Barrieren, die ein Eindringen von Mikroorganismen 

erschweren. Dazu zählen die Zellwand sowie die Kutikula, die der Epidermis verstärkend 

aufgelagert ist. Auch Phytotoxine dienen der Abwehr von Krankheitserregern. Des 
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Weiteren besitzen Pflanzenzellen Rezeptoren, die vor allem die weit verbreiteten 

mikrobiellen Moleküle (MAMP, „micobial associated molecular pattern“; auch PAMP für 

„pathogen associated molecular pattern“), wie z.B. Flagellin, Exopolysaccharide (EPS), 

Lipopolysaccharide (LPS) und Harpine erkennen und dadurch basale Abwehrreaktion 

einleiten (139, 252, 253, 372, 374). Basale Abwehrreaktionen können zu einem 

programmierten Zelltod („programmed cell death“, PCD) führen, welcher normalerweise 

Teil des Zellzyklus ist (127, 143, 164, 222, 242). Die basalen, induzierten 

Abwehrreaktionen beinhalten eine Verstärkung der Zellwand, z.B. durch Einlagerungen 

von Lignin oder Suberin, Kalloseauflagerungen sowie die Expression von speziellen 

Abwehr-Genen (137, 230). Die Aktivierung dieser Abwehrreaktionen erfolgt durch eine 

MAPK (Mitogen aktivierte Protein-Kinase)-Signalkaskade, die sowohl durch abiotischen 

wie auch biotischen Stress induziert wird (242, 253, 373). Letztlich wird durch all diese 

basalen Abwehrprozesse eine Nichtwirtsresistenz der Pflanze bewirkt, da das Wachstum 

der Mikroorganismen verhindert wird. 

 

1.3. Spezifische Resistenzmechanismen bei Pflanzen (Wirtsresistenz) 
 

Einige, so genannte resistente Wirtspflanzen haben spezifische Mechanismen entwickelt, 

um pathogene Mikroorganismen zu erkennen und abzuwehren. Für die Erkennung von 

Phytopathogenen haben diese Pflanzen spezifische Resistenzproteine evolviert. Nach 

Erkennung kommt es zur Bildung und Anhäufung antimikrobieller Phytoalexine, zur 

Induktion von Abwehr-Genen, PR- („pathogenesis related“)-Genen sowie zur Bildung 

reaktiver Sauerstoffspezies („reactive oxygen species“; ROS; 137, 193, 198, 226, 295, 

342). Über die genaue Funktion vieler PR-Proteine ist noch wenig bekannt. Durch 

pathogene Pilze induzierte PR-Gene kodieren z.B. für Chitinasen, Glukanasen sowie 

Chitin bindende Proteine (143). ROS können direkt toxisch auf das Pathogen wirken, in 

die Verstärkung der Zellwand involviert oder an der Induktion einer hypersensitiven 

Reaktion (HR) beteiligt sein. Die HR ist ein schneller lokalisierter Zelltod, welcher die 

Vermehrung der pathogenen Mikroorganismen verhindert und so die Pflanze vor größeren 

Schäden bewahrt (6, 65, 126, 128, 137, 177, 185, 312). Die Inhibierung bakteriellen 

Wachstums ist  dabei vermutlich durch einen Abfall des Wasserpotentials im Apoplasten 

während der HR bedingt (363). 
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1.3.1. Genetische Grundlage der Wirtsresistenz bei Pflanzen 

 

Um die genetische Grundlage der speziellen pflanzlichen Resistenz zu erklären, postulierte 

Flor nach Untersuchungen der Interaktion zwischen Flachs und dem Rostpilz Melampsora 

lini die Gen-für-Gen-Hypothese (103; Tabelle 1). Dieser Hypothese zu Folge existiert für 

jedes Resistenzgen (R) in einer Pflanzenlinie ein komplementäres Avirulenz-Gen (avr) im 

Pathogen (102). Pathogen und Wirt sind somit inkompatibel. Fehlt hingegen eines der 

beiden Gene, so handelt es sich um eine kompatible Interaktion und der virulente Stamm 

kann auf der anfälligen Pflanze Krankheitssymptome auslösen.  

 

Die durch die R-Gen vermittelte Erkennung induzierte HR ist eine spezielle Form des PCD 

(126, 142). Es sind jedoch auch inkompatible Interaktionen bekannt, bei denen das 

Wachstum des Pathogens ohne die Induktion der HR gestoppt wird (30, 107, 108, 186, 

192, 268).  

Ein wichtiger Botenstoff, welcher während der HR akkumuliert, ist die Salicylsäure (SA), 

die zum einen toxisch auf Pathogene wirken kann, aber auch zur Inhibierung Jasmonat 

induzierter Gene und Aktivierung von PR-Genen führt. Die während der HR produzierte 

SA kann außerdem eine systemisch erworbene Resistenz (SAR, systemic acquired 

resistance) auslösen, welche noch nicht infizierte Pflanzenteile vor Pathogenbefall schützt 

und eine Sekundärinfektion verhindert (290, 307, 318).  

 

 

Tabelle 1: Die Gen-für-Gen-Hypothese. 
 

 Genotyp der Wirtspflanze 
Genotyp des Pathogens RR oder Rr rr 

avr+ Inkompatible Interaktion Kompatible Interaktion 
avr- Kompatible Interaktion Kompatible Interaktion 

R dominantes Resistenzgen; r Abwesenheit des Resistenzgens, avr+
 

Avirulenzgen; avr-
 

Abwesenheit des Avirulenzgens 
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1.3.2. Modelle für molekulare Mechanismen zur Erkennung von Avr-Proteinen durch 

pflanzliche R-Proteine 

 

Der Gen-für-Gen-Hypothese folgend, werden Effektoren von Pathogenen vermittelt durch 

Resistenzgene und deren Produkte in der Wirtszelle erkannt. Zwei Modelle wurden 

entwickelt, um die genetische Wechselwirkung zwischen Resistenzgen und Effektorgen 

molekular zu erklären (Abbildung 1). Eine direkte Erklärung der Gen-für-Gen-Hypothese 

bietet das zuerst entwickelte Rezeptor-Liganden-Modell (112, 177). Dabei wird 

angenommen, dass das Resistenzgenprodukt (R) als Rezeptor fungiert und das passende 

Effektorprotein, auch als Avr-Protein bezeichnet, als Liganden bindet. Eine solche direkte 

Interaktion wurde bisher jedoch nur für AvrPto aus P. syringae und Pto aus Tomate, 

AvrPita aus Magnaporthe grisea und Pi-ta aus Reis sowie für PopP2 aus R. solanacearum 

und RRS1-R aus Arabidopsis gezeigt (81, 162, 302, 327). Die Erkennung von AvrPto 

benötigt neben Pto jedoch auch Prf. Dies spricht für eine indirekte Erkennung des 

Effektors, wie sie von Van der Biezen und Jones im „Guard“-Modell (Wächter-Modell) 

vorgeschlagen wurde (337).  

Das „Guard“-Modell postuliert, dass ein Avirulenzprotein mit einem pflanzlichen Protein 

(„virulence target“, Virulenzzielprotein) zum Nutzen des Pathogens interagiert. Die 

dadurch herbeigeführte Veränderung des Virulenzzielproteins wird von einem 

„bewachenden“ Resistenzprotein detektiert, so dass Abwehrreaktionen induziert werden 

(Abbildung 1 B-D). Nach dieser Hypothese könnte beispielsweise die Kinase Pto das 

Virulenzzielprotein von AvrPto sein, welche durch das NB-LRR-R-Protein Prf bewacht 

wird. In Hefe-Tri-Hybrid-Sichtungen mit Pto und AvrPto als Köder wurde Prf, das zuvor 

genetisch isoliert wurde, jedoch nicht als Interaktionspartner identifiziert (43). Aktuelle 

Arbeiten zeigten jedoch, dass Prf tatsächlich mit Pto in vivo interagiert (238). Die ersten 

indirekten Hinweise darauf, dass sich zusätzlich Proteine in einem Komplex mit Effektor- 

und R-Protein befinden, lieferten Koimmunopräzipitationsstudien von AvrRpt2, AvrB und 

den dazugehörigen R-Proteinen RPS2 und RPM1 (203). Dabei wurden zusätzliche 

Proteine in einem aus der Pflanze präzipitierten Avr-R-Protein-Komplex detektiert. Bei 

einem dieser Proteine handelt es sich vermutlich um RIN4 („RPM1 interacting protein 4“), 

welches später als Virulenzzielprotein mit zentraler Bedeutung identifiziert wurde (76, 91, 

215, 216, 219). 
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Abbildung 1: Modelle zur spezifischen Erkennung bakterieller Avirulenzproteine durch 
pflanzliche Resistenzproteine. 
Die molekulare Interpretation der Gen-für-Gen-Hypothese zur Erklärung inkompatibler Pathogen-
Pflanzen-Interaktionen resultierte in zwei Modellen: (A) Das Rezeptor-Liganden-Modell postuliert 
das pflanzliche Resistenzprotein (R) als direkten Rezeptor für das bakterielle Effektorprotein (z.B. 
PopP2/RRS1-R; 81). Die Bindung des Effektors „aktiviert“ demnach das Resistenzprotein und 
führt zur Induktion der HR. (B-D) Die „Guard“-Hypothese berücksichtigt die Primärfunktion der 
Avr-Proteine als Virulenzfaktoren und postuliert eine indirekte Erkennung durch die R-Proteine. 
Dabei erkennt das R-Protein die Modifikation eines pflanzlichen Proteins, dem Virulenzzielprotein 
(V) des Effektors. Der Effektor kann z.B. eine Cysteinproteaseaktivität (B; z.B. HopAR1/RPS5; 
306); C; z.B. AvrRpt2/RPS2; 215) oder eine Kinaseaktivität (D; z.B. AvrRpm1/RPM1; 216) 
besitzen. Neuere Studien postulieren eine weitere Möglichkeit der spezifischen Erkennung: Das 
Effektorprotein könnte über eine DNA-Bindedomäne (dunkelblau) an Promotorsequenzen vor dem 
Resistenzgen binden und dessen Expression vermittelt durch eine Aktivierungsdomäne (orange) 
aktivieren (E; z.B. AvrXa27/Xa27; (130). Pflanzenproteine (Virulenzziele und R-Proteine) sind 
grün dargestellt. Aktivierte R-Proteine sind rot umrandet. 
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1.4. Pathogenitäts- und Virulenzfaktoren Gram-negativer phytopathogener Bakterien 
 

Die Adhäsion des Pathogens an Oberflächen der Wirtspflanze stellt den ersten Schritt bei 

der Besiedlung eines Wirtsorganismus dar. Ist der Kontakt hergestellt, ist eine Invasion 

möglich, gefolgt vom Wachstum des Pathogens und der damit verbundenen Kolonisierung 

des Wirtes.  

Bei der Besiedlung der Wirtspflanze können verschiedene, vom Pathogen gebildete 

Faktoren helfen. Dazu zählen Adhäsine, EPS, LPS, extrazelluläre Enzyme, Siderophore 

und Toxine (Abbildung 2). Adhäsine können an der Adhäsion an der Wirtszelloberfläche 

beteiligt sein, wie Studien an Pseudomonas, Xanthomonas und besonders Erwinia zeigten 

(88, 183, 276, 285, 335). EPS, wie das von Xanthomonas gebildete Xanthan, umgibt die 

bakteriellen Zellen, schützt die Bakterien vor Austrocknung und pflanzlichen Giftstoffen 

und erlaubt die Adsorption an der Zelloberfläche sowie die Konzentration von Nährstoffen 

(80). Untersuchungen von Xanthomonas spp., Ralstonia solanacearum und Erwinia spp. 

zeigten, dass die Reduktion der EPS-Produktion mit einer verminderten Virulenz des 

Pathogens verbunden sein kann  (33, 68, 83, 172, 245, 317). LPS ist Teil der äußeren 

bakteriellen Membran und trägt ebenfalls zur Virulenz der Pathogene bei (86, 144, 246, 

297). Da Pflanzenzellen von einer Zellwand umgeben sind, spielen extrazelluläre 

Enzyme eine große Rolle bei Phytopathogenen. Besonders nekrotrophe Pathogene wie 

Erwinia amylovora, die sich von toten Zellen ernähren, produzieren eine Vielzahl solcher 

Enzyme (z.B. Zellulasen, Pektatlyasen, Phospholipasen), um das pflanzliche Gewebe 

abzubauen (11, 25, 34, 178, 292). Einige phytopathogene Bakterien produzieren Toxine, 

welche die unterschiedlichsten Prozesse in Wirtszellen hemmen können. Coronatin aus 

Pseudomonas syringae induziert z.B. die Produktion von Anthocyan, Ethylen und 

Proteinase-Inhibitoren (31, 32). Es bewirkt auch die Unterdrückung der Expression von 

Genen der pflanzlichen Abwehr, vermutlich durch Nachahmung der Aktivität des 

Pflanzenhormons Jasmonat (54, 101, 234). Syringomycin aus P. syringae hingegen 

inseriert in die Plasmamembran der Wirtszelle und bewirkt so eine Porenbildung, die durch 

den entstehenden Protonengradienten den Zelltod und somit eine Nährstofffreisetzung 

bewirkt (31).  

Essentielle Pathogenitätsfaktoren für die meisten Gram-negativen Pathogene sind vor 

allem spezialisierte Sekretionssysteme, wie das Typ-III (T3)- und das Typ-IV-Sekretions-

System (T4SS). Das T4SS transloziert DNA in die Wirtszellen. Das am besten untersuchte 

T4SS von Agrobacterium tumefaciens vermittelt den Transfer der T (Transfer)-DNA in 
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den Zellkern von Pflanzenzellen. Mit Ausnahme von Agrobacterium spp. und Xylella 

fastidiosa wird die Pathogenität Gram-negativer Phytopathogene jedoch maßgeblich durch 

das T3SS bestimmt, welches in Pflanzen- und Tierpathogenen stark konserviert ist (72, 

310, 326, 343). Die Analyse nicht pathogener Stämme von P. syringae führten zur 

Entdeckung der hrp-Gene, welche sowohl für die Induktion der hypersensitiven Reaktion 

in resistenten Pflanzen als auch für die Pathogenität des Bakteriums in anfälligen Pflanzen 

essentiell sind. Die Produkte der hrp-Gene sind für die Ausbildung des T3S-Systems 

notwendig (12, 207, 247, 326). T3SS-Gene wurden nicht nur für Pflanzen- und 

Tierpathogene, sondern auch für symbiontisch lebende Rhizobien beschrieben (55, 72, 

220, 346).    

 

1.4.1. Das T3SS wird durch die hrp-Gene kodiert  

 

Die bakteriellen hrp-Gene sind im Genom als Cluster organisiert. Angrenzend befinden 

sich häufig mobile genetische Elemente sowie Gene für t-RNA-Moleküle, 

Virulenzfaktoren und Effektorproteine. Die genannten Eigenschaften sind typisch für 

Pathogenitätsinseln, welche vermutlich durch horizontalen Gentransfer in das Genom 

aufgenommen wurden (10, 85, 136, 251, 329).  

In Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) umfasst das hrp-Gen-Cluster 35,3 kb und 

enthält mindestens sechs Operone (hrpA-hrpF, 46, 99, 100). 18 dieser Gene kodieren für 

Hrp-Proteine, wobei elf in Tier- und Pflanzenpathogenen konserviert sind und daher als 

Hrc-Proteine bezeichnet wurden (Hrp „conserved“, Hrp konserviert, 41, 140, 326). Viele 

Hrc-Proteine weisen außerdem Ähnlichkeiten zu Proteinen des bakteriellen Flagellum-

Apparates auf (8, 263, 326). Sowohl hrp- als auch hrc-Gene sind für die Pathogenität des 

Bakteriums unabdingbar, wohingegen die hpa-(hrp assoziierten) Gene an der Ausbildung 

der Krankheitssymptome beteiligt, aber nicht essentiell sind (154). Die Expression der hrp-

Gene erfolgt nur in der Pflanze und in speziellen Minimalmedien, welche vermutlich das 

Milieu des Apoplasten der Pflanze nachahmen (44, 206, 300). Die hrp-Gene in Xcv werden 

von HrpG und HrpX reguliert. HrpG, ein 2-Komponenten-Regulator der OmpR-Familie 

aktiviert HrpX (250, 357). HrpX ist ein Transkriptions-aktivator des AraC-Typs, welcher 

die Mehrzahl der hrp-Gene reguliert (357). Die meisten Promotoren der durch HrpX 

regulierten Gene enthalten ein konserviertes regulatorisches Element, die PIP (Pflanzen 

induzierbarer Promotor)-Box (TTCGC-N15-TTCGC), an die HrpX bindet (190). 
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Abbildung 2: Modell der Interaktion zwischen Gram-negativen phytopathogenen Bakterien 
und ihren Wirtspflanzen.  
Gezeigt ist ein Modell einer Interaktion zwischen einem extrazellulär lebenden phytopathogenen 
Bakterium und einer pflanzlichen Wirtszelle. Das Bakterium könnte über Adhäsine und extra-
zelluläre Polysaccharide (EPS) an der Pflanzenzellwand haften bleiben. Extrazelluläre Enzyme 
(blau), wie z.B. Zellulasen sowie Toxine (hellblau) werden durch das Typ-II-Sekretionssystem 
(T2SS, gelb) sekretiert. Zellulasen bauen die pflanzliche Zellwand ab und erleichtern den Zugang 
zur Plasmamembran, in die Toxine inserieren können. Die entstehende Pore verursacht einen Pro-
tonenaustritt und somit den Zelltod, wodurch Nährstoffe freigesetzt werden. Das Typ-III-Sekre-
tionssystem (T3SS, orange) sekretiert Pilus-Untereinheiten (rund) und Translokonproteine (oval). 
Durch den Hrp-Pilus werden Harpine (pink) in den Apoplasten sekretiert und T3-Effektorproteine 
(gelb), vermittelt durch T3-Chaperone (violett), in die Pflanzenzelle transloziert. In der Pflanzen-
zelle interferieren Effektoren mit dem Metabolismus, so dass Krankheitssymptome, wie z.B. wäss-
rige Läsionen ausgelöst werden. Dafür interagieren Effektoren vermutlich mit Wirtszellproteinen 
(Virulenzzielproteine, grün). Pflanzen haben jedoch auch Rezeptoren (rot umrandet) zur Erkennung 
des Pathogens evolviert. Einige Rezeptoren (hellgrün) erkennen weit verbreitete bakterielle Pro-
teine und Moleküle wie LPS, EPS und Harpine; andere (dunkelgrün) erkennen spezifisch be-
stimmte Effektoren. Diese Erkennung kann direkt oder indirekt erfolgen und führt zur Induktion 
einer HR. Bei den gezeigten Pflanzenreaktionen handelt es sich um Laborphänotypen nach 
Injektion des Pathogens mit hoher Dichte.  
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Plasmamembran

T3SS

 Hrp-Pilus

Translokon

EPS

LPS

Zytoplasma

T2SS
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1.4.2. Der Aufbau des T3SS phytopathogener Bakterien  

 

Das T3SS besteht aus einem basalen T3S-Apparat, einem T3-Pilus und einem Translokon-

Komplex. Das T3SS befähigt das Bakterium, Proteine, so genannte Effektoren, sec-

unabhängig aus dem bakteriellen Zytoplasma direkt ins Zytoplasma der Wirtszelle zu 

injizieren (152). Die Hrc-Proteine bilden vermutlich den multimeren Hauptkomplex des 

Sekretionsapparates, welcher die bakteriellen Membranen durchspannt (8, 38, 140, 152, 

287, 326, 340). Die ATP-Spaltung für den energieverbrauchenden Prozess der 

Translokation der T3-Substrate erfolgt im Zytoplasma an der konservierten ATPase HrcN, 

welche mit der inneren bakteriellen Membran assoziiert ist (Abbildung 3).  

T3-Pili wurden unter induzierenden Bedingungen an der Zelloberfläche von 

Pflanzenpathogenen beobachtet und sind sowohl für die Sekretion in vitro als auch für die 

Pathogenität in der Pflanze essentiell (52, 150, 163, 284, 339). Sie weisen einen 

Durchmesser von 8-10 nm auf und können eine Länge von 2 µm erreichen. Dies ist 

wesentlich länger im Vergleich zu den T3-Nadeln tierpathogener Bakterien, da durch die 

ca. 200 nm dicke pflanzliche Zellwand ein Kontakt zur pflanzlichen Plasmamembran 

hergestellt werden muss (52, 150). Die Pilusuntereinheit bildenden Hrp-Proteine konnten 

in Pseudomonas, Ralstonia, Erwinia und Xcv bereits identifiziert werden (HrpA, HrpJ, 

HrpA, HrpE, (163, 283, 339, 355). Trotz der sehr ähnlichen Struktur der T3-Pili weisen 

deren Untereinheiten kaum Sequenzähnlichkeiten auf (189, 353, 354). Studien an Erwinia, 

Pseudomonas und Xanthomonas zeigten, dass die Effektorproteine vermutlich an der 

Pilusspitze austreten  (163, 355).  

Um die Proteine direkt ins Wirtszellzytoplasma zu injizieren, wird das Translokon 

benötigt. Das erste identifizierte mögliche Translokonprotein aus Phytopathogenen war 

HrpF aus Xcv, welches aus der Xanthomonas-Zelle sekretiert, jedoch nicht in die 

Pflanzenzelle transloziert wird (58, 153, 287). Es konnte gezeigt werden, dass HrpF-

Moleküle in künstliche Membranen inserieren und Poren bilden (58). Durch solche Poren 

könnten die Effektorproteine direkt in die Pflanzenzelle sekretiert und somit von der 

Bakterienzelle in die Pflanzenzelle transloziert werden (Abbildung 3).  
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Abbildung 3: Das T3SS von Xcv. 
(A) Das Modell des T3SS von Xcv. Die konservierten Hrp-Proteine HrcC, D, F, J, L, Q, R, S, T, U 
und V bilden den T3S-Apparat, welcher innere und äußere bakterielle Membran durchspannt. 
HrcR, HrcS und HrcT könnten eine Pore in der inneren bakteriellen Membran formen, in welcher 
auch HrcU und HrcV verankert sind (8, 287, 326). Das Sekretin HrcC könnte eine Pore in der 
äußeren Membran bilden (38). Die Verbindung zwischen innerer und äußerer bakterieller Membran 
wird vermutlich durch HrcJ hergestellt (326). Die ATPase HrcN hydrolysiert ATP, wodurch 
vermutlich Energie für den Translokationsprozess zur Verfügung gestellt wird. Der T3S-Apparat 
ist wahrscheinlich mit dem T3-Pilus, welcher aus HrpE-Untereinheiten aufgebaut ist, assoziiert. 
Der Pilus reicht vermutlich durch die pflanzliche Zellwand bis an die pflanzliche Plasmamembran, 
in welche das Translokonprotein HrpF porenbildend inserieren könnte. Da xopA-Mutanten von Xcv 
in ihrer Virulenz eingeschränkt sind, aber Effektoren in vitro sekretieren können, wird vermutet, 
dass XopA an der Bildung des Translokons beteiligt ist (56, 249-251). Durch das Translokon 
können Effektorproteine in das pflanzliche Zytoplasma transloziert werden. Abbildung modifiziert 
nach http://3base.bham.ac.uk. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme von Xcv mit Hrp-Pili. 
Schwarzer Pfeil deutet auf einen Hrp-Pilus. Der Balken entspricht 0,5 µm. Foto: E. Weber und G. 
Hause, Martin-Luther-Universität, Halle. 
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1.4.3. Die Substrate des T3SS: Harpine und Effektorproteine 

 

Die ersten Proteine, welche als T3SS-Substrate identifiziert wurden, waren die Harpine. 

Dabei handelt es sich um kleine, Glycin reiche, Cystein freie, hitzestabile Proteine, die in 

der Pflanze nekrotische Symptome auslösen (72). Harpine verbleiben außerhalb der 

Wirtszelle, wohingegen Effektorproteine direkt in das Wirtszellzytoplasma transloziert 

werden (93, 201, 267, 273). Dort greifen letztere zum Nutzen des Pathogens in den 

Metabolismus der Wirtszelle ein. Infolgedessen ist das Pathogen in der Lage, zu wachsen 

und die Krankheit auszulösen („Virulenzaktivität“ des Effektors). Einzelne Effektoren 

ermöglichen es resistenten Pflanzen, den Pathogenbefall zu bemerken und abzuwehren 

(„Avirulenzaktivität“ des Effektors). Die ersten aufgrund ihrer Avirulenzaktivität isolierten 

Effektoren wurden daher als Avr-Proteine bezeichnet (347). Später erfolgte die 

Identifizierung der Effektoren auch über deren Homologie zu bereits bekannten Effektoren 

sowie über deren Koregulation mit dem T3SS (132).     

 

1.4.3.1. Die Sekretion der Typ-III-Substrate  

 

Substrate der meisten Sekretionssysteme zeichnen sich durch besondere gemeinsame 

Merkmale aus: Sie können N-terminale Signalsequenzen enthalten, die prozessiert werden 

(37), ein Motiv aus basischen Aminosäuren (179) oder eine spezifische 

Aminosäureabfolge enthalten (191) oder aber eine bestimmte Tertiärstruktur aufweisen 

(266). Interessanterweise werden die Substrate des T3SS aber sec-unabhängig ohne 

Abspaltung eines konservierten Signalpeptides sekretiert. Die Tatsache, dass einige T3-

Effektoren durch T3S-Systeme verschiedener Spezies und durch das Flagellarsystem 

sekretiert werden können, deutet jedoch auf Gemeinsamkeiten dieser Proteine hin (202, 

288, 320, 369, 370). Trotz intensiver Forschung konnte die Natur des T3S-Signals jedoch 

bislang nicht geklärt werden. Einige Studien postulieren ein Sekretionssignal in der mRNA 

(14-16, 240), wohingegen andere Arbeiten zeigen konnten, dass das T3S-Signal im N-

Terminus der sekretierten Proteine verschlüsselt ist (134, 210, 211, 269). Die Analyse einer 

Vielzahl von Effektoren aus P. syringae ergab charakteristische Merkmale in den N-

terminalen 50 Aminosäuren. Dazu zählen Isoleucin-, Leucin-, Valin-, Alanin- und 

Prolinreste an der dritten oder vierten Position der Polypeptidkette, ein hoher Gehalt an 

Serinresten und das Fehlen saurer Aminosäurereste an den Positionen 1 bis 12 (134, 269). 
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Analysen von AvrBs2 aus Xcv zeigten, dass die Aminosäurereste 1-28 und 1-58 für die 

Sekretion und Translokation des Effektors benötigt werden (240).  Der Vergleich der N-

Termini einiger Effektoren von Xcv ergab ein konserviertes Motiv, bestehend aus einem 

Prolin, umgeben von basischen Aminosäureresten (L P R P R R R A; 94).  

Ein weiteres Modell, wie T3SS-Substrate für die Sekretion adressiert werden könnten, 

ergab sich durch die Identifizierung spezialisierter T3-Chaperone: Die Bindung dieser 

Chaperone an T3-Effektoren könnte trotz unterschiedlicher N-terminaler 

Aminosäuresequenzen der Effektorproteine zur Ausbildung ähnlicher dreidimensionaler 

Strukturen führen, welche durch das T3SS erkannt werden und die Sekretion ermöglichen 

(35, 118). Chaperone dienen normalerweise der Stabilisierung ihrer Substrate während 

deren Synthese, indem sie an die entstehende Polypeptidkette binden und Fehlfaltung oder 

Abbau des Peptids verhindern (92, 109, 332). Im Gegensatz dazu verhindern T3-

Chaperone vor allem die Aggregation von Effektoren und halten diese in einem teilweise 

entfalteten Zustand (118, 204, 261, 315), um die Passage durch das T3SS zu ermöglichen. 

Analysen von T3-Chaperonen tierpathogener Bakterien zeigten, dass T3-Chaperone auch 

an Komponenten der Sekretionsmaschinerie binden, wodurch deren Substrate in direkten 

Kontakt mit dem T3S-Apparat gebracht werden (9, 116, 330, 331). T3-Chaperone weisen 

kaum Sequenzähnlichkeiten auf. Es handelt sich meist um saure, kleine (ca. 15 kDa) 

Proteine mit einem hohen Anteil an Leucin sowie einer amphipathischen Region im C-

Terminus (55). Für die T3-Chaperone tierpathogener Bakterien wurden verschiedene 

Klassen definiert (265). T3-Chaperone der Klasse IA interagieren spezifisch mit einem 

Effektorprotein (352), während Klasse IB-Chaperone an mehrere, nicht homologe 

Effektoren binden. Für phytopathogene Bakterien, wie Erwinia und P. syringae wurden 

vor allem Chaperone der Klasse IA beschrieben, nicht jedoch für Xanthomonas. Die 

Bindestelle der T3-Chaperon-Moleküle liegt oft im N-Terminus ihrer Substrate (141). 

 

1.4.3.2. Die Translokation der Effektorproteine 

 

Erste Hinweise, dass Effektoren pathogener Prokaryoten in die Wirtszelle transloziert 

werden, lieferten eukaryotische Motive in deren Proteinsequenz. Das Vorhandensein von 

Kernlokalisierungsmotiven in AvrBs3-Homologen aus Xanthomonas und 

Myristoylierungsmotive in Effektoren aus Pseudomonas (AvrB, AvrRpm1, AvrPphB, 

AvrPto), das bei pflanzlichen Proteinen die Assoziation mit der Plasmamembran erlaubt, 

ließen vermuten, dass diese bakteriellen Proteine in eukaryotischen Wirtszellen agieren 
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(47, 248, 305, 336, 359). Die transiente Expression von Effektorgenen direkt in 

pflanzlichen Zellen mittels Agrobacterium tumefaciens führte zur Induktion spezifischer 

HR in resistenten Pflanzen (336). Im Gegensatz dazu wurde bei Infiltration von 

Effektorproteinen (z.B. AvrBs3 aus Xanthomonas oder AvrB aus Pseudomonas) in den 

Interzellularraum des Pflanzengewebes keine HR beobachtet (121, 336). Diese 

Experimente zeigten, dass Effektoren in der Pflanzenzelle erkannt werden. Dies ließ 

wiederum den Schluss zu, dass Effektorproteine in die Wirtszelle transloziert werden. Für 

eine wachsende Anzahl bakterieller Proteine konnte dieser experimentelle Ansatz seither 

genutzt werden, um deren Funktion als Effektorproteine in der Pflanzenzelle zu 

demonstrieren.  

Um die Translokation von Effektoren in Pflanzenzellen zu zeigen, wurde ein 

Reporterbasierter Ansatz entwickelt, welcher die Calmodulin abhängige Adenylat-Zyklase-

Domäne des Zyklolysins aus Bordetella pertussis (Cya) nutzt. In Bakterien ist die Zyklase 

nicht aktiv, da diese kein Calmodulin bilden. Außerdem wird das Enzym nur als Fusion zu 

T3S-Signalen bakterieller Effektorproteine über das T3SS sekretiert. So konnte in 

Pflanzen, welche mit einem Xcv-Stamm infiltriert wurden, der avrBs2:cya exprimiert, eine 

Aktivität der Adenylat-Zyklase gemessen werden, wodurch die Translokation von AvrBs2 

gezeigt wurde (60). Mit Hilfe dieser Methode wurde die Translokation bereits für viele 

weitere T3-Effektoren nachgewiesen (282, 294).  

Der direkte Nachweis der T3SS abhängigen Translokation eines Effektorproteins in die 

Pflanzenzelle erfolgte jedoch mittels immunzytochemischen Untersuchungen von AvrBs3 

aus Xcv (325). Dabei erlaubte die Verwendung spezifischer AvrBs3-Antikörper die 

Detektion des Effektorproteins in Zellkernen von Pflanzenzellen nach Infektion mit 

Xanthomonas.           

 

1.4.3.3. Unterdrückung der pflanzlichen Abwehr durch Effektorproteine 

 

Obwohl viele Effektoren das Wirtsspektrum des Pathogens einschränken, indem sie in 

resistenten Pflanzenlinien eine HR auslösen, besteht die eigentliche Aufgabe der 

Effektoren darin, die Virulenz des Bakteriums positiv zu beeinflussen. Dies kann z.B. 

durch die Unterdrückung der Basalabwehr der Pflanze erfolgen.  

Pathogene sind in der Lage, die ersten pflanzlichen Abwehrreaktionen, wie 

Kalloseauflagerungen, SA-Akkumulierung und PCD zu verhindern oder zumindest zu 

verzögern. In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass T3-Effektoren eine den 
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Zelltod verzögernde Aktivität (CDS, „cell death suppression“) besitzen können (1). Dafür 

nutzen die verschiedenen Effektoren unterschiedliche Mechanismen, um nicht nur der 

basalen Abwehr, sondern auch der R-Gen vermittelten Abwehr entgegenzuwirken. 

Theoretisch sind mehrere Möglichkeiten denkbar, wie Effektorproteine die Erkennung des 

Pathogens durch die Pflanze verhindern können: (i) Die Expression des avr-Gens wird 

unterdrückt, (ii) Sekretion und Translokation des Avr-Proteins werden blockiert, (iii) ein 

Effektor blockiert die Signalübertragung nach Erkennung des Avr-Proteins oder (iv) ein 

Effektor stört die Avr-R-Erkennung in der Pflanzenzelle (158, 334). Letzteres wird durch 

Untersuchungen verschiedener Effektoren mit CDS-Aktivität unterstützt (277, 280).  

Die meisten bisher identifizierten, den Zelltod verzögernden, Effektoren stammen aus 

Pseudomonas-Stämmen (Tabelle 2; 1, 3, 50, 95, 138, 158, 160, 212, 334). Dabei ist die 

CDS-Aktivität dieser Effektoren vom Alter der Pflanze, der Außentemperatur, der 

Pflanzenart und der bakteriellen Dichte während der Infektion abhängig.  

Erste Hinweise darauf, dass auch Effektoren von Xanthomonas die pflanzliche Abwehr 

unterdrücken können, lieferten elektronenmikroskopische Arbeiten von Brown et al. 

(1995), welche zeigten, dass T3SS-Mutanten von Xcv Kalloseauflagerungen auf der 

Zellwand von Pflanzenzellen nicht verhindern können (51). Außerdem unterdrückt Xcv 

auch die durch LPS induzierte Basalabwehr in Paprika in Abhängigkeit des T3SS (180). 

Die dafür verantwortlichen Proteine sind jedoch noch nicht bekannt. Kürzlich wurde eine  

CDS-Aktivität für das konservierte Protein XopX aus Xanthomonas beschrieben (231).  

Für einige Effektoren konnten die molekularen Wirkungsmechanismen, die zur 

Unterdrückung der Abwehr führen, bereits aufgeklärt werden (50, 95, 182, 215).  

 



Einleitung 

                                                                                  
  

15

Tabelle 2: Zelltod inhibierende T3-Effektoren phytopathogener Bakterien. 
 
 
Effektor 

 
Aktivität 
 

 
Referenz 

Pseudomonas syringae  
   
AvrPtoB
  

unterdrückt HopPsyA induzierten PCD, HR in Pto-Tomaten, 
HR in Pto-N. benthamiana, Cf9 vermittelte HR, Bax 
vermittelten PCD und PCD in Hefe  

3, 4, 77, 138, 160, 171, 
195, 275, 291, 304, 338  

AvrPto  unterdrückt Kalloseauflagerung und Nichtwirts-PCD 171 
AvrRpt2 unterdrückt RPM1 vermittelte Erkennung von AvrRpm1 und 

AvrB durch RIN4-Abbau                                 
182, 215 

HopPtoM unterdrückt SA-Akkumulierung und  Kalloseauflagerung 77 
AvrE unterdrückt SA-Akkumulierung und  Kalloseauflagerung 77 
VirPphA CDS-Aktivität in Bohne 158 
HopPtoD2 unterdrückt PCD in Tabak durch Tyrosinephosphataseaktivität 50, 95 
AvrPphE unterdrückt HopPsyA und AvrPphF induzierten PCD 160, 334 
AvrPpiB1 unterdrückt HopPsyA und AvrPphF induzierten PCD 160, 334 
AvrPphF unterdrückt die durch P. syringae pv. phaseolicola 

induzierte HR  
334 

HopPtoG unterdrückt HopPsyA induzierten PCD 160 
HopPtoE unterdrückt HopPsyA induzierten PCD 160 
HopPtoF unterdrückt HopPsyA induzierten PCD 160 
AvrPphC unterdrückt AvrPphF induzierten PCD  371 
HopPtoN unterdrückt Nichtwirts-HR, reduziert durch P. syringae 

induzierte nekrotische Läsionen 
212 

   
Erwinia amylovora 
   
DspA/E unterdrückt SA-Akkumulierung und  Kalloseauflagerung 77 
   
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 
   
XopX  verstärkt Anfälligkeit der Wirtspflanze und Wachstum von 

Pathogenen auf Nichtwirtspflanzen 
231 

 

 

1.4.3.4. T3-Effektoren mit enzymatischer Funktion  

 

Die molekulare Wirkungsweise der meisten T3-Effektorproteine ist unbekannt. In einigen 

Fällen geben jedoch Ähnlichkeiten zu Primärsequenzen anderer Proteine Hinweise auf eine 

mögliche enzymatische Funktion. So weisen z.B. mehrere Effektoren aus P. syringae pv. 

tomato Sequenzähnlichkeiten zu ADP-Ribosyltransferasen auf und könnten daher mit 

Signalkaskaden in Pflanzen interferieren (67).  

Für HopPtoD2 aus Pseudomonas konnte gezeigt werden, dass es als Tyrosinphosphatase 

aktiv ist und mit dem MAPK-Signalweg interferiert, wodurch die pflanzliche Abwehr 



Einleitung 

                                                                                  
  

16

verzögert, das bakterielle Wachstum verbessert und die PR1-Genexpression vermindert 

wird (50, 95, 269).  

Für die Mitglieder der AvrRxv/YopJ-Familie, welche sowohl in phyto- als auch in 

tierpathogenen Bakterien identifiziert wurden, führte erst die vergleichende Analyse der 

vorhergesagten Sekundärstrukturen zur Ableitung einer möglichen enzymatischen 

Funktion als Cystein- bzw. SUMO-Protease (257, 259). SUMO-Proteasen entfernen 

kleine, Ubiquitin ähnliche, modifizierende Proteine („small ubiquitin-like modifier 

protein“,  SUMO) von ihren Zielproteinen (146, 147), wodurch es zur Ubiquitinylierung 

und folglich zum Abbau des Zielproteins kommt. Für die Familienmitglieder AvrXv4 und 

XopD aus Xanthomonas konnte bei transienter Expression in der Pflanze eine Abnahme 

SUMOylierter Wirtsproteine gezeigt werden (148, 281). Für vier Effektorproteine der 

AvrRxv/YopJ-Familie (YopJ aus Yersinia, AopP aus Aeromonas, VopA aus Vibrio und 

AvrA aus Salmonella) wurde eine inhibierende Wirkung auf den MAPK/NFκB-Signalweg 

gezeigt (66, 97, 241, 333). Interessanterweise zeigten neue Studien, dass YopJ, welches an 

MAPK-Kinasen bindet (258), als Acetyltransferase und nicht als Protease agiert (241). 

Im Fall von AvrPtoB führte erst die Aufklärung der Kristallstruktur zur Entschlüsselung 

der Funktion des Effektors als E3-Ubiquitin-Ligase in der Pflanze (2, 161), ein 

Mechanismus, der für virale Proteine bereits bekannt ist (48, 151). Die enzymatische 

Aktivität von AvrPtoB führt zur Unterdrückung der basalen Abwehr der Pflanze (2).   

Trotz Aufklärung der enzymatischen Funktion von Effektoren sind deren Substrate nur in 

wenigen Fällen bekannt: HopAR1 (früher AvrPphB) aus Pseudomonas, z.B., ist eine 

aktive Cysteinprotease, welche die Threonin-Protein-Kinase PBS1 in Arabidopsis 

degradiert (306). Dieser Abbau wird durch das R-Protein RPS5 detektiert und führt zur 

Induktion der HR (306).  

Ein weiteres, pflanzliches Zielprotein von T3-Effektoren konnte mit dem Arabidopsis-

Protein RIN4 identifiziert werden. RIN4 wurde zunächst als Interaktor des 

Resistenzproteins RPM1 isoliert (29), das AvrRpm1 aus P. syringae erkennt. Des Weiteren 

interagiert RIN4 auch mit dem Resistenzprotein RPS2, welches die Erkennung von 

AvrRpt2 vermittelt. Interessanterweise wird RIN4 auch von den Effektoren AvrRpt2, 

AvrRpm1 und AvrB aus Pseudomonas gebunden. AvrRpt2 degradiert RIN4 in 

Abhängigkeit des Pflanzenproteins Cyclophilin (64, 182), während AvrRpm1 und AvrB 

zur Phosphorylierung von RIN4 führen (20, 182, 215, 216). Die Studien von RIN4 zeigten, 

dass auch durch das „Guard“-Modell die komplizierten molekularen Mechanismen der 

Erkennung von Effektormolekülen nicht hinreichend erklärt werden können: RIN4 könnte, 



Einleitung 

                                                                                  
  

17

dem Modell folgend, sowohl von RPM1 als auch von RPS2 „bewacht“ werden. Die 

Analysen ergaben jedoch, dass RPS2 und RPM1 durch RIN4 inhibiert werden und dessen 

proteolytischer Abbau durch AvrRpt2 bzw. dessen Phosphorylierung durch AvrB und 

AvrRpm1 zur Aktivierung der R-Proteine und Induktion einer HR führen (20, 29, 215, 

216). Es ist demnach nicht sicher, ob RIN4 tatsächlich ein Virulenzzielprotein zum Vorteil 

des Pathogens darstellt oder ein von der Pflanze evolviertes Protein zur indirekten 

Erkennung der Effektoren. 

 

1.4.3.5. Wirkung individueller Effektoren bei der Etablierung der Krankheit und der 

Ausbreitung des Pathogens   

 

Nachdem die pflanzliche Basalabwehr überwunden wurde, kann sich das Pathogen 

vermehren und spezifische Krankheitssymptome auslösen. Auch dafür sind T3-Effektoren 

notwendig. DspA aus E. amylovora, z.B. bewirkt die Vermehrung des Pathogens in der 

Pflanze (24, 114). Das homologe AvrE aus P. syringae trägt zur bakteriellen Vermehrung 

und zur Symptomausprägung in Tomate bei (213). Interessanterweise sind DspA und AvrE 

funktionell austauschbar (40, 42). Für avrBs2-Mutanten von Xcv wurde z.B. ein reduziertes 

Wachstum in der Pflanze beobachtet (176). Die Tatsache, dass avrBs2 ist in allen Stämmen 

von Xcv sowie in anderen Xanthomonaden konserviert ist, spricht für eine wichtige Rolle 

des Effektors während der Pathogenese (233). Einige T3-Effektoren unterstützen auch die 

Weiterverbreitung des Pathogens, indem sie die Freisetzung der bakteriellen Zellen an die 

Blattoberfläche verstärken (z.B. PthA aus X. citri, Avrb6 aus X. campestris pv. 

malvacearum; AvrRpt2 aus P. syringae pv. maculicola; 133, 368). 

 

1.5. Das Modellsystem Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

 

Vertreter der Gattung Xanthomonas verursachen weltweit verschiedenste Krankheiten auf 

bedeutenden Nutzpflanzen wie Reis, Soja, Zitrone, Baumwolle, Kohl, Paprika und Tomate 

(Abbildung 4) und führen dadurch zu erheblichen Ernteausfällen (6). Die Bakterien 

gelangen in Wassertropfen zunächst auf die Oberfläche von Laubblättern und anderen 

Pflanzenorganen bevor sie über Stomata, Hydathoden oder Verletzungen des 

Pflanzengewebes in den Interzellularraum des Mesophylls eindringen. Dort vermehren, 

d.h., teilen sich die Bakterien. Einige Arten, wie z.B. X. campestris pv. campestris, können 
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jedoch auch das Xylem befallen und sich systemisch in der Pflanze ausbreiten. Nach ihrer 

Vermehrung gelangen die bakteriellen Zellen durch nekrotische Reaktionen wieder an die 

Pflanzenoberfläche und werden durch Insekten und Regen an neue Infektionsstellen 

transportiert. 

 

 

Abbildung 4: Durch Xanthomonas ausgelöste Krankheiten auf Nutzpflanzen. 
Arten des Pathogens Xanthomonas verursachen die unterschiedlichsten Krankheitssymptome bei 
verschiedenen Nutzpflanzen: Xanthomonas campestris pv. vesicatoria verursacht die bakterielle 
Fleckenkrankheit auf Paprika und Tomate. Die Symptome sind wässrige Läsionen an Blättern und 
Früchten, die später nekrotisch werden (A-B). Xanthomonas axonopodis pv. citri löst Krebs auf 
Zitrusgewächsen aus. Dabei entstehen erhöhte Läsionen auf Blättern, Früchten und Stängeln, 
welche zunächst zu Pusteln und später zu braunen, korkartigen Tumoren werden (C-E). 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae ist der Auslöser der Weißblättrigkeit bei Reispflanzen. Typische 
Krankheitssymptome sind wässrige bis gelbe Streifen auf den befallenen Blättern, welche sich mit 
Ausbreiten des Pathogens verlängern (F). Abbildung modifiziert nach Gürlebeck et al., 2006. 
 
 
 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge) Dye (Xcv), auch als X. axonopodis pv. 

vesicatoria (345) oder X. euvesicatoria (165) bezeichnet, ist der Erreger der bakteriellen 

Fleckenkrankheit („bacterial spot disease“; 166)) bei Paprika (Capsicum spp.) und Tomate 

(Lycopersicon spp.). Xcv vermehrt sich lokal im Mesophyll der Pflanze (Abbildung 5). 

Aufgrund der Zugänglichkeit für genetische Analysen stellt Xcv ein gutes Modell zum 

Studium von Pathogen-Wirt-Interaktionen dar. Die kürzlich erfolgte vollständige 

Sequenzierung des Xcv-Stammes 85-10 sowie anderer Xanthomonas-Stämme eröffnen 

neue Möglichkeiten für die wissenschaftliche Analyse der Pathogene und ihrer Interaktion 

mit den Wirtspflanzen (74, 200, 254, 272, 329). Dabei gilt es zu klären, wie die Infektion 

der Wirtspflanze erfolgt und wie Krankheitssymptome ausgelöst werden können. 

 

A B C D E F
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1.6. Das Effektorprotein AvrBs3 aus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 
 

AvrBs3 ist eines der am besten untersuchten Effektorproteine von Xcv (47). avrBs3 ist der 

namensgebende Begründer einer großen Genfamilie, deren Mitglieder zu 90-97% 

sequenzidentisch sind (132). Interessanterweise wurden AvrBs3-Familienmitglieder nur in 

Arten der Gattung Xanthomonas gefunden. Die einzige Ausnahme bildet Brg11, welches 

aber ebenfalls aus einem phytopathogenen Bakterium identifiziert wurde und nur teilweise 

den Mitgliedern der AvrBs3-Familie ähnelt (73). 

 

avrBs3 wurde 1989 aufgrund seiner Avirulenzaktivität in resistenten Paprikapflanzen (C. 

annuum) der Kulturvarietät ECW-30R aus dem Xcv-Stamm 71-21 isoliert (47). Das für die 

spezifische Erkennung von AvrBs3 verantwortliche Resistenzgen Bs3 wird dominant 

monohybrid vererbt und war zu Beginn der Arbeit noch nicht isoliert (181, T. Jordan, P. 

Römer und T. Lahaye, unveröffentlichte Daten).  

 

In suszeptiblen Wirts- und Nichtwirtspflanzen induzieren Xcv- bzw. Agrobacterium-

Stämme, welche avrBs3 enthalten, eine Pustelbildung auf der Unterseite der Blätter. 

Mikroskopische Untersuchungen der infizierten Blattbereiche zeigten, dass es sich dabei 

um eine Hypertrophie, d. h. eine Vergrößerung von Mesophyllzellen handelt (221).  

 

AvrBs3 war das zuerst isolierte bakterielle Effektorgen, dessen Produkt interessante 

Charakteristika, wie Kernlokalisierungssignale („nuclear localization signals“, NLS) und 

Abbildung 5: Xanthomonas campestris 
pv. vesicatoria im Interzellularraum 
des Mesophylls einer infizierten 
Paprikapflanze. 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen 
von Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria Stamm 85-10 im Inter-
zellularraum des Mesophylls der suszep-
tiblen Wirtspflanze Capsicum annuum 
cv. ECW (A, weißer Pfeil zeigt Zell-
wand zwischen zwei Mesophyllzellen, 
Stern markiert eine Mesophyllzelle). 
Zwei Bakterienkolonien sind sichtbar 
(schwarz umrandet). Die Xanthomonas-
Zellen haften, von EPS umgeben (B, 
schwarzer Stern), an der Zellwand von 
Mesophyllzellen und teilen sich im 
Apoplasten (C). Fotos: Gerd Hause, 
Biozentrum Halle. 
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eine Aktivierungsdomäne (AD) im C-Terminus aufwies. Des Weiteren wurden im C-

terminalen Bereich von AvrBs3 Leucin-Zipper ähnliche „Repeats“ postuliert (111). All 

diese strukturellen Merkmale deuten darauf hin, dass AvrBs3 als Transkriptionsregulator 

in eukaryotischen Zellen fungiert. Besonders auffallend sind die 17,5 direkten 

Sequenzwiederholungen („Repeats“) aus je 34 Aminosäureresten im zentralen Bereich der 

Polypeptidkette. Die Aminosäureabfolge der „Repeats“ ist beinah identisch, enthält jedoch 

auch hypervariable Aminosäurereste (Abbildung 6). 

 

Interessanterweise wird die Erkennungsspezifität von AvrBs3 durch die zentralen 

„Repeats“ determiniert (145). Die Deletion einzelner Sequenzwiederholungen kann zu 

einer veränderten Erkennung des Avr-Proteins führen. So induziert z.B. AvrBs3∆rep-16, in 

welchem die „Repeats“ 11-14 fehlen, keine HR in Bs3-Pflanzen, wohl aber in der isogenen 

Linie C. annuum ECW, welche bs3 enthält (145). Sowohl die Induktion der Hypertrophie 

als auch die Erkennung von AvrBs3 hängen von der Anwesenheit der NLS und der AD im 

C-Terminus des Proteins ab (221, 324, 336). Dies führte zu der Annahme, dass das 

AvrBs3-Protein im Zellkern durch Bs3 erkannt wird oder die Erkennung von der Aktivität 

des Effektors als Transkriptionsaktivator abhängt. Letzteres konnte für das homologe 

Familienmitglied AvrXa27 aus Xoo gezeigt werden (129, 130). 

 

AvrBs3 wird in Abhängigkeit der NLS 2 und 3 aus Xcv in Zellkerne von Pflanzenzellen 

transloziert (325, 336), wohingegen die vorhergesagte NLS 1 vermutlich nicht funktional 

ist (336). Wurden die N-terminalen Aminosäuren 3–27 oder 2–153 von AvrBs3 deletiert, 

so konnte Xcv die resultierenden Proteine AvrBs3∆1 bzw. AvrBs3∆2 weder in 

Kulturmedium sekretieren noch in die Pflanzenzelle translozieren (325). Bei transienter 

Expression der entsprechenden Gene in der Pflanze mittels Agrobacterium erfolgte jedoch 

eine Induktion der HR in resistenten sowie einer Hypertrophie in suszeptiblen Pflanzen. 

Diese Resultate zeigten, dass die N-terminalen Aminosäuren das Translokationssignal 

enthalten, während die C-terminal gelegenen Aminosäurereste die Effektoraktivität 

gewährleisten.  

 

Da für AvrBs3 eine Funktion als Transkriptionsregulator angenommen wird, sind als 

potentielle Virulenzziele des Effektors sowohl pflanzliche Proteine als auch pflanzliche 

Gene denkbar. Um Proteine zu identifizieren, an welche AvrBs3 in der Pflanze bindet, 

wurden in vorangegangenen Arbeiten Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen durchgeführt. Die Hefe-
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Di-Hybrid-Sichtung einer Paprika (C. annuum)-cDNA-Bank führte zur Identifizierung 

mehrerer Proteine, welche mit AvrBs3 interagieren, darunter zwei Importin α-Homologe 

(CaIMPα1 und 2; 324). Die Interaktion von AvrBs3 mit CaIMPα1 und 2 konnte in vitro 

bestätigt werden. Weitere Studien zeigten, dass CaIMPα1 und CaIMPα2 an die NLS2 des 

Effektors in Hefe binden. Diese Resultate deuten an, dass AvrBs3 in der Wirtszelle mit 

Importin α interagiert. Die Interaktion von Importin α mit Importin β könnte dann den 

Transport in den Zellkern vermitteln (194). Dort dissoziiert der Proteinkomplex 

vermutlich, und die Importin-Moleküle werden in das Zytoplasma exportiert. 

 

 

 

 
Abbildung 6: Strukturelle Merkmale von AvrBs3 aus Xcv. 
(A) Strukturelle Eigenschaften von AvrBs3: Der N-Terminus von AvrBs3 enthält das T3-
Sekretions- und Translokationssignal (T3S-Signal; 287, 325). Der zentrale Bereich der 
Polypeptidkette besteht aus 17,5 direkten Sequenzwiederholungen aus je 34 Aminosäuren. Im C-
Terminus befinden sich imperfekte Leucin-Zipper-„Repeats“ (pLZ; 111), zwei funktionale 
Kernlokalisierungssignale (NLS; 324, 336) sowie eine Aktivierungsdomäne (AD; 324). (B) 
Sequenzvergleich der ersten Sequenzwiederholung mit den folgenden „Repeats“ des zentralen 
Proteinbereiches. Die variablen Aminosäurereste sind angegeben. 
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AvrBs3 könnte dann im Zellkern die Transkription von Wirtsgenen beeinflussen. 

Tatsächlich wurden AvrBs3 abhängig induzierte Pflanzengene isoliert (221; S. Kay und U. 

Bonas, unveröffentlichte Daten). Einige dieser Gene kodieren für Pektatlyasen und α-

Expansine, welche an der Zellvergrößerung, der Hypertrophie, beteiligt sein könnten. Da 

die Aktivierung der Gene von einer de novo-Proteinsynthese in der Pflanzenzelle abhängt, 

werden diese vermutlich nicht direkt durch AvrBs3 induziert. Es wurden jedoch auch Gene 

gefunden, die potentielle Primärziele von AvrBs3 darstellen (221; E. Marois, S. Kay und 

U. Bonas, unveröffentlichte Daten). Es ist bisher nicht geklärt, ob AvrBs3 direkt an 

Promotoren solcher Zielgene bindet oder im Komplex mit Wirtszellproteinen als 

Koaktivator agiert. Letzteres scheint wahrscheinlich, da in silico-Untersuchungen mit 

AvrBs3 keine DNA-Bindedomäne im Effektorprotein vorhersagen. Bei solchen, mit 

AvrBs3 interagierenden Proteinen (Aip), könnte es sich um pflanzliche 

Transkriptionsfaktoren handeln, welche eine DNA-Bindedomäne besitzen und an 

Promotorsequenzen binden können. In den vorangegangenen Arbeiten wurden neben 

CaIMPα1 und 2 auch andere pflanzliche Proteine mittels Hefe-Di-Hybrid-Ansätzen 

identifiziert, welche in Hefe mit AvrBs3 interagieren (324). Die bisherigen Ergebnisse der 

Untersuchungen von AvrBs3 sind in Abbildung 7 in einem Arbeitsmodell 

zusammengefasst.  
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Abbildung 7: Arbeitsmodell zur Wirkungsweise von AvrBs3 in der Wirtszelle. 
(A) AvrBs3 wird aus der Bakterienzelle sekretiert (1) und in das Wirtszellzytoplasma transloziert 
(2; 325). Im pflanzlichen Zytoplasma erfolgt vermutlich eine Interaktion mit Importin α-Importin 
β-Komplexen (3; 324), wodurch der Import von AvrBs3 in den pflanzlichen Zellkern vermittelt 
werden könnte (4; 325). Im Zellkern dissoziiert der Komplex (5) und AvrBs3 bindet dann direkt 
(6a) oder indirekt (6b) im Komplex mit anderen Pflanzenproteinen, so genannten 
Virulenzzielproteinen, an DNA (Zielgene), um das Wirtszelltranskriptom zu modifizieren (221). 
(B) Die Veränderung der Gentranskription resultiert in anfälligen Pflanzen in einer Pustelbildung 
an der Blattunterseite und in resistenten Pflanzen in einer HR. 
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1.7. Ziele der Arbeit 
 

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkungsweise des Effektors AvrBs3 weiterführend zu 

analysieren. Im Vordergrund stand die Identifizierung und Analyse von Proteinen, welche 

mit AvrBs3 interagieren. Dabei galt es folgende Fragestellungen zu bearbeiten: Welche 

Protein-Protein-Interaktionen spielen eine Rolle (i) bei der Sekretion und Translokation 

von AvrBs3, (ii) im Zytoplasma der Pflanzenzelle und (iii) im Zellkern, dem 

Zielkompartiment des Effektors AvrBs3? 

Für die Identifizierung neuer pflanzlicher Zielproteine sollte eine neue Hefe-Di-Hybrid-

cDNA-Bank erstellt und gesichtet werden. Pflanzliche Interaktionspartner von AvrBs3 

sollten in Hefe, in vitro und in planta mittels Lokalisierungs-, Kolokalisierungs-, 

Koimmunopräzipitationsanalysen sowie unter Verwendung der Methoden der 

Bimolekularen Fluoreszenz-Komplementation und des Fluoreszenz-Resonanz-

Energietransfers näher untersucht werden. Um die biologische Relevanz identifizierter 

Interaktoren für die Pflanzen-Pathogen-Interaktion zu überprüfen, sollten „Silencing“-

Experimente mittels Virus induziertem Gen-„Silencing“ sowie Überexpressionsstudien 

mittels Agrobacterium in der Pflanze erfolgen. 

Da zum besseren Verständnis der Wirkungsweise von Effektoren und deren 

Untersuchungen visualisierbare Reaktionen in der Pflanze hilfreich sind, sollte in dieser 

Arbeit auch untersucht werden, welche sichtbaren und messbaren Virulenzreaktionen von 

AvrBs3, AvrBs1 und dem AvrBs3-homologen Effektor AvrBs4 in suszeptiblen Pflanzen 

induziert werden.  
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Verwendete Stämme und Wachstumsbedingungen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Bakterienstämme verwendet: Escherichia coli 

Stamm DH10B (Life Technologies, Rockville, MD, USA), TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland), BL21 und BL21(DE3) (319), die Agrobacterium tumefaciens-Stämme 

GV3101 und C58C1 (341) sowie die Xanthomonas campestris pv. vesicatoria-Stämme 82-

8 (233), 85-10 (59) und I74A (221, 358), welcher eine Mutante des Stammes 85-10 ist, die 

langsamer in Kulturmedium und Pflanze wächst als der Wildtypstamm. Die verwendeten 

Saccharomyces cerevisiae Stämme waren EGY48 (MATα; 96), AH109 (MATa; 159) und 

Y187 (MATα; 69). 

E. coli-Zellen wurden bei 37°C in Luria-Bertani (LB)-Medium angezogen, A. tumefaciens 

bei 30°C in Yeast-Extract-Broth (YEB)-Medium (205, 336), X. campestris pv. vesicatoria 

bei 30°C in Nutrient-Yeast-Glycerol (NYG)-Medium (75) und S. cerevisiae bei 30°C in 

Yeast Selection Drop Out (YSD)-Medium (18). Bei Anzucht auf festem Medium wurde 

1,5% Agar zugesetzt. Die Transformation mit Plasmid-DNA erfolgte bei E. coli und A. 

tumefaciens mittels Elektroporation. In Hefen wurden Plasmide mit Hilfe der PEG-

Lithiumacetat-Methode (119) oder durch Paarung eingeführt. Die Paarung zweier 

Hefestämme erfolgte nach den Angaben des MATCHMAKER-Protokolls (Clontech, 

Heidelberg, Deutschland).  

 

2.2. Verwendete Pflanzen   

 

Tomaten (Lycopersicon esculentum)-Pflanzen der Kulturvarietät (cv.) Moneymaker (MM), 

Paprika (Capsicum annuum)-Pflanzen cv. Early Cal Wonder (ECW) und die isogenen 

Linien ECW-10R und ECW-30R, welche das Resistenzgen Bs1 bzw. Bs3 (233) enthalten, 

sowie Nicotiana benthamiana-Pflanzen wurden wie beschrieben angezogen (47, 221).  

Die transiente Expression von Genen in der Pflanze mittels A. tumefaciens erfolgte nach 

Van den Ackerveken et al. (1996).  
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2.3. Infiltration von Pflanzen 

 

Für Transkomplementationsstudien, wurden A. tumefaciens-Stämme in Blätter von Paprika 

ECW-30R infiltriert. Die Phänotypen der Pflanzen wurden über einen Zeitraum von 5 

Tagen beobachtet. 

Für Lokalisierungs-, Kolokalisierungs- und Interaktionsstudien wurden Blätter von N. 

benthamiana-Pflanzen mit dem Agrobacterium Stamm C58CI (pCH32/pBin6Ip19) (348) 

zur Unterdrückung des pflanzlichen „Silencing“ und den entsprechenden, die zu 

untersuchenden Proteine kodierenden Gene enthaltenden Agrobacterium-Stämme GV3101 

infiltriert. Die Stämme wurden bei einer OD600 von 1,0 (2,5 x 109 Zellen/ml) miteinander 

gemischt und wie beschrieben infiltriert (336). Bei Mischen von 3 Stämmen ergab sich 

eine relative OD600 von 0,33 (8,25 x 108 Zellen/ml) je Stamm. Für Lokalisierungsstudien 

wurde ein Stamm mit leerem Vektor zugegeben.  

Für Gen-„Silencing“-Experimente wurde die Methode des Virus induzierten Gen-

„Silencing“ angewendet (209). Dafür wurden die Agrobakterienstämme GV3101(TRV1) 

und GV3101(TRV2a) bis zu einer OD600 von 0,6 (1,5 x 109 Zellen/ml) angezogen und zu 

gleichen Teilen gemischt. Die Bakteriensuspension wurde mittels Vakuum in drei Wochen 

alte Pflanzen infiltriert.  

Xanthomonas-Stämme wurden nach Anzucht auf festem NYG-Medium in 1 mM MgCl2 

resuspendiert und mit einer OD600 von 0,01 (1,25 x 107 Zellen/ml) bis 0,2 (2,5 x 108 

Zellen/ml) mittels nadelloser Spritze in die Blattunterseite von Paprikapflanzen infiltriert.    

 

2.4. Konstruktion von Plasmiden mittels GATEWAY-Technologie 

 

Die Erstellung einer Vielzahl der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide erfolgte mittels 

GATEWAY-Technologie (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Diese Methode ermöglicht 

eine schnelle und gerichtete Klonierung von Genen und Genfragmenten unabhängig von 

Restriktionsschnittstellen. Das GATEWAY-System nutzt das natürlich vorkommende 

Rekombinationssystem des Bakteriophagen λ. Dafür wurden die für diese 

Rekombinationsreaktionen notwendigen „attachment“ (att)-Bereiche modifiziert und in 

verschiedene Vektoren integriert. Die resultierenden Zielvektoren enthalten attR1- und 

attR2-Stellen. Die für die Rekombination notwendigen homologen Bereiche attL1 und 

attL2 sind in Eingangsvektoren („Entry“-Vektoren) enthalten. Das zu untersuchende Gen 
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wird in einen Eingangsvektor kloniert. Anschließend erfolgt eine LR-

Rekombinationsreaktion mit einem Zielvektor, welcher einen Promotor enthält, wodurch 

ein Expressionsplasmid generiert wird (Abbildung 8). In der attR-Kassette ist das ccdB-

Gen integriert, dessen Expression in E. coli DH10B zur Hemmung der Gyrase führt. Durch 

die LR-Rekombination erfolgt ein Austausch des ccdB-Gens gegen das zu untersuchende 

Gen. Nach erfolgter Transformation des Reaktionsansatzes in E. coli DH10B wachsen nur 

Bakterien, welche ein Expressionsplasmid enthalten.  

Die erforderlichen Eingangsplasmide wurden wie folgt erstellt: Für das AvrBs3-

Eingangsplasmid wurde der 5’ Bereich von avrBs3∆2 mit den Oligonukleotiden 5’-

GTCGACATGGATCTACGCACG-3’, welcher eine SalI Schnittstelle einführt und 5’-

AAGCTTTAACGGTGGACCTC-3’, welcher eine HindIII Schnittstelle anfügt, 

amplifiziert. Nach Restriktionsverdau des PCR-Produktes, wurde das Fragment in pENTR-

T (S. Schornack und T. Lahaye, unveröffentlichte Daten) kloniert, so dass pENTR356N 

entstand. Die Oligonukleotide 5’-AAGCTTGCGTCTTTGCATGCATTC-3’ und 5’- 

CTGCAGCTGAGGCAAT AGCTC-3’ amplifizierten in einer PCR das 3’ Ende von 

avrBs3∆2, bei gleichzeitigem Anfügen einer HindIII bzw. einer PstI Erkennungssequenz. 

Das verdaute PCR-Fragment wurde in pENTR356N ligiert, um pENTR356NC zu erhalten. 

Anschließend wurde das StuI/AgeI Fragment von pBS356 (siehe unten) ausgeschnitten und 

in pENTR356NC kloniert, um das Eingangsplasmid pENTR356 zu erhalten. Des Weiteren 

wurde das StuI/SacI Fragment von pBS356∆NLS (324) in das zuvor verdaute Plasmid 

pENTR356 ligiert, um pENTR356∆NLS zu erhalten. Durch Restriktion von pENTR356 

mit SphI und anschließender Religation wurde pENTR356∆SphI erstellt. Somit konnten 

mittels GATEWAY-Rekombinationsreaktionen Plasmide für die Synthese von AvrBs3∆2, 

AvrBs3∆2∆NLS und AvrBs3∆2∆SphI, welchem die gesamte „Repeat“-Region fehlt, 

erstellt werden.  

Um ein Eingangsplasmid für Untersuchungen von Caimpα1 erstellen zu können, wurde 

unter Verwendung der Oligonukleotide 5’-caccATGTCTCTTCGACCTAGCAC-3’ und 

5’-GCCAAACTTGAATCCACCTG-3’ Caimpα1 bzw. mit caccATGTCTCTTCGACCTA 

GCA C-3’ und 5’-CTAGCCAAACTTGAATCCACCTGC-3’ Caimpα1stop mittels PCR 

amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde in pENTR/D-TOPO kloniert. Die resultierenden 

Plasmide pENTRCaimpα1 und pENTRCaimpα1stop wurden für Rekombinationen mittels 

GATEWAY-Technologie verwendet.  

Für die Erstellung eines „LeThiC“-Eingangsplasmids wurde LeThiC mit Hilfe der 

Oligonukleotide 5’-caccATGGCGTCTGTCCAAACTG-3’ und 5’-CACATTCCTTTGGC 
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TCTTC-3’ sowie 5’-caccATGGCGTCTGTCCAAACTG-3’ und 5’-TACACATTCCTTTG 

GCTC-3’ mittels PCR amplifiziert und in pENTR/D-TOPO kloniert, um die Plasmide 

pENTRLeThiC und pENTRLeThiCStop zu erstellen.  

 

 

 

Abbildung 8: Prinzip der Klonierung mittels GATEWAY-Technologie. 
Für die Expression von Genen in Hefe, in E. coli und in der Pflanze wurden die unterschiedlichen 
Expressionsplasmide mittels GATEWAY-Technologie (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
erstellt. Die Abbildung zeigt das Prinzip dieser Klonierungs-Technologie. Dabei werden zunächst 
die erforderlichen Eingangsplasmide generiert (siehe Text). Diese enthalten das zu untersuchende 
Gen, flankiert von den „attachment“-Stellen attL1 und attL2. Die Eingangsplasmide werden jeweils 
mit den entsprechenden Zielvektoren, welche über attR1- und attR2-Stellen verfügen, gemischt. 
Durch Zugabe der GATEWAY-LR-Klonase erfolgt die Rekombination zwischen den att-Stellen. 
Dabei wird ccdB durch das zu untersuchende Gen ersetzt und das Expressionsplasmid mit attB-
Stellen, sowie ein Nebenprodukt mit ccdB-Gen entstehen. Nach Transformation des 
Reaktionsansatzes in E. coli DH10B können nur Zellen wachsen, welche kein ccdB-Gen enthalten. 
Das entstehende Nebenprodukt ist nicht dargestellt. 
 

2.5. Hefe-Di-Hybrid-Analysen 

 
Für direkte Interaktionsstudien wurde vorwiegend das “Hefe-interaction trap System” nach 

Gyuris et al. den Standardprotokollen (18, 135) folgend, verwendet (Abbildung 9A). 

Köder- (pEG202) und Beuteplasmide (pJG4-5) wurden in den Hefestamm EGY48, 
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welcher das β-Galaktosidase-Reporterplasmid pSH18-34 (18) enthält, kotransformiert. Im 

Genom dieses Stammes befindet sich mit LEU2 ein zweites Reportergen (Abbildung 9C). 

Die Expression des Beutekonstruktes steht unter der Kontrolle eines Galaktose 

induzierbaren Promoters. Die Transformanten, welche auf selektivem Glukosemedium 

wuchsen, wurden auf Galaktosemedium mit 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-

Galactopyranosid (X-β-Gal) übertragen, um die β-Galaktosidaseaktivität zu ermitteln. Um 

auf Leucinprototrophie zu testen, wurden die Hefen auf Galaktose haltiges Medium ohne 

Leucin übertragen. Hefen, die ohne Leucin wachsen können und X-β-Gal zu einem blauen 

Farbstoff umsetzen, enthalten interagierende Köder-Beute-Komplexe. Dabei zeigt die 

Abhängigkeit von Galaktose, dass die Reportergene nur bei Anwesenheit des 

Beuteproteins angeschaltet wurden. Quantitative Analysen wurden nach Anzucht der 

Transformanten in Flüssigmedium durchgeführt. Dabei wurden je Konstrukt 3 bis 15 

unabhängige Hefetransformanten über Nacht bei 30°C in selektivem Flüssigmedium mit 

Glukose angezogen. Die Übernachtkultur wurde auf eine OD600 von 0,2 verdünnt und in 

induzierendem Galaktosemedium bis zu einer OD600 von 0,5 bis 1,0 kultiviert. Die β-

Galaktosidaseaktivität wurde unter Verwendung von o-Nitrophenyl β-D-Galaktopyranosid 

(ONPG) bestimmt (18).  

Für die Sichtung der Tomaten-cDNA-Bank und direkte Protein-Interaktionsstudien wurde 

außerdem das MATCHMAKER-GAL-4-Hefe-Di-Hybrid-System nach Angaben des 

Herstellers (Clontech, Heidelberg, Deutschland) verwendet (Abbildung 9B). Die 

Beuteplasmide (pGADT7-Rec2, in welchen die cDNA-Bank kloniert wurde; pGADT7att 

für direkte Interaktionsstudien) wurden in den Stamm Y187 transformiert. Nach Paarung 

mit dem Hefestamm AH109 wurden die diploiden Zellen auf Selektionsmedium 

ausplattiert bzw. ausgestrichen, um auf Interaktion von Beute und Köder zu testen. Der 

Stamm AH109 enthält die Reportergene ADE2, HIS3, MEL1 und lacZ (Abbildung 9D). 

Y187 enthält ebenfalls das Reportergen lacZ. Bei Interaktion erfolgt die Aktivierung der 

Reportergene und die Hefezellen können ohne Adenin und Histidin wachsen und mit Hilfe 

der α-Galaktosidase (auch: Melibiase) das Substrat 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-alpha-D-

Galactopyranosid (X-α-Gal) und, katalysiert durch die β-Galaktosidase, das Substrat X-β-

Gal zu einem blauen Farbstoff umsetzen. X-α-Gal wird dem Minimalmedium zugegeben, 

die β-Galaktosidaseaktivität wurde mit Hilfe eines Übeschichtungsansatzes wie folgt 

bestimmt: Die Hefezellen wurden auf Minimalmedium ausgestrichen und bei 30°C für drei 

Tage inkubiert. Die Hefe wurde mit Chloroform betropft, um die Zellen aufzuschließen. 
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Nach Verdunstung des Chloroforms erfolgte die Überschichtung mit einer Agarose-X-α-

Gal-Lösung (1 mg/ml X-α-Gal, 100 mM Kalium-Phosphat-Puffer pH 7, 0,3% Agarose), 

die Blaufärbung wurde über sechs Stunden beobachtet.   

 

 

 

Abbildung 9: Prinzip des Hefe-Di-Hybrid-Systems und verwendete Reportergene 
Dargestellt sind das generelle Prinzip des Hefe-Di-Hybrid-Systems zur Untersuchung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen sowie die verwendeten Fusionsdomänen und Reportergene des 
„interaction trap“-Systems (135) und des MATCHMAKER-GAL4-Systems (Clontech, Heidelberg, 
Deutschland). (A) Die zu untersuchenden Proteine werden als Fusionsproteine in Hefe 
synthetisiert. Das Köderprotein A ist an eine DNA-Binde-Domäne (BD) fusioniert, welche an 
spezifische Operatorsequenzen bindet. Das Beutprotein B ist an eine Aktivierungsdomäne (AD) 
fusioniert. Interagieren Köder- und Beuteprotein, gelangen BD und AD in räumliche Nähe, und die 
Reportergene (Reporter) werden exprimiert. (B) Interagieren die Proteine nicht, so wird die 
Transkription der Reportergene nicht aktiviert, die Hefen wachsen nicht und produzieren keinen 
blauen Farbstoff. (C) Für Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen mittels „Interaction 
trap“-System dient als BD die LexA-BD und als AD die B42-Domäne („acid blob“; 289). Die 
verwendeten Reportergene sind LEU2 und lacZ, die verwendeten Vektoren pEG202 (Ködervektor), 
pJG4-5 (Beutevektor), pSH18-34 (lacZ-Reporterplasmid) und der Hefestamm EGY48 (18, 96). (D) 
Für Interaktionsstudien mit dem MATCHMAKER-GAL4-Hefe-Di-Hybrid-System liegen die 
Proteine an die GAL4-BD (Köder) bzw. die GAL4-AD (Beute) fusioniert vor. Als Reportergene 
dienen ADE2, HIS3, lacZ und MEL1. Es wurden die Vektoren pGADT7-Rec2 (cDNA-Bank-
Vektor), pGADT7 (Beutevektor) und pGBKT7 (Ködervektor) verwendet sowie die Hefestämme 
Y187 (69) und AH109 (159).  
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Erstellung der Plasmide für Expression von Genen in Hefe  

 

Die verwendeten und neu erstellten Plasmide sind in Tabelle 3 im Anhang 1 aufgeführt. 

Die Konstruktion der für LexA-Hefe-Di-Hybrid-Studien verwendeten Plasmide wird im 

Folgenden erläutert. Für die Klonierung der ersten 150 bp von avrBs3 in Hefevektoren 

wurde das EcoRI/XhoI Fragment von pBSavrBs31-150 (D. Büttner, unveröffentlichte Daten) 

in pEG202 und pJG4-5 (18), resultierend in pYB50 und pYP50, ligiert. pYBHpaB und 

pYPHpaB standen aus Vorarbeiten (L. Escolar, unveröffentlichte Daten) zur Verfügung.  

Die Plasmide pYB356, pYB310 und pYB312, welche die Gene für AvrBs3∆2, AvrBs3∆3 

und AvrBs3∆3∆rep-312 enthalten, standen bereits zur Verfügung (324). In dieser Arbeit 

wurden weitere Deletionsderivate von AvrBs3 erstellt, denen unterschiedliche Bereiche der 

„Repeat“-Region fehlen. Dazu wurde das Plasmid pBS356 verwendet, welches avrBs3∆2 

enthält. Für die Erstellung von pBS356∆SphI wurde pBS356 mit SphI geschnitten und 

religiert. Verschiedene Deletionsderivate von AvrBs3 lagen in pUC19 vor: pUS300∆rep-

16, pUS300∆rep-9, pUS300∆rep-109, pUS300∆rep-27, pUS300∆rep-29, pUS300∆rep-21, 

pUS300∆rep-121 (45, 145). Diese kodieren für AvrBs3-Derivate, welchen die „Repeats“ 

11-14, 5-7, 13-15, 7-16, 2-11, 2-13 bzw. 2-16 fehlen. Von diesen Plasmiden wurden die 

StuI/AgeI Fragmente mit dem von pBS356 ausgetauscht, um pBS356∆rep-9, pBS356∆rep-

109, pBS356∆rep-27, pBS356∆rep-29, pBS356∆rep-21 und pBS356∆rep-121 zu erhalten. 

Für die Konstruktion von pBS356∆C wurde pBS356 mit HincII und SacI verdaut, glatte 

Enden erzeugt und religiert. Die gleichen Reaktionen wurden mit pBS310 durchgeführt, 

um pBS310∆C zu erstellen. Anschließend wurden die EcoRI/XhoI Fragmente der erstellten 

avrBs3 Konstrukte in die Hefevektoren pEG202 (18) kloniert. Dies resultierte in den 

Plasmiden pYB356∆SphI, pYB356∆rep-16, pYB356∆rep-9, pYB356∆rep-109, 

pYB356∆rep-27, pYB356∆rep-29, pYB356∆rep-21, pYB356∆rep-121, pYB356∆C und 

pYB310∆C. Die Fragmente wurden außerdem in pJG4-5 kloniert, wodurch die Plasmide 

pYP356∆SphI, pYP356∆rep-16, pYP356∆rep-9, pYP356∆rep-109, pYP356∆rep-27, 

pYP356∆rep-29, pYP356∆rep-21, pYP356∆rep-121, pYP356∆C und pYP310∆C 

entstanden. Um pYB356N und pYP356N für die Expression der N-terminalen 143 

Aminosäuren von AvrBs3∆2 in Hefe zu erstellen, wurde pBS356 mit MscI/HincII 

geschnitten und religiert. Dies resultierte im Plasmid pBS356N, von welchem das 

EcoRI/XhoI-Fragment in pEG202 und pJG4-5 (18) kloniert wurden. Für pYBC, wurden 
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die 3’ gelegenen 867 bp mit den Oligonukleotiden 5’-GGAATTCAGCAATGGCGGCG 

GCAG-3’ und 5’-GCCTCGAGTCACTGAGGCAATA GC-3’ mittels PCR amplifiziert, 

wobei eine EcoRI- sowie eine XhoI-Schnittstelle angefügt wurden. Das PCR-Produkt 

wurde zunächst in pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) kloniert. Das 

EcoRI/XhoI-Fragment des resultierenden Plasmides pTopoC wurde in die Hefevektoren 

pEG202 und pJG4-5 (18) kloniert.  

Für die Klonierung von Caimpα1 und LeThiC in die Vektoren des „interaction trap“-

Systems wurden die Eingangsplasmide pENTRCaimpα1stop bzw. pENTRLeThiCstop für 

LR-Rekombinationsreaktionen mit dem Zielvektor pJCL (C. Lorenz und J. Boch, 

unveröffentlichte Daten) verwendet. Die Expressionsplasmide pJCLCaimpα1stop und 

pJCLLeThiCstop wurden in Hefe transformiert. 

Für die Hefe-Di-Hybrid-Arbeiten mit dem MATCHMAKER-GAL4-System (Clontech, 

Heidelberg, Deutschland) wurden die Vektoren pGBKT7, pGADT7, pGADT7-Rec2 

(Clontech, Heidelberg, Deutschland) sowie pGBKT7att und pGADatt (A. Meyer, 

unveröffentlichte Daten) verwendet. Für die Generierung der Köderplasmide wurden die 

entsprechenden Fragmente durch Restriktion mit EcoRI/XhoI aus den bereits erstellten 

Köderplasmiden des „interaction trap“-Systems (siehe oben) erhalten und in den mittels 

EcoRI/SalI verdauten Vektor pGBKT7 (Clontech, Heidelberg, Deutschland) ligiert.  

avrBs3-LZ wurde mit Hilfe der Oligonukleotide 5’AGCAATGGCGGCGGCAGGCC3’ 

and 5’GCAGCGTCCAGCACCGTGATGC3’ mittels PCR amplifiziert, wodurch eine 

EcoRI- und eine XhoI-Schnittstelle angehängt wurden. Das PCR-Fragment wurde mittels 

EcoRI und XhoI geschnitten und in pGBKT7 und pGADT7 (Clontech, Heidelberg, 

Deutschland) kloniert, um pGBKT7avrBs3-LZ und pGADT7avrBs3-LZ zu erhalten.  

Für die Generierung von pGADattLeThiCstop wurde eine GATEWAY-Rekombinations-

reaktion mit pGADatt und pENTRLeThiCstop durchgeführt (siehe oben). 

 

Erstellung und Sichtung der Hefe-Di-Hybrid-cDNA-Bank von Tomate 

 

Die verwendete Hefe-Di-Hybrid-cDNA-Bank von Tomate wurde in Zusammenarbeit mit 

Dr. Simona Masiero und Dr. Hans Sommer am MPIZ Köln hergestellt. Gesamt-RNA 

wurde aus nicht infizierten Laubblättern 6 Wochen alter Tomaten (Lycopersicon 

esculentum cv. MM)-Pflanzen isoliert. Für die Generierung der cDNA-Bank wurde das 

GAL4-Hefe-Di-Hybrid-„MATCHMAKER Library Construction&Screening Kit” 
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(Clontech, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die cDNA-Synthese erfolgte sowohl 

mittels oligodT-Oligonukleotiden als auch mit zufällig generierten Oligonukleotiden. Die 

cDNA-Populationen wurden separat gehalten. cDNA-Fragmente mit einer Größe von 0,5-

2,0 kb wurden ausgewählt. Beide cDNA-Populationen wurden durch subtraktive 

Hybridisierung normalisiert und in pGADT7-Rec2, den Angaben des Herstellers folgend 

(Clontech, Heidelberg, Deutschland), rekombiniert. Die Rekombination und Generierung 

erfolgen dabei im Hefestamm AH109. Der Stamm wurde nachfolgend in Reaktionsgefäße 

mit einer Dichte von 2 x 107 Zellen/ml abgefüllt und bei –80°C gelagert. Die Sichtung der 

cDNA-Bank erfolgte mittels Hefe-Paarung wie im Protokoll des Herstellers (Clontech, 

Heidelberg, Deutschland) beschrieben. 

 

2.6. Interaktionsstudien in vitro 

 

Für Interaktionsstudien in vitro wurde die Methode des GST-„pull-down“ verwendet 

(Abbildung 10). AvrBs3, AvrBs31-50 und LeThiC wurden als Glutathion-S-Transferase-

(GST) Fusion in E. coli BL21 synthetisiert. AvrBs3∆2FLAG und HpaB-c-Myc wurden 

ebenfalls in E. coli BL21 synthetisiert. Die Genexpression erfolgte unter der Kontrolle des 

lac-Promoters. Die entsprechenden Bakterienkulturen wurden über Nacht bei 37°C 

angezogen, auf eine OD600 von 0,2 verdünnt und bei Erreichen einer OD600 von 0,6 mit 

IPTG versetzt (Endkonzentration 1mM). Nach Zentrifugation wurden die Zellen in kaltem 

PBS-Puffer (1/10 vol) resuspendiert und mittels French Press aufgeschlossen. 150 µl des 

bakteriellen Proteinextraktes, welcher GST, GST-AvrBs3, GST-AvrBs31-50 oder GST-

LeThiC enthielt, wurde mit 2 ml des AvrBs3∆2-FLAG bzw. HpaB-c-Myc enthaltenden 

Extrakt gemischt und mit 50 µl Glutathionsepharose versetzt. Die Inkubation erfolgte für 

eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Sepharosekügelchen 5x mit je 

5 ml kaltem PBS-Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. 

Die Elution spezifisch gebundener Proteine wurde den Angaben des Herstellers 

entsprechend bei RT mit 50 µl 10 mM reduziertem Glutathion durchgeführt. Die Eluate 

wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert.  
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Abbildung 10: Prinzip des GST-„pull-down“-Ansatzes. 
Die Abbildung zeigt schematisch das Prinzip eines GST-„pull-down“-Ansatzes, um Protein-
Protein-Wechselwirkungen in vitro zu untersuchen. Das zu untersuchende Protein A wird als 
Fusion an die Glutathion-S-Transferase (GST) in E. coli synthetisiert. Die GST bindet an 
Glutathion (G), welches an Sepharose (S) gebunden ist. Die Elution des Komplexes erfolgt mittels 
reduziertem Glutathion, zu welchem die GST eine höhere Affinität aufweist als zu Glutathion. (A) 
Interagiert ein Protein B mit Protein A, so wird der gesamte Komplex an der Glutathionsepharose 
gebunden und aufgereinigt. (B) In einem Kontrollansatz wird das Protein B nur mit der GST 
inkubiert, wobei keine Interaktion erfolgen sollte.  
 

Erstellung von Plasmiden zur Genexpression in E. coli 

 

Das Plasmid pGEX300, für welches das EcoRI/XhoI Fragment von pBS300 in pGEX-

2TKM (58) ligiert wurde, stand zu Beginn der Arbeit für die Synthese von GST-AvrBs3 

zur Verfügung (B. Szurek, unveröffentlichte Daten). Das EcoRI/XhoI-Fragment von 

pBSavrBs31-50 (D. Büttner, unveröffentlichte Daten) wurde in pGEX-2TKM kloniert. Die 

Plasmide pDS356F (324) und pDMhpaB (56) standen zur Expression von AvrBs3∆2-

FLAG  bzw. HpaB-c-Myc zur Verfügung. Für die Synthese von GST-LeThiC in E. coli 

wurde pDEST15LeThiCstop mittels GATEWAY-Rekombination mit pENTRLeThiCstop 

(siehe oben) und pDEST15 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) generiert. 

 

2.7. Interaktionsstudien in planta  

 

2.7.1. Kolokalisierungsstudien  

 

Kolokalisierungsstudien wurden mittels transienter Expression von Genen in 

Zwiebelepidermiszellen und in N. benthamiana durchgeführt. Für die transiente 

Expression von Genen in Zwiebelepidermiszellen wurden diese unter Verwendung des 

BioRad Biolistic PDS-1000/He Systems, wie bei  Van den Ackerveken et al. beschrieben, 

mit 1 µm Goldkügelchen beschossen, welche zuvor mit DNA beladen wurden (336). Um 

A B

GST
S

A B

G
GST

S

B

G



Material und Methoden 

                                                                                  
  

35

die β-Glucuronidaseaktivität zu messen, wurden die Zwiebelzellen mit 5-Bromo-4-Chloro-

3-Indolyl-β-D-Glucuronsäure-Zyclohexylammoniumsalz (X-Gluc) gefärbt. Die 

Visualisierung der Zellkerne erfolgte durch Behandlung der Zellen mit 4’,6-Diamidino-2-

Phenylindole (DAPI). Die transformierten Zellen wurden mittels Zeiss Axioskop 

Mikroskop mit Sony 3CCD COLOR VIDEO Kamera (Sony, Deutschland) untersucht.  

Für die Kolokalisierungsstudien mittels Fluoreszenz-Mikroskopie erfolgte die transiente 

Expression der zu untersuchenden Gene in N. benthamiana, vermittelt durch 

Agrobacterium. Zwei Tage nach Infiltration (siehe oben) wurden die mit Agrobacterium 

infizierten N. benthamiana- Blätter mit DAPI infiltriert, geerntet und mittels konfokalem 

Zeiss Laser Fluoreszenz Mikroskop LSM510 (Zeiss, Jena, Deutschland) unter 

Verwendung der entsprechenden Filtereinstellungen für EGFP, ECFP, EYFP und DAPI 

untersucht.   

 

2.7.2. Untersuchung von Protein-Interaktionen mittels bimolekularer Fluoreszenz-

Komplementation (BiFC) 

 

Interaktionsstudien mittels BiFC wurden unter Verwendung des gelb fluoreszierenden 

Proteins (yellow fluorescent protein; YFP; 236) durchgeführt, welches in eine C-terminale 

und eine N-terminale Domäne geteilt wurde (YFPC: Aminosäuren 155-239; YFPN: 

Aminosäuren 1-154; 22, 149). Das Prinzip dieser Methode ist in Abbildung 11 dargestellt. 

BiFC-Experimente erfolgten nach transienter Expression der entsprechenden Gene mittels 

Agrobacterium in N. benthamiana wie von Walter und Kollegen beschrieben (349). Für die 

Fluoreszenzdetektion wurde das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop LSM510 (Zeiss, 

Jena, Deutschland) mit spezifischen Filtern für YFP verwendet.  
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2.7.3. Untersuchung von Protein-Interaktionen mittels Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfer (FRET) 

 

FRET-Analysen erfolgten unter Verwendung der gelben (yellow) und cyan-farbenen Spek-

tralvarianten des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) YFP und CFP, welche an die 

Interaktionspartner fusioniert wurden, mittels „acceptor photobleaching“, wie von Karpova 

und Kollegen beschrieben (174). Die analysierten Fusionsproteine wurden transient in N. 

benthamiana mittels Agrobacterium synthetisiert. In Abbildung 12 ist das Prinzip des 

FRET schematisch dargestellt. CFP wird mit einer Wellenlänge von 458 nm angeregt. Im 

Fall einer Interaktion der CFP- und YFP-Fusionsproteine befinden sich CFP und YFP-

Moleküle in räumlicher Nähe, so dass die CFP-Emissions-Strahlung auf das YFP-Molekül 

(Akzeptor) trifft und dieses anregt. Die resultierende Emissions-Strahlung wird als YFP-

Fluoreszenz detektiert. Wird das Akzeptor-Molekül über einen längeren Zeitraum mit 514 

nm angeregt, so erfolgt ein Ausbleichen des YFP („acceptor photobleaching“). Die CFP-

Emissions-Strahlung kann nicht auf YFP übertragen werden und wird als verstärkte CFP-

Fluoreszenz detektiert. Die Analysen erfolgten unter Verwendung des konfokalen Laser-

Scanning-Fluoreszenz-Mikroskopes LSM510 Meta von Zeiss (Jena, Deutschland) mit 

Unterstützung von Dr. Bettina Hause (IPB, Halle). 

 

Abbildung 11: Prinzip der 
bimolekularen Fluoreszenz-Kom-
plementation (BiFC). 
Die Abbildung zeigt das Prinzip der 
BiFC. Die N-terminalen Amino-
säuren 1-155 des gelb fluores-
zierenden Proteins YFP (YFPN) 
werden an das zu untersuchende 
Protein A (rot) fusioniert, die C-
terminalen Aminosäuren 156-239 
(YFPC) an Protein B (blau). Inter-
agieren beide Proteine miteinander, 
so gelangen die YFP-Hälften in 
räumliche Nähe und assemblieren 
irreversibel zu einem funktions-
fähigen YFP-Molekül, welches gelb 
fluoresziert. Die Abbildung wurde 
nach  http://sitemaker.umich.edu/ 
kerppola.lab/kerppola_lab_bifc 
modifiziert. 
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Abbildung 12: Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET). 
Die Abbildung zeigt die Absorptions- und Emissionsspektren von CFP und YFP (modifiziert nach 
www.zeiss.de) sowie das Prinzip des FRET (modifiziert nach meds.queensu.ca/ 
qcri/greer/ri_pag.htm). (A) Die Anregungswellenlänge (Absorption) für CFP beträgt 458 nm. Die 
CFP-Emissions-Strahlung (480-525 nm) überlappt mit der Absorptionswellenlänge von YFP. (B) 
Befinden sich CFP und YFP in räumlicher Nähe, so wird die abgegebene Emissions-Strahlung des 
CFP-Moleküls direkt von dem YFP-Molekül absorbiert (FRET). Für die Methode des FRET wird 
CFP an ein zu untersuchendes Protein A und YFP an ein zu untersuchendes Protein B fusioniert. 
Interagieren beide Proteine, so gelangen CFP und YFP in räumliche Nähe und bei Anregung des 
CFP mit 458 nm wird die YFP-Emission (525-575 nm) detektiert. 
 

2.7.4. Untersuchung von Protein-Interaktionen mittels Koimmunopräzipitation 

(KoIP) 

 

For KoIP-Experimente wurden die Gene der zu untersuchenden Proteine transient in N. 

benthamiana mittels Agrobacterium exprimiert. 48 Stunden nach Infiltration wurden 2 

Blattscheiben mittels Korkbohrer (d = 9 mm) geerntet und in „Safe-lock“-

Reaktionsgefäßen (Eppendorff, Hamburg, Deutschland) in flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Nach der vollständigen Zerkleinerung des Blattmaterials wurde 1 ml KoIP-

Puffer (25 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA; 150 mM NaCl; 10% Glycerin; 5 mM 

DTT; 40 µl Protease-Inhibitor-Mischung (25 x konzentriert; complete, EDTA-free; Roche, 

Mannheim, Deutschland)) sowie 1 Spatelspitze Polyvinylpolypyrrolidon zugegeben. Nach 

kräftigem Durchmischen und 15 minütiger Zentrifugation wurde der Extrakt-Überstand 

mit 2,1 µl 15%igem Nonidet-P40 versetzt, zu 25 µl Protein G-Sepharose (Amersham 

Pharmacia Biotech) gegeben und für 30 min bei 4°C über Kopf rotierend inkubiert, um 

unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Der vorgeklärte Extrakt wurde anschließend 

mit 25 µl Sepharose gemischt, an welche Anti-FLAG-Antikörper kovalent gebunden waren 

(Sigma-Aldrich, München, Deutschland) und über Nacht bei 4°C über Kopf rotierend 
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inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 4°C kaltem KoIP-Puffer wurden gebundene 

Proteine unter Verwendung von 1 x Lämmli eluiert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und 

mittels Westernblot analysiert.   

 

 

 

 

Abbildung 13: Prinzip der Koimmunopräzipitation (KoIP). 
Die Abbildung zeigt schematisch das Prinzip der KoIP. Antikörper (AK) werden an Protein A oder 
Protein G-Sepharose (S) gebunden. Der Antikörper bindet an das entsprechende Epitop (E), 
welches an ein zu untersuchendes Protein (A) fusioniert ist und bewirkt dessen 
Immunopräzipitation. (A) Interagieren Protein B und A, so bindet der Proteinkomplex an die 
Sepharose-Matrix. Protein B wird mit Protein A koimmunopräzipitiert. (B) Fehlt das Protein A, 
welches an das Epitop fusioniert ist, so sollte Protein B nicht durch den Antikörper präzipitiert 
werden (Negativkontrolle). 
 

Erstellung von Plasmiden zur Expression von Genen in Pflanzen 

 

Zur Erstellung von pBI356∆SphI für Kolokalisierungsstudien wurde das EcoRI/XhoI 

Fragment von pBS356∆SphI in pBI1.4t (232) ligiert.  

Die oben beschriebenen Eingangsplasmide wurden für GATEWAY-basierende 

Rekombinationsreaktionen verwendet. Dabei wurde avrBs3∆2 in die Vektoren pK7FWG2 

(173), pK7CWG, pK7WGC, pK7YWG, pK7WGY (173), pGWB14 (Tsuyoshi Nakagawa) 

und pGWB735.1 (35S::HA-YFPC-GW; S. Schornack, T. Lahaye, unveröffentlichte Daten), 

welcher durch Einfügen von 35S::HA-YFPC-GW mittels HindIII/SacI in pGWB1 (kein 

Promotor, kein Epitop, attR1-CmR-ccdB-attR2; Tsuyoshi Nakagawa) erstellt wurde, 

rekombiniert. Die resultierenden Plasmide, welche die Expression von avrBs3∆2-GFP, 

avrBs3∆2-CFP, CFP-avrBs3∆2, avrBs3∆2-YFP, YFP-avrBs3∆2, avrBs∆2-HA und YFPc-

avrBs3∆2 ermöglichen, sind in Tabelle 3 (Anhang 1) aufgeführt. pENTRT356∆NLS 

wurde zur GATEWAY-Rekombination von avrBs3∆2∆NLS in pK7FWG2, pGWB14 und 

pGWB735.1 zur Expression von avrBs3∆2∆NLS-GFP, avrBs3∆2∆NLS-HA und YFPc-

avrBs3∆2∆NLS verwendet.  
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pENTRavrBs3∆2∆SphI wurde mittels GATEWAY-Technologie mit pK7FWG2 

rekombiniert. Das erhaltene Plasmid pK7FWG2avrBs3∆2∆SphI ermöglichte die 

Expression von avrBs3∆2∆SphI-GFP.  

Mit pENTRCaimpα1 erfolgten Rekombinationsreaktionen in die Vektoren pK7YWG, 

pGWB735.1 und pSPYNE-35S-GW (35S-attR-c-myc-YFPN; S. Schornack, T. Lahaye, 

unveröffentlichte Daten), welcher durch Einführen der GATEWAY-attR-Kassette mittels 

XbaI/XhoI aus pUC-SPYNE (349) in pSPYNE-35S (349) erhalten wurde. Die erhaltenen 

Plasmide erlaubten die Expression von Caimpα1-YFP, Caimpα1-FLAG und Caimpα1-

YFPN. Rekombinationsreaktionen mit pENTRLeThiC bzw. pENTRLeThiCstop und den 

Vektoren  pK7CWG, pK7WGC, pK7YWG, pK7WGY (173), pGWB735.1, pSPYNE-35S-

GW, pSPYCE-35S-GW (35S-attR-c-myc-YFPN; S. Schornack, T. Lahaye, 

unveröffentlichte Daten); welcher durch Einführen der GATEWAY-attR-Kassette mittels 

XbaI/XhoI aus pUC-SPYCE (349) in pSPYCE-35S (349) erhalten wurde; pGWB2, 

pGWB9, pGWB11, pGWB12, pGWB14,  pGWB15, pGWB20, pGWB21 und pGWB24 

ermöglichten die Expression von LeThiC-CFP, CFP-LeThiC, LeThiC-YFP, YFP-LeThiC, 

YFPC-LeThiC, LeThiC-YFPN, LeThiC, 6xHIS-LeThiC, LeThiC-FLAG, FLAG-LeThiC,  

LeThiC-3xHA, 3xHA-LeThiC, LeThiC-10xc-myc, 10xc-myc-LeThiC und GST-LeThiC in 

der Pflanze. 

 

2.8. Virus induziertes Gen-„Silencing“ (VIGS) 

 

VIGS wurde als schnelle, alternative Methode für die Stilllegung pflanzlicher 

Genexpression ohne Generierung transgener Pflanzen wie bei Liu et al., 2002 beschrieben 

verwendet. Dafür wurden rekombinante TR- (tobacco rattle) Viren (V), welche Teile des 

zu untersuchenden pflanzlichen Gens enthielten, verwendet. Die pflanzlichen, endogenen 

Gentranskripte, welche Homologie zur Sequenz des eingefügten Genfragmentes im 

Virusgenom aufweisen, werden durch posttranskriptionelles Gen-„Silencing“ (PTGS;  26) 

reduziert. Die Fragmente des zu untersuchenden pflanzlichen Gens wurden dafür in den 

Virus-Vektor TRV2a (pYL279a; P. Römer und T. Lahaye, unveröffentlichte Daten), die 

GATEWAY-Technologie nutzend, eingefügt. Der TRV2a-Vektor wurde durch Einfügen 

des Gens für die Ampicillin-Resistenz in den Vektor pYL279 (pTRV2-attR2-attR1; 208) 

generiert. In dem TRV2-Vektor befindet sich außerdem das Gen für das virale Hüllprotein. 

Auf einem zweiten Plasmid (pTRV1) befinden sich unter der Kontrolle zweier 35S-
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Promotoren aus dem Blumenkohlmosaik-Virus die Gene für die RNA abhängige RNA-

Polymerase (RdRp), ein Movement-Protein (MP), ein 16 kDa großes Cystein reiches 

Protein (16K) und ein selbstschneidendes Ribozym (Rz). Die Plasmide TRV1 und TRV2 

wurden jeweils in Agrobacterium-Stamm GV3101 transformiert. Beide Stämme wurden 

vor Infiltration gemischt. Nach transienter Expression der Plasmid kodierten Gene 

assemblieren die Viren und verbreiten sich systemisch in der wachsenden Pflanze. 

 

Erstellung von Plasmiden für Virus induziertes Gen-„Silencing“ in Pflanzen 

 

Das Plasmid TRV2LeThiCVIGS zum Silencing von LeThiC und dessen Homologen in 

Pflanzen wurde wie folgt erstellt: Unter Verwendung der Oligonukleotide 5’-

CACCGGGAACAATAATCCACAAGT-3’ und 5’-

TCTCACGAGCAGCACAGTACACC-3’ wurde ein 520 bp langes Fragment des offenen 

Leserasters von  LeThiC mittels PCR amplifiziert und in pENTR/D-TOPO (Invitrogen, 

Karlsruhe, Deutschland), die GATEWAY-Technologie nutzend, kloniert. Eine 

GATEWAY-LR-Rekombinationsreaktion mit dem Vektor pTRV2a resultierte in dem 

Plasmid TRV2LeThiCVIGS, welches in den Agrobacterium-Stamm GV3101 transformiert 

wurde. 

 

 

 

 

 

Abbildung 14 : Prinzip des Virus induzierten Gen-
„Silencing“ (VIGS). 
Das Virus induzierte Gen-„Silencing“ beruht auf 
natürlichen Abwehrmechanismen der Pflanzen gegen 
den Befall durch Viren. Wird in das Virus-Genom ein 
Fragment eines pflanzlichen Gens integriert, so paaren 
sich die entstehenden „viralen“ RNA-Moleküle mit den 
bereits vorhandenen endogenen pflanzlichen komple-
mentären RNA-Molekülen. Die resultierenden doppel-
strängigen RNA-Moleküle (dsRNA) werden durch 
Nukleasen in kurze „Silencing“-RNA-Moleküle (20-
25bp, siRNA) abgebaut. Durch Bindung spezifischer 
Proteine (grün) entsteht ein „Silencing“-Komplex, 
welcher an neue endogene mRNA-Moleküle (Ziel-
mRNA) bindet. Die Bindung des Komplexes bewirkt 
den Abbau der mRNA zu kleinen Frag-menten, die 
wiederum als siRNA dienen. Die endogenen mRNA-
Moleküle sind somit nicht stabil und fehlen für den 
Translationsprozess. 
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2.9. Bestimmung des Ionenaustritts aus Pflanzenzellen 

 

Der Austritt von Ionen aus Pflanzenzellen wurde wie folgt ermittelt: 1 und 4 Tage nach 

Infil-tration von Agrobacterium wurden zwei Blattscheiben (d = 9 mm) je 

Infiltrationsstelle geerntet und für 15 Stunden in 6 ml destilliertem Wasser in 15 ml 

Plastikröhrchen (Greiner BIO-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland) Kopf-über-Kopf 

rotierend inkubiert. Die Leitfähigkeit wurde mit Hilfe des Konduktometers 703 (Knick, 

Berlin, Deutschland) gemessen. Die Proben wurden anschließend für 5 min auf 100 °C 

erhitzt. Nach Abkühlen auf 22 °C wurde die Gesamtleitfähigkeit bestimmt. Die relative 

Leitfähigkeit, welche den Ionenaustritt aus der Pflanzenzelle in das Wasser reflektiert, 

wurde wie folgt berechnet: Leitfähigkeit/Gesamtleitfähigkeit x 100%.  

 

2.10. Licht- und Elektronenmikroskopie 

 

N. benthamiana wurde mit den Agrobacterium-Stämmen GV3101(pVuidA), 

GV3101(pVSavrBs4), GV3101(pVSavrBs3) und GV3101(pVSavrBs1) mit einer OD600 

von 1,0 infiltriert. Das Blattmaterial wurde 4 Tage nach Infektion geerntet. Die Blattteile (2 

x 5 mm) wurden 2 Stunden mit 3% Glutaraldehyd in 0,1 M Natrium-Cacodylat-Puffer 

(NCP; pH 7,2) bei Raumtemperatur fixiert, gewaschen, nachfixiert mit 1% Osmium-

tetroxid in NCP und in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert. Zur Anfertigung von 

Dünnschnitten wurde das fixierte und entwässerte Gewebe mit Epoxidharz nach Spurr 

(1969) über 3 Tage infiltriert (314). Nach Polymerisierung des Harzes bei 70°C für 24 h 

wurden Schnitte mit Hilfe eines Ultramikrotoms (Ultracut-R, LEICA, Bensheim, Deutschl-

and) angefertigt. Semidünnschnitte (1 µm) wurden mit Toluidinblau (1% in 1% Na2B4O7) 

gefärbt und mit einem Axioskop 20 (Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland) analysiert. 

Ultradünnschnitte (80 nm) wurden auf Ceducol-beschichtete Kupfernetzchen aufge-

nommen, mit Uranylazetat und Bleizitrat kontrastiert und mit einem Transmissionselek-

tronenmikroskop (EM 900, Carl Zeiss SMT, Oberkochen, Deutschland) ausgewertet. Die 

Aufnahmen wurden mit eine Slow-Scan-Kamera (Variospeed SSCCD camera SM-1k-120, 

TRS, Dünzelbach, Deutschland) angefertigt. Für morphometrische Messungen wurde Auf-

nahmen von Mesophyllzellen mit Zellkernen mit Nukleoli verwendet, um die Analyse 

peripherer Dünnschnitte zu vermeiden. Die Messungen erfolgten mit Hilfe der analySIS 
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Software (SIS, Münster, Deutschland). Die mikroskopischen Analysen wurden von 

Simone Jahn und Dr. Gerd Hause durchgeführt. 

 

2.11. Physiologische Vitamin B1-Komplementations-Analysen 

 

Für physiologische Komplementationsanalysen mit Vitamin B1 wurden N. benthamiana-

Pflanzen nach Infektion mit TRV für VIGS jeden zweiten Tag mit 50 ml einer 10 mM 

Thiaminlösung (pH 6,0) gegossen. Dafür wurde Thiamin (AppliChem, Darmstadt, 

Deutschland) in 25 mM Natrium-Phosphat (NaP)-Puffer gelöst. Kontrollpflanzen wurden 

mit 50 ml NaP-Puffer (pH 6,0) behandelt. 

 

2.12. Bestimmung des Vitamin B1-Gehaltes in Pflanzen  

 

Die Bestimmung des Vitamin B1 (Thiamin)-Gehaltes in Pflanzen erfolgte mittels 

Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie (High Performance Liquid Chromatography, 

HPLC) leicht modifiziert nach Pinto et al., 2002 (270) in Kooperation mit Dr. Robert 

Kramell (IPB, Halle). 

Standard-Lösungen von 10 mM Thiamin (TF; AppliChem), 10 mM Thiaminmonophosphat 

(TMP; AppliChem) und 10 mM Thiamindiphosphat (TDP; AppliChem) wurden in 0,1 M 

HCl hergestellt und bei –20°C aufbewahrt.  

 

2.12.1. Extraktion der Thiamin-Verbindungen 

 

Blattmaterial wurde mit einem Korkbohrer ausgestanzt, in 2 ml „Safe lock tubes“ 

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) in flüssigem Stickstoff eingefroren, mit einer 

Kugelmühle (MM300, Retsch, Deutschland) zerkleinert und mit 0,1 M HCl versetzt (20 µl 

0,1 M HCl je zwei Blattscheiben, d = 9 mm). Nach Inkubation im Thermomixer compact 

(Eppendorf, Deutschland) bei 4°C über Nacht wurden die Extraktionsansätze zentrifugiert 

und die Überstände mit Chloroform (20 µl/2 Blattscheiben) zum Entfernen von Proteinen 

ausgeschüttelt. Zur HPLC-Analyse mittels Fluoreszenz-Detektor wurden sowohl die 

Thiamin-Standard-Lösungen als auch die Extrakte mit Kaliumhexacyanoferrat (II) in 

Thiochromverbindungen überführt. Dafür wurden zu 60 µl eines Protein-freien 
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Pflanzenextraktes 5 µl einer frisch hergestellten 30 mM Lösung K3[Fe(CN)]6 gegeben und 

anschließend mit 300 µl 1 M NaOH sowie 550 µl MeOH versetzt. Die Reaktionsansätze 

wurden mit Hilfe eines Vortex Genie 2 (Bender und Hobein, Zürich, Schweiz) intensiv 

durchmischt und für 10 min zentrifugiert. 20 µl des Überstandes wurden auf eine HPLC-

Säule gegeben.  
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Abbildung 15: Strukturformeln von Thiamin, Thiaminmonophosphat und 
Thiamindiphosphat.  
Für Thiamin (TF) ist die Reaktion mit Kaliumhexacyanoferrat (II) zum fluoreszierenden 
Thiochrom (2,7-Dimethyl-5H-thiachromine-8-ethanol) gezeigt. 
 

2.12.2. HPLC-Bedingungen 

 

Die HPLC-Analysen erfolgten unter Verwendung einer Agilent 1100-Anlage mit 

integrierter Software (Agilent Technologie, Waldbronn, Deutschland), gekoppelt mit 

einem Fluoreszenz-Detektor (Agilent 1100). Es wurde eine Anregungswellenlänge von 

375 nm verwendet und die Emission bei 450 nm detektiert. Für die HPLC wurde eine 
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Säule des Typs LiChrospher 100 NH2 (Merck, Darmstadt, Deutschland) mit einer Länge 

von 250 mm und einem Innendurchmesser von 4 mm sowie einer Partikelgröße von 10 µm 

verwendet. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Die mobile Phase setzte sich aus dem Solvens A 

(0,05 M Phosphat- Puffer, pH 7,4) und dem Solvens B (MeOH) zusammen. Die HPLC 

wurde mit einem Gradienten wie folgt durchgeführt: In 5 min wurde von 30% (v/v) 

Solvens B auf 50% Solvens B erhöht, in weiteren 5 min wurde auf 60% Solvens B erhöht 

und für 10 min bei 60% Solvens B gehalten. Anschließend wurde die Säule bei 30% 

Solvens B für 8 min wieder äquilibriert. 

 

2.13. Statistische Auswertungen  

 

Für statistische Auswertungen wurden statistische Tests in Kooperation mit Ingrid Haufe 

am Rechenzentrum der Martin-Luther-Universität Halle durchgeführt. Die statistischen 

Auswertungen erfolgten mit der SPSS12-Software (Achim Bühl, Peter Zöfel, Pearson 

Sudium) mittels parametrischen und nicht-parametrischen Testverfahren. Unterschiede von 

P ≤ 0,05 werden als signifikant gewertet. Alle Mittelwerte sind mit Standardabweichung 

angegeben. Die detaillierten Ergebnisse der Tests sind im Anhang aufgeführt. 

 

2.14. Silberfärbung, Native Gel-Elektrophorese und Westernblot 

 

Proteine wurden mit Hilfe von SDS-PAGE unter Verwendung 8-12%iger Gele aufgetrennt 

(196). Silberfärbung erfolgte nach Blum und Gross (39).  

Für Blue-native-PAGE (BN-PAGE) von AvrBs3 wurde das EcoRI/XhoI-Fragment von 

pBS356 (siehe oben) in pGEX6p1 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) 

kloniert, welcher einen lac-Promoter enthält. Die resultierende GST-avrBs3∆2-Fusion 

wurde nach Induktion mittels IPTG in E. coli BL21 exprimiert. 500 ml Bakterienkultur 

wurden 1.5 Stunden nach Induktion pelletiert, in 10 ml kaltem PBS-Puffer resuspendiert 

und mittels French Press aufgeschlossen. Nach Zentrifugation wurde der Überstand der 

aufgeschlossenen Zellen über eine GSTrapTM F-Säule gegeben (Amersham Pharmacia 

Biotech). Die Affinitäts-aufreinigung und Elution mittels PreScission-Protease (Amersham 

Pharmacia Biotech) erfolgte wie im mitgelieferten Protokoll beschrieben. Die BN-PAGE 

wurde mit 100 µg des gereinigten AvrBs3∆2 Proteins nach Schägger und von Jagow 

durchgeführt (293). Nach Entfärbung des Gels erfolgte der Transfer der Proteine auf eine 
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Nitrozellulosemembran  (Schleicher und Schuell BioScience GmbH, Dassel, Deutschland), 

welche mit einem AvrBs3-spezifischen Antikörper inkubiert wurde. 

In einem weiteren Ansatz wurden 5 µg des affinitätsgereinigten AvrBs3∆2 Proteins in 5 x 

Proteinpuffer nach Lämmli aufgenommen, welcher kein Mercaptoethanol, aber 1,4-

Dithiothreitol (DTT) enthielt. Ein Teil der Proben wurde mit Puffer ohne DTT versetzt. 

Die Hälfte der Proteinproben wurde auf 95°C erhitzt. Alle Proteinproben wurden auf ein 

8%iges SDS-Gel geladen und nach Auftrennung mit Coomassie Brilliant Blue angefärbt. 

Für Westernblotanalysen wurden Proteine auf 8-12%igen SDS-Gelen mittels SDS-PAGE 

(196) aufgetrennt. Die Proteine wurden auf Nitrozellulosemembranen übertragen und mit 

monoklonalem Anti-LexA-Antikörper (Kaninchen; Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 

monoklonalem Anti-FLAG-Antikörper (Maus; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Deisenhofen, Deutschland), polyklonalem Anti-GST-Antikörper (Ziege; Amersham 

Pharmacia Biotech), polyklonalem Anti-GFP-Antikörper (Kaninchen; Invitrogen, 

Karlsruhe, Deutschland), monoklonalem Anti-HA-Antikörper (Ratte; Santa Cruz), 

monoklonalem Anti-c-Myc-Antikörper (Maus; Roche) oder polyklonalem Anti-AvrBs3-

Antikörper (Kaninchen; (187) inkubiert. Nach Zugabe des entsprechenden sekundären 

Antikörpers erfolgte die Detektion der Proteine mittels verstärkter Chemilumineszenz 

(ECL, Amersham Pharmacia Biotech).  

 

2.15. 5’- und 3’- RACE (“rapid amplification of cDNA ends”)   

 

Die RNA für  5’- und 3’-RACE wurde aus L. esculentum cv. MM mit Hilfe des Qiagen 

RNeasy Plant Mini Kit nach den Angaben des Herstellers isoliert (Qiagen GmbH, Hilden). 

5’-und 3’-RACE erfolgten mittels BD SMARTTM
 
RACE cDNA Amplifikationskit nach 

Angaben des Herstellerprotokolls (Clontech, Heidelberg, Deutschland). 
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Sekretion aus dem Bakterium: Wie wird die Sekretion von AvrBs3 gesteuert?  
 

3.1.1. Das Typ-III-Chaperon HpaB interagiert mit dem N-Terminus von AvrBs3 

 

3.1.1.1. Einführung und Vorarbeiten 

 

Vorarbeiten zeigten, dass das 122 kDa große Effektorprotein AvrBs3 T3SS abhängig von 

Xcv sekretiert und in die Pflanzenzelle transloziert wird (288, 325). In Zusammenarbeit mit 

Frau Dr. D. Büttner sollte analysiert werden, welche Bereiche von AvrBs3 die Sekretion 

durch das T3SS regulieren. T3-Effektoren enthalten kein konserviertes Sekretionssignal. 

Wie für andere Effektoren gezeigt wurde, sind N-terminale Proteinbereiche auch für die 

Sekretion von AvrBs3 notwendig (325). In weiteren Vorarbeiten wurden Domänen-

Austausch-Experimente mit den N-Termini von HrpF, dem Translokonprotein, und 

AvrBs3 durchgeführt. Dabei wurde gezeigt, dass das Fusionsprotein AvrBs31-50-HrpF∆N 

von Xcv sekretiert wird (56). Die N-terminalen 50 Aminosäuren von AvrBs3 vermitteln 

somit die Sekretion von HrpF∆N, welches normalerweise nicht sekretiert wird. Weitere 

Vorarbeiten ergaben, dass die Sekretion von AvrBs3 durch das Protein HpaB, welches 

typische Eigenschaften eines T3-Chaperons aufweist, beeinflusst wird. Interaktionsstudien 

in vitro zeigten, dass HpaB mit AvrBs3 interagiert (56).  

In der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob die HpaB-Bindestelle in den N-

terminalen 50 Aminosäuren von AvrBs3 lokalisiert ist.  

 

3.1.1.2. Untersuchung der HpaB-AvrBs31-50-Interaktion in vitro 

 

Die Interaktion zwischen HpaB und dem N-Terminus von AvrBs3 wurde mittels GST-

„pull-down“-Experiment in vitro untersucht. Dazu wurde GST sowie die Fusionsproteine 

GST-AvrBs31-50 und GST-AvrBs3∆2, in welchem die N-terminalen Aminosäuren 2-152 

fehlen, in E. coli synthetisiert. avrBs31-50 und avrBs3∆2 wurden dafür in Derivate von 

pGEX2TK (pGEXTKM bzw. pGEX6p1) kloniert. hpaB-c-myc wurde unter Kontrolle 
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eines IPTG-induzierbaren Promotors in E. coli exprimiert. Dafür lag das Plasmid 

pDMhpaB bereits vor (L. Noël, 56). GST, GST-AvrBs31-50 und GST-AvrBs3∆2 wurden an 

Glutathion-Sepharose gebunden und mit Zelllysaten des hpaB-c-myc exprimierenden E. 

coli-Stammes inkubiert. Gebundene Proteinkomplexe wurden durch Zugabe von 

reduziertem Glutathion eluiert und mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Wie in 

Abbildung 16 gezeigt, wurde HpaB-c-Myc in denselben Eluaten wie GST-AvrBs31-50 

detektiert, nicht jedoch in Eluaten, welche GST oder GST-AvrBs3∆2 enthielten. Die 

Resultate zeigen, dass HpaB-c-Myc spezifisch mit GST-AvrBs31-50 interagiert. Dies lässt 

den Schluss zu, dass die N-terminalen 50 Aminosäuren von AvrBs3, welche für die 

Sekretion notwendig sind, auch die Bindestelle für HpaB bereitstellen.  

 

 

 

Abbildung 16: HpaB interagiert mit den ersten 50 Aminosäuren von AvrBs3.  
GST, GST-AvrBs31-50 und GST-AvrBs3∆2 wurden an Glutathion-Sepharose immobilisiert und mit 
Lysat eines E. coli-Stammes inkubiert, welcher HpaB-c-Myc synthetisierte. 5 µl der 
Gesamtproteinextrakte (GE) und 20 µl der Eluate wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot 
unter Verwendung des Anti-c-Myc-Antikörpers analysiert. Die Membran wurde anschließend mit 
Anti-GST-Antikörper inkubiert, um GST und die GST-Fusionsproteine nachzuweisen. 
Abbildung nach Büttner et al., 2004. 
 

 
 

HpaB-c-Myc

GST
GST-AvrBs31-50

GE Eluate

GST-AvrBs3∆2
Anti-c-Myc

Anti-GST

GST-AvrBs3∆2 - - - +

HpaB-c-Myc + + + +

GST - - + -

GST-AvrBs31-50
- + - -
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3.2. Ankunft des Effektors in der Pflanzenzelle - Interaktionspartner von AvrBs3 im 

pflanzlichen Zytoplasma 

 

3.2.1. AvrBs3 dimerisiert im Zytoplasma der Pflanzenzelle 

 

3.2.1.1. Einführung und Vorarbeiten 

 

In Vorarbeiten wurde in Hefe eine AvrBs3-AvrBs3-Interaktion beobachtet (B. Szurek, 

Doktorarbeit, 2001). Da angenommen wird, dass AvrBs3 ein Transkriptionsaktivator ist 

und viele Transkriptionsfaktoren als Dimere aktiv sind, sollte die AvrBs3-AvrBs3-

Interaktion in dieser Arbeit detaillierter untersucht werden.    

 

3.2.1.2. AvrBs3 interagiert mit AvrBs3 in Hefe 

 

Für die Überprüfung der AvrBs3-AvrBs3 Interaktion in Hefe mittels LexA-Hefe-Di-

Hybrid-System lagen die notwendigen Fusionen an DNA-Binde- und Aktivierungsdomäne 

(BD bzw.AD) bereits vor (pYBavrBs3∆2, pYPavrBs3∆2; 324). Da BD-AvrBs3 die 

Transkription der Reportergene LEU2 und lacZ anschaltet, wurde das nicht-

autoaktivierende AvrBs3∆2-Protein, welchem die Aminosäuren 2-152 fehlen, als Köder 

(BD-AvrBs3∆2) und Beute (AD-AvrBs3∆2) verwendet. Die stabile Synthese beider 

Fusionsproteine in Hefe wurde mittels Westernblot bestätigt (Daten nicht gezeigt).  

Bei gleichzeitiger Synthese von BD-AvrBs3∆2 und AD-AvrBs3∆2 konnten die Hefezellen 

ohne Zugabe von Leucin auf Galaktosemedium, welches die Expression von AD-avrBs3∆2 

induziert, wachsen (Abbildung 17A). Des Weiteren wurde die Expression des β-

Galaktosidase-Reportergens induziert (Abbildung 17B). Diese Ergebnisse zeigten, dass 

AvrBs3∆2-Moleküle in Hefe miteinander interagieren. Auf Glukosemedium erfolgte keine 

Induktion der Reportergene (Abbildung 17C), wodurch die Abhängigkeit der 

Reportergenaktivierung von der Anwesenheit des Beuteproteins AD-AvrBs3 gezeigt wird. 

Wurde AD-avrBs3∆2 jedoch in Hefe mit BD-bicoid koexprimiert, so erfolgte keine 

Induktion der Reporter (Abbildung 17A und B). Demnach konnte bestätigt werden, dass 

AvrBs3 spezifisch mit einem anderen AvrBs3-Molekül in Hefe interagiert.  
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3.2.1.3. Die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion erfolgt auch in vitro 

 

Es sollte nun untersucht werden, ob AvrBs3 auch in vitro mit anderen AvrBs3-Molekülen 

interagiert. Dafür wurden die Fusionsproteine GST-AvrBs3 und AvrBs3∆2-FLAG in E. 

coli synthetisiert und GST-„pull-down“-Experimente durchgeführt. AvrBs3∆2 wurde für 

die Interaktionsstudien verwendet, da das Wildtyp-AvrBs3-Protein unspezifisch mit 

Sepharose interagierte (Daten nicht gezeigt). Die Zelllysate der GST-AvrBs3 und 

AvrBs3∆2-FLAG synthetisierenden E. coli-Stämme wurden mit Glutathion-Sepharose 

inkubiert und gebundene Proteine anschließend mittels reduziertem Glutathion eluiert. 

Westernblotanalysen zeigten, dass AvrBs3∆2-FLAG mit GST-AvrBs3, nicht aber mit GST 

von der Matrix eluiert wurde (Abbildung 18). Die Inkubation des Westernblots mit Anti-

GST-Antikörper bestätigte vergleichbare gebundene Proteinmengen für GST und GST-

AvrBs3 (Abbildung 18A, Spuren 6 und 7). Die detektierten Proteinbanden geringerer 

Molekularmasse in Eluaten mit GST-AvrBs3 sind C-terminale Degradationsprodukte 

Abbildung 17: AvrBs3-Moleküle interagieren in Hefe. 
Hefetransformanten, welche die Konstrukte für BD-AvrBs3∆2, 
BD-Bicoid und AD-AvrBs3∆2 enthielten, wurden (A) auf 
Galaktosemedium ohne Leucin, (B) auf Galaktosemedium mit 
Leucin und X-β-Gal und (C) auf nicht induzierendes 
Glukosemedium mit Leucin und X-β-Gal ausgestrichen. Die 
Platten wurden für 48 h bei 30°C inkubiert. Wachstum der 
Hefezellen auf Galaktosemedium ohne Leucin sowie 
Blaufärbung auf X-β-Gal enthaltendem Galaktosemedium 
weisen auf Interaktion von Köder- und Beuteprotein hin. Die 
Wiederholung des Experimentes mit 10 unabhängigen 
Transformanten zeigte identische Ergebnisse.  
Abbildung nach Gürlebeck et al., 2005. 
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(Abbildung 18A; Spuren 3, 5 und 7; U. Bonas, persönliche Mitteilung). Um 

auszuschließen, dass GST-AvrBs3 unspezifisch mit jedem zugegebenen Protein interagiert, 

wurden die Eluate parallel auf einem zweiten SDS-Gel aufgetrennt und die Proteine mittels 

Silberfärbung visualisiert. Das Protein-Banden-Muster des Ansatzes, in welchem 

AvrBs3∆2-FLAG zu GST gegeben wurde, glich in Qualität und Quantität dem Muster des 

Ansatzes, in welchem AvrBs3-FLAG mit GST-AvrBs3 inkubiert wurde (Abbildung 18B, 

Spuren und 2). Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass AvrBs3-Moleküle 

spezifisch in vitro oligomerisieren. Die Ergebnisse bestätigen die in Hefe beobachtete 

Interaktion und zeigen außerdem die Unabhängigkeit der AvrBs3-AvrBs3-Interaktion von 

anderen Proteinen aus Xanthomonas und der Pflanze. 

 

 

 

Abbildung 18: AvrBs3-Moleküle interagieren in vitro.  
Zelllysate eines E. coli-Stammes, welcher AvrBs3∆2-FLAG synthetisierte wurde mit Zelllysaten 
GST bzw. GST-AvrBs3 synthetisierender E. coli-Stämme und Glutathion-Sepharose inkubiert. 
Gebundene Proteine wurden mittels reduziertem Glutathion eluiert. (A) 2,5 µl 
Gesamtproteinextrakt; 5 µl der Fraktion ungebundener Proteine und 10 µl der eluierten gebundenen 
Proteine wurden in einem 10%igem SDS-Gel aufgetrennt und mittels Westernblot mit Anti-FLAG- 
und Anti-GST-Antikörper analysiert. (B) 10 µl der Eluate wurden auf ein SDS-Gel gegeben, 
aufgetrennt und mit Silberlösung gefärbt. Abbildung nach Gürlebeck et. al, 2005. 

 

3.2.1.4. Die Koexpression von mutanten avrBs3-Derivaten in planta induziert die 

hypersensitive Reaktion 

 

Im Folgenden sollte geklärt werden, ob die AvrBs3-AvrBs3 Interaktion auch in der Pflanze 

erfolgt, wie es bereits in einem Versuch von B. Szurek in Vorarbeiten mit Paprikapflanzen 

gezeigt wurde. Um das Ergebnis abzusichern, wurde das Experiment in der vorliegenden 
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Arbeit in drei unabhängigen Ansätzen wiederholt. Dafür wurden die avrBs3-Derivate 

avrBs3∆rep-16, welchem vier „Repeats“ fehlen (145), und avrBs3∆AD, welchem die AD 

fehlt (324), in C. annuum ECW-30R-Pflanzen mittels Agrobacterium exprimiert. C. 

annuum ECW-30R enthält das Resistenzgen Bs3, welches die Erkennung von AvrBs3 

vermittelt, wodurch eine HR induziert wird. Weder AvrBs3∆rep-16 noch AvrBs3∆AD 

lösen eine HR auf C. annuum ECW-30R aus. Die Koexpression beider Derivate führte zur 

Induktion der HR, obgleich 24 h verzögert im Vergleich zu der HR, die durch AvrBs3 

ausgelöst wurde (Daten nicht gezeigt). Die Induktion der HR bei gleichzeitiger Expression 

von avrBs3∆AD und avrBs3∆rep-16 in der Pflanze lässt den Schluss zu, dass beide 

Proteine interagierten und dadurch einen funktionalen Komplex bildeten. In suszeptiblen 

Paprikapflanzen und in N. benthamiana wurde hingegen keine Transkomplementation für 

die Induktion einer Hypertrophie beobachtet (Daten nicht gezeigt), welche durch das 

Wildtyp-AvrBs3-Protein hervorgerufen wird (221).  

 

3.2.1.5. AvrBs3-Moleküle interagieren im pflanzlichen Zytoplasma 

 

Es sollte nun untersucht werden, in welchem Kompartiment der Pflanzenzelle die AvrBs3-

AvrBs3-Interaktion erfolgt. Es wird angenommen, dass Effektorproteine zumindest 

teilweise ungefaltet durch das T3SS transportiert werden, da gefaltete Proteine zu groß 

wären, um den Typ III-Pilus zu passieren (98). Deshalb wurde vermutet, dass die 

Interaktion von AvrBs3-Molekülen nach deren Translokation in der Pflanzenzelle erfolgt. 

Für die Studien in planta sollte avrBs3∆NLS, welchem die NLS fehlen, allein sowie mit 

avrBs3 in Pflanzenzellen exprimiert werden. Um die Detektion der Proteine zu 

ermöglichen, wurden diese an den N-Terminus des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) 

fusioniert. Agrobacterium vermittelte Expression von avrBs3-GFP in der Pflanzenzelle 

unter der Kontrolle des 35S-Promotors resultierte in der Induktion einer HR in Bs3-

Paprikapflanzen und einer Hypertrophie in N. benthamiana. Die Anwesenheit von GFP am 

C-Terminus von AvrBs3 beeinflusst demnach nicht dessen bekannte Avirulenz- und 

Virulenzaktivität. AvrBs3∆NLS-GFP induzierte erwartungsgemäß weder eine HR noch 

eine Hypertrophie, da die NLS für beide Aktivitäten unerlässlich sind (324). 

Mikroskopische Studien zeigten, dass AvrBs3-GFP in den Zellkernen der Pflanzenzellen 

lokalisiert ist. Die Lokalisierung im Zellkern wurde mittels Färbung mit 4’,6-Diamidino-2-

Phenylindol (DAPI) bestätigt, welches sich an DNA anlagert (Abbildung 19A). Im 
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Gegensatz dazu wurde AvrBs3∆NLS-GFP im Zytoplasma detektiert (Abbildung 19B). 

Wurden jedoch avrBs3∆NLS-GFP und avrBs3 koexprimiert, so konnte eine GFP-

Akkumulation nicht nur im Zytoplasma, sondern auch in Zellkernen der Pflanzenzellen 

beobachtet werden (Abbildung 19C). Dies deutet darauf hin, dass AvrBs3 mit 

AvrBs3∆NLS-GFP im Zytoplasma interagiert und dadurch dessen Transport in den 

Zellkern der Pflanzenzelle vermittelt.  

 

 

Abbildung 19: AvrBs3∆NLS-
GFP kann durch AvrBs3 in den 
Nukleus der Pflanzenzelle 
importiert werden, nicht jedoch 
durch AvrBs3∆SphI.  
avrBs3-GFP und die Deletions-
derivate avrBs3∆NLS-GFP und 
avrBs3∆SpHI-GFP wurden trans-
ient in N. benthamiana mittels A. 
tumefaciens exprimiert (A, B, D). 
In (C) und (E) wurden Ko-
expressionsstudien unter Verwen-
dung zweier A. tumefaciens- 
Stämme durchgeführt. Dafür wur-
den die Agrobacterium Stämme 
GV3101(avrBs3) und 
GV3101(avrBs3∆NLS) in (C) bzw.  
GV3101(avrBs3∆SphI) und 
GV3101(avrBs3∆NLS) in (E) 
gemischt und in N. benthamiana-
Blätter infiltriert. Um die Zellkerne 
zu visualisieren, erfolgte 48h nach 
Infektion eine Infiltration mit 
DAPI-Lösung. Eine Stunde später 
wurde Blattmaterial geerntet und 
mikroskopisch mit Hilfe eines 
konfokalen Laser-Fluoreszenz-Mi-
kroskops ausgewertet. Dabei wur-
den spezifische Filter für EGFP und 
DAPI verwendet. Die Zellkerne 
sind durch Pfeile markiert. 
Abbildung nach Gürlebeck et al., 
2005. 
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3.2.1.6. Die zentralen „Repeats“ vermitteln die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion 

 

Um zu untersuchen, welcher Bereich des AvrBs3-Proteins für die Oligomerisierung 

notwendig ist, wurden Hefe-Di-Hybrid-Studien durchgeführt. Zunächst wurden 

verschiedene BD-AvrBs3-Deletionsderivate (Köder) auf Interaktion mit AD-AvrBs3∆2 

(Beute) in Hefe getestet und die Stärke der Interaktionen durch Messung der β-

Galaktosidaseaktivität bestimmt. Bei gleichzeitiger Expression von AD-avrBs3∆2 und BD-

avrBs3∆2 in Hefe war die β-Galaktosidaseaktivität etwa 120 Mal höher als bei Expression 

mit BD-bicoid (Abbildung 20). Da AvrBs3∆2 die 152 N-terminalen Aminosäuren fehlen, 

ist diese Region offensichtlich nicht für die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion in Hefe 

notwendig. Auch die Deletion des kompletten N-terminalen Bereiches (in BD-AvrBs3∆3) 

oder des gesamten C-Terminus (in BD-AvrBs3∆2∆C) führten nicht zur Verminderung der 

β-Galaktosidaseaktivität (Abbildung 20). Wurde jedoch die zentrale „Repeat“-Region 

deletiert, wie in BD-AvrBs3∆2∆SphI, so führte dies zu einer stark reduzierten β-

Galaktosidaseaktivität (Abbildung 20A). Diese Daten zeigen, dass die „Repeats“ für die 

Interaktion zweier AvrBs3∆2-Moleküle notwendig sind. Wurde die „Repeat“-Region 

(Konstrukt BD-AvrBs3∆3∆C) zusammen mit AD-AvrBs3∆2 in Hefe synthetisiert, war die 

Induktion des β-Galaktosidase-Reportergens geringer als bei der Interaktion von 

AvrBs3∆2 mit AvrBs3∆3 (N-Terminus deletiert) oder AvrBs3∆2∆C (C-Terminus 

deletiert). Diese Ergebnisse deuten an, dass sowohl C- als auch N-terminale Bereiche von 

AvrBs3 an dessen Dimerisierung beteiligt sind. Die N-terminalen 143 Aminosäuren zweier 

AvrBs3∆2-Moleküle interagierten jedoch nicht in Hefe, wenn sie als Beute- und 

Köderprotein synthetisiert wurden. Es erfolgte auch keine Interaktion von N- und C-

Terminus zweier AvrBs3∆2-Proteine. Da ein den C-Terminus umfassendes Köderprotein 

die Reportergene in Hefe autoaktivierte, konnte diese Region nicht auf Dimerisierung in 

Hefe getestet werden. Es scheint wahrscheinlich, dass N-und C-Terminus von AvrBs3 eher 

indirekt an dessen Selbstinteraktion beteiligt sind und sterische Verhältnisse die Interaktion 

in Hefe beeinflussen. So könnte die Anwesenheit von N- bzw. C-Terminus in AvrBs3∆2 

eine Interaktion mit AvrBs3∆3∆C behindern, oder aber die „Repeat“-Region von 

AvrBs3∆3∆C ist weniger gut exponiert als in AvrBs3∆2 und bietet somit keine 

ausreichende Interaktionsoberfläche. Experimente mit AvrBs3∆3∆C als Köder und Beute 

konnten allerdings nicht durchgeführt werden, da das Beuteprotein AD-AvrBs3∆3∆C 

unspezifisch mit Bicoid (Negativkontrolle) interagierte. Zusammenfassend kann 
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festgestellt werden, dass die „Repeat“-Region essentiell und ausreichend für die AvrBs3-

AvrBs3 Interaktion ist. 

 

3.2.1.7. Eine Region von 5,5 „Repeats“ erlaubt eine AvrBs3-AvrBs3 Interaktion in Hefe  

 

Die 17,5 „Repeats“ von AvrBs3 sind homolog, aber nicht völlig sequenzidentisch (45, 47). 

Die Frage war demzufolge, in wieweit einzelne „Repeats“ an der AvrBs3-AvrBs3 

Interaktion beteiligt sind. Dafür wurden mehrere Derivate von AvrBs3 als Köderproteine 

eingesetzt, welche in verschiedenen Bereichen und in unterschiedlichem Umfang in der 

„Repeat“-Region deletiert waren, zusammen mit AD-AvrBs3∆2 in Hefe synthetisiert und 

die β-Galaktosidaseaktivität bestimmt (Abbildung 20A). Die Tatsache, dass bis zu 12 

„Repeats“ entfernt werden konnten, ohne die β-Galaktosidaseaktivität stark zu 

beeinträchtigen, deutet an, dass 5,5 „Repeats“ für eine AvrBs3-Dimerisierung ausreichen. 

Dabei scheinen sowohl die Sequenz der „Repeats“ als auch deren Position innerhalb der 

zentralen Region unbedeutend. Wurden jedoch 15 oder 16 der 17,5 „Repeats“ von AvrBs3 

entfernt, wie z.B. in BD-AvrBs3∆2∆rep-121 und BD-AvrBs3∆3∆rep-312, so resultierte 

deren gleichzeitige Synthese mit AD-AvrBs3∆2 in Hefe in einer sehr stark reduzierten β-

Galaktosidaseaktivität. Die Ergebnisse zeigen, dass 2,5 „Repeats“  für die AvrBs3-

AvrBs3-Interaktion in Hefe nicht ausreichen.  

Um auszuschließen, dass die verminderte Interaktion von AvrBs3∆2∆rep-121 (2,5 

„Repeats“) mit AvrBs3∆2 (17,5 „Repeats“), im Vergleich zur AvrBs3∆2-AvrBs3∆2-

Interaktion durch sterische Probleme aufgrund der starken Größenunterschiede der 

Interaktionspartner bedingt ist, wurde AvrBs3∆2∆rep-121 als Köder und Beute in einer 

Hefezelle synthetisiert. Dies führte jedoch nicht zu einer Erhöhung der β-Galaktosidase 

Aktivität (Daten nicht gezeigt). Demnach scheint die Anzahl der „Repeats“ tatsächlich für 

die Stärke der AvrBs3-AvrBs3-Interaktion bedeutend zu sein. 
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3.2.1.8. Die putativen Leucin-Zipper-„Repeats“ sind nicht an der Dimerisierung von 

AvrBs3 beteiligt 

 

Um die Beteiligung bestimmter „Repeats“ an der AvrBs3-AvrBs3-Interaktion, besser 

untersuchen zu können, wurden die früher beschriebenen Deletionsderivate (45, 145) 

sowohl in den Köder- als auch in den Beute-Vektor kloniert und die resultierenden 

Plasmide in Hefe transformiert, um sämtliche Köder-Beute-Kombinationen zu erhalten. 

Die Köder- bzw. Beuteproteine unterscheiden sich aufgrund der unterschiedlichen 

Fusionsdomänen (BD bzw. AD) möglicherweise in ihrer Faltung und Flexibilität. Dies 

könnte zu quantitativen Unterschieden in der β-Galaktosidaseaktivität führen, obwohl die 

Interaktion zweier AvrBs3-Derivate unter natürlichen Bedingungen vergleichbar wäre. 

Aus diesem Grund wurden nur solche Köder-Beute-Kombinationen ausgewertet, welche in 

reziproken Ansätzen zu ähnlichen Resultaten führten (Abbildung 20B). Außerdem wurden 

einige Derivate auch auf Homodimerisierung getestet (Abbildung 20C). Die Ergebnisse 

der β-Galaktosidaseaktivitäts-Messungen zeigen, dass in Hefe im Falle einer Deletion 

innerhalb der „Repeat“-Region in beiden AvrBs3-Molekülen mehr als 7,5 „Repeats“ in 

zumindest einem der Moleküle für die Interaktion notwendig sind (Abbildung 20B). Da 

AvrBs3∆3∆rep-312, welchem 16 „Repeats“ fehlen, nicht dimerisierte (Abbildung 20C), 

reicht der putative „Leucin-Zipper“, C-terminal von der „Repeat“-Region gelegen (111), 

offenbar nicht aus, um eine AvrBs3-AvrBs3-Interaktion zu vermitteln.  

Wie aus Abbildung 20D hervorgeht, war die Proteinmenge aller verwendeten Köder- und 

Beuteproteine vergleichbar und die Unterschiede in der Interaktionsstärke sind nicht auf 

Unterschiede in der Proteinmenge zurückzuführen. 
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Abbildung 20: Bestimmung der Proteinregion, welche die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion in 
Hefe vermittelt.  
(A) Der Hefestamm EGY48(pSH18-34), welcher avrBs3∆2 als Beutekonstrukt enthielt, wurde mit 
avrBs3∆2-Derivaten oder bicoid im Ködervektor transformiert. Die verwendeten Köder sind links 
dargestellt. Dabei sind die strukturellen Merkmale und Proteinmotive von AvrBs3 [„Repeat“-
Region, putativer Leucin-Zipper (pLZ), Kernlokalisierungssignale (NLS) und die saure 
Aktivierungsdomäne (AD)] angegeben. Die Intensitäten der Interaktionen wurden mittels β-
Galaktosidase-Ansatz quantifiziert. Die angegebenen Messwerte repräsentieren Mittelwerte sowie 
Standardabweichungen von Messungen mindestens drei unabhängiger Transformanten. (B) β-
Galaktosidaseaktivitäten der Hefetransformanten, welche die verschiedenen, links angegebenen 
Köder- und Beutekonstrukte enthielten oder (C) welche identische avrBs3-Derivate sowohl als 
Köder als auch als Beute exprimierten. Die Experimente wurden dreimal wiederholt, wobei 
vergleichbare Resultate erhalten wurden. (D) Überprüfung der Stabilität der Köder- und 
Beuteproteine in Hefe. Gleiche Mengen Gesamtproteinextrakt von Hefestämmen, welche BD-
avrBs3 bzw. AD-avrBs3-Derivate, wie angegeben, exprimierten, wurden mittels SDS-PAGE und 
Westernblot unter Verwendung von Anti-LexA-Antikörper und Anti-HA-Antikörper analysiert. 
Abbildung nach Gürlebeck et al., 2005. 
 

3.2.1.9. Die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion wird nicht durch Disulfidbrücken vermittelt 

 

In AvrBs3 befindet sich in jedem „Repeat“ an der Aminosäureposition 30 ein Cysteinrest. 

Daher stellte sich die Frage, ob intermolekulare Disulfidbrücken zur Ausbildung von 

AvrBs3-Oligomeren beitragen. Da das Wildtyp-Protein AvrBs3 unspezifisch mit 

Sepharose interagiert, wurde für das folgende Experiment AvrBs3∆2 mittels 

Affinitätssäule aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte nach Expression in E. coli, um ein 

gleichzeitiges Aufreinigen möglicherweise interagierender Xanthomonas- oder 

Pflanzenproteine zu vermeiden. Das gereinigte AvrBs3∆2-Protein wurde in 

Proteinprobenpuffer mit und ohne Zugabe von 1.4-Dithiothreitol (DTT) aufgenommen. 

Die Proben wurden für 5 min bei 4°C oder 95°C inkubiert und mittels Gel-Elektrophorese 

analysiert. DTT reduziert intra- und intermolekulare Disulfidbrücken. In allen Proben 

zeigte das aufgereinigte Protein jedoch ein apparentes Laufverhalten eines 110 kDa 

Proteins, wie es für ein AvrBs3∆2 Monomer erwartet wird (Abbildung 21, oben). Das 

SDS-Gel wurde nachfolgend auf Nitrozellulose transferiert und mittels Westernblot 
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analysiert. Dieser bestätigte, dass es sich um AvrBs3∆2-Moleküle handelte (Abbildung 21, 

unten).  

 

 

Abbildung 21: Die AvrBs3-Oligomerisierung erfolgt nicht durch Disulfidbrücken. AvrBs3∆2 
wurde mittels Affinitätschromatographie auf-gereinigt. Die Proteinlösung wurde mit Probenpuffer 
ohne (Spur 1 und 2) und mit (Spur 3 und 4) DTT versetzt. Ein Teil der Proben wurden bei 95°C er-
hitzt (Spur 2 und 4). Nach Auftrennung der Proben mittels 8%igem SDS-Gel erfolgte die Färbung 
der Proteine mit Coomassie. Die Proteine des entfärbten Gels wurden anschließend mittels 
Westernblot unter Verwendung eines spezifischen Anti-AvrBs3-Antikörpers analysiert.  

 

3.2.1.10. Wie viele AvrBs3-Moleküle sind im Oligomer enthalten? 

 

Nachdem die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion in Hefe, in vitro und in der Pflanze gezeigt 

wurde, sollte geklärt werden, ob AvrBs3 Dimere, Oligomere oder Polymere bildet. Um 

dies zu untersuchen, wurde GST-avrBs3∆2 in E. coli exprimiert, über eine Glutathion-

Affinitätssäule aufgereinigt und nach Entfernen der GST-Domäne mittels „Blue-Native“-

Gel-Elektrophorese analysiert (Abbildung 22A). Dabei entsprach das apparente 

Laufverhalten der dominanten Proteinspezies der Größe eines dimeren Komplexes. Eine 

weitere Proteinspezies mit der vorhergesagten Größe für das Monomer wurde ebenfalls 

detektiert. Dass es sich bei den sichtbaren Proteinen tatsächlich um AvrBs3∆2 handelt, 

wurde mittels Westernblotanalysen nachgewiesen (Abbildung 22B). Das Ergebnis legt den 

Schluss nahe, dass AvrBs3∆2 als Dimer agiert.  
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3.2.1.11. Die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion wird auch in planta von der „Repeat“-Region 

vermittelt 

 

In Hefe-Di-Hybrid-Studien konnte gezeigt werden, dass die Dimerisierung von AvrBs3 

von der „Repeat“-Region abhängt. Um dies in der Pflanze zu prüfen, wurde die 

Lokalisierung von avrBs3∆NLS-GFP (Abbildung 19B) bei Koexpression mit 

avrBs3∆SphI, in welchem die gesamte „Repeat“-Region fehlt, funktionale NLS aber 

enthalten sind, untersucht. Dafür erfolgte die Expression beider avrBs3-Derivate mittels 

Agrobacterium in Blättern von N. benthamiana-Pflanzen. AvrBs3∆SphI-GFP lokalisierte 

erwartungsgemäß im Zellkern (Abbildung 19D). Die Koexpression von avrBs3∆NLS-GFP 

und avrBs3∆SphI führte jedoch nicht zur Lokalisierung von AvrBs3∆NLS-GFP im 

pflanzlichen Zellkern (Abbildung 19E). Das Fehlen der „Repeats“ in AvrBs3∆SphI 

erlaubte demnach keine Interaktion dieses Proteins mit AvrBs3∆NLS-GFP in der Pflanze 

und bestätigte die in Hefe beobachteten Ergebnisse.  

Zusammenfassend lassen die Daten der Transkomplementationsanalysen und der 

Kolokalisierungsexperimente den Schluss zu, dass die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion über 

die zentrale „Repeat“-Region im Zytoplasma der Pflanzenzelle erfolgt. 

 

 

 

Abbildung 22: AvrBs3 bildet Dimere.  
(A) Mittels Affinitätschromatographie gereinigtes 
AvrBs3∆2-Protein wurde auf ein „Blue-Native“-
Gradientengel aufgetragen und durch Entfärbung mit 
Wasser visualisiert. (B) Das entfärbte Gel wurde mittels 
Westernblot mit spezifischem Anti-AvrBs3-Antikörper 
analysiert.  
Abbildung nach Gürlebeck et al., 2005. 
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3.2.2. AvrBs3 interagiert mit Importin α in der Pflanze 

 

3.2.2.1. Einführung und Vorarbeiten 

 

Um die Funktion von AvrBs3 und dessen Wirkungsweise zu studieren, sollten vor allem 

pflanzliche Zielproteine des Effektorproteins analysiert werden. Während erster Hefe-Di-

Hybrid-Sichtungen zweier cDNA-Bibliotheken der resistenten Paprikalinie C. annuum cv. 

ECW-123 wurden zwei AvrBs3-Interaktoren identifiziert, welche Homologie zu Importin 

α-Proteinen zeigten (324). Es wurde gezeigt, dass CaIMPα1 spezifisch mit NLS 2 von 

AvrBs3 in Hefe und in vitro interagiert (324). Importin α-Proteine vermitteln den 

Transport eukaryotischer Proteine in den Zellkern (124, 125, 194). Die Tatsache, dass 

AvrBs3 in den Zellkern von Pflanzenzellen lokalisiert (325), in Hefe und in vitro mit 

CaIMPα1 interagiert (324) sowie die bekannten Daten über homologe Importin α-Proteine 

(5, 123, 155, 356) zeigen, dass CaIMPα1 einen sehr guten Kandidaten für ein pflanzliches 

Zielprotein von AvrBs3 darstellt. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob 

tatsächlich eine Interaktion zwischen AvrBs3 und CaIMPα1 in der Pflanze erfolgt. 

 

3.2.2.2. Untersuchung der AvrBs3-CaIMPα1-Interaktion in Hefe mittels GATEWAY-

Technologie 

 

Für die nachfolgenden Studien der AvrBs3-CaIMPα1-Interaktion wurden Caimpα1 und 

avrBs3∆2 mittels GATEWAY-Technologie in verschiedene Vektoren kloniert. Auf diesem 

Wege erstellte Konstrukte enthalten aufgrund der att-Stellen 25 bis 50 zusätzliche 

Basenpaare. Zunächst wurde deren Auswirkung auf die Interaktion mittels Hefe-Di-

Hybrid-Studien überprüft. Der Beute-Vektor pJG4-5 war bereits durch Einfügen der attR-

Rekombinations-Kassette in einen GATEWAY-System-kompatiblen Vektor konvertiert 

(C. Lorenz und J. Boch, unveröffentlichte Daten). Nach Rekombinationsreaktion mit 

pENTRCaimpα1 wurde das resultierende Plasmid pJCLCaimpα1 in Hefe, welche BD-

avrBs3∆2 exprimierte, transformiert. Wie in Abbildung 23 ersichtlich, wuchsen die 

Transformanten auf induzierendem Galaktosemedium ohne Zugabe von Leucin 

(Abbildung 23D) und setzten im Medium enthaltenes X-β-Gal um (Abbildung 23E). Dies 

deutet auf die Aktivierung der Reportergene LEU2 und lacZ und damit auf Interaktion von 
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CaIMPα1 und AvrBs3∆2 hin. Auf Glukosemedium induzierten die Transformanten weder 

LEU2 noch lacZ, wodurch die Abhängigkeit der Aktivierung der Reportergene von der 

Expression des Beuteproteins gezeigt wird  (Abbildung 23B und C). Die Interaktion von 

AD-CaIMPα1 und BD-AvrBs3∆2 ist spezifisch, da bei Synthese von AD-CaIMPα1 und 

der Negativkontrolle BD-Bicoid in einem Hefestamm keines der Reportergene exprimiert 

wurde (Abbildung 23, linke Seite). Die stabile Synthese der Beute- und 

Köderfusionsproteine in Hefe wurde mittels Westernblot bestätigt (Abbildung 23F und G). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: CaIMPα1 interagiert mit AvrBs3∆2 
bei Verwendung der GATEWAY-Technologie. 
Das Beuteplasmid pJCLCaimpα1 wurde in den Stamm 
EGY48(pSH18-34) transformiert, welcher BD-
avrBs3∆2 oder BD-bicoid exprimierte, Die 
Transformanten wurden auf Glukosemedium mit 
Leucin (A) ausgestrichen, um die Anwesenheit der 
Plasmide zu überprüfen. Nach Ausstreichen der 
Transformanten auf Glukosemedium ohne Leucin (B) 
bzw. mit Leucin und X-β-Gal (C) erfolgte keine 
Synthese der Beuteproteine und daher keine 
Interaktion und kein Wachstum der Hefezellen. Auf 
induzierendem Galaktosemedium (D, E) konnten nur 
Hefen, welche BD-AvrBs3∆2 und AD-CaIMPα1 
enthielten, wachsen und X-β-Gal zu einem blauen 
Farbstoff umsetzen. Dies ist indikativ für eine 
spezifische Interaktion von AvrBs3∆2 und CaIMPα1. 
Gesamtproteinextrakte wurden mittels Westernblot 
unter Verwendung eines Anti-LexA-Antikörpers 
(Köder; F) bzw. eines Anti-HA-Antikörpers (Beute; 
G) analysiert. 
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3.2.2.3. CaIMPα1 und AvrBs3 lokalisieren im gleichen Kompartiment der Pflanzenzelle  

 

Um CaIMPα1 und dessen mögliche Interaktion mit AvrBs3 in der Pflanze mittels 

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zu untersuchen, wurden Fusionen beider 

Proteine an die C- und N-Termini der GFP-Varianten CFP (cyan fluoreszierendes Protein) 

und YFP („yellow fluorescing protein“, gelb fluoreszierendes Protein) hergestellt. Die 

avrBs3∆2-Fusionen wurden mittels Agrobacterium in N. benthamiana-Pflanzen 

exprimiert, wodurch eine Hypertrophie induziert wurde (Daten nicht gezeigt). Dies deutet 

auf die Funktionalität der fluoreszierenden AvrBs3-Fusionsproteine hin. Die 

Fusionsproteine lokalisierten wie das Wildtyp-Protein AvrBs3 in Zellkernen der 

Pflanzenzellen (Abbildung 24 und Daten nicht gezeigt).  

Wie in Abbildung 24 gezeigt wird, ist CaIMPα1-YFP sowohl im Zytoplasma als auch im 

Nukleus transformierter N. benthamiana-Zellen detektierbar. Die Fusionsproteine 

CaIMPα1-CFP, YFP-CaIMPα1 und CFP-CaIMPα1 lokalisierten ebenfalls im Nukleus 

und im Zytoplasma (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung mit 

der Tatsache, dass CaIMPα1-Moleküle als „shuttle“ zwischen den zwei 

Zellkompartimenten dienen. 

Bei Koexpression von Caimpα1-YFP und avrBs3∆2-CFP in der Pflanzenzelle wurden 

beide Proteine im Nukleus detektiert (Abbildung 24). Dabei war die Kolokalisierung 

unabhängig von den verwendeten Fusionsproteinen (YFP oder CFP) und der Fusionsstelle 

(N- oder C-Terminus). Die Detektion der fluoreszierenden Fusionsproteine im Zytoplasma 

ist schwieriger, da Proteine in diesem Kompartiment gleichmäßig verteilt und weniger 

konzentriert als im Zellkern vorliegen. Die Stabilität der Fusionsproteine in der 

Pflanzenzelle wurde unter Verwendung eines Anti-GFP-Antikörpers in 

Westernblotanalysen bestätigt (Abbildung 24 und Daten nicht gezeigt). 

Im Folgenden wurde untersucht, ob die kolokalisierenden CFP- und YFP-Fusionsproteine 

in einem Proteinkomplex in der Pflanze vorliegen. Im Falle einer stabilen Interaktion im 

Nukleus erfolgt ein Energietransfer von angeregten CFP-Molekülen auf YFP. In der 

vorliegenden Arbeit wurde eine erste FRET-Analyse mit CaIMPα1-YFP und AvrBs3∆2-

CFP durchgeführt. Dafür wurden Caimpα1-YFP und avrBs3∆2-CFP mittels 

Agrobacterium in N. benthamiana koexprimiert. 48 Stunden nach Infektion erfolgte die 

mikroskopische Analyse. Es wurden zehn Zellkerne, welche sowohl YFP- als auch CFP-

Fluoreszenz aufwiesen, mittels Bleichverfahren („photo bleaching“) analysiert. Dabei wird 
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YFP über einen längeren Zeitraum angeregt, so dass das fluoreszierende Protein zerstört 

wird. Somit fehlt bei Anregung von CFP ein entsprechender Akzeptor, auf welchen die 

Energie bei erfolgendem FRET übertragen werden könnte und die CFP-Fluoreszenz nimmt 

mit abnehmender YFP-Fluoreszenz zu. Nur in diesem Fall kann von einer Interaktion der 

untersuchten Fusionsproteine ausgegangen werden.  

In sieben der zehn Nuklei sank die detektierbare YFP-Fluoreszenz während des 

Bleichvorganges (Tabelle 3, fett gedruckt). Eine Zunahme der gemessenen CFP-

Fluoreszenz konnte für fünf dieser sieben Zellkerne festgestellt werden (Tabelle 3, 

unterstrichen). Dabei wurden FRET-Effizienzen von 5,9 bis 22,3 gemessen. Die 

Ergebnisse weisen auf eine Interaktion von CaIMPα1 und AvrBs3∆2 innerhalb dieser 

Zellkerne hin. In zwei Zellkernen nahm die CFP-Fluoreszenz zeitgleich mit der YFP-

Fluoreszenz während des Bleichverfahrens ab. Diese Kerne weisen demnach keine mittels 

FRET messbare Interaktion der beiden untersuchten Proteine im Zellkern auf. Die 

Resultate der bisher durchgeführten FRET-Analysen lassen vermuten, dass der Komplex 

aus AvrBs3∆2-CFP und CaIMPα1-YFP relativ schnell im Zellkern dissoziiert. Die FRET-

Studien wurden nur mit Zellkernen durchgeführt, da die verwendeten Fluoreszenzproteine 

in diesem Kompartiment konzentrierter vorliegen als im Zytoplasma und deren Detektion 

sowie die Messung von FRET somit möglich sind. Um jedoch statistisch abgesicherte 

Aussagen treffen zu können, sind in zukünftigen Arbeiten zusätzliche FRET-Experimente 

erforderlich. 
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Abbildung 24: Lokalisierung von CaIMPα1 und Kolokalisierung mit AvrBs3∆2.  
Für Lokalisierungsstudien wurde der A. tumefaciens Stamm C58CI(p19) mit dem Stamm (A) 
GV3101 (Caimpα1-YFP) in N. benthamiana infiltriert. (B) Für Kolokalisierungsstudien wurde der 
A. tumefaciens Stamm C58CI(p19) mit den Stämmen GV3101(Caimpα1-YFP) und 
GV3101(avrBs3∆2-CFP) gemischt und in N. benthamiana-Blätter infiltriert.  Um Zellkerne zu 
visualisieren, erfolgte 48 h nach Infektion eine Infiltration mit DAPI-Lösung. Eine Stunde später 
wurde Blattmaterial geerntet und mikroskopisch mit Hilfe des konfokalen Laser-Fluoreszenz-
Mikroskops unter Verwendung spezifischer Filter für ECFP, EYFP und DAPI ausgewertet. Rot: 
Autofluoreszenz der Chloroplasten. (C) Gesamtproteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE (10 %) 
und Westernblot unter Verwendung eines Anti-GFP-Antikörpers untersucht.  
 

 
Tabelle 3: Analyse der Interaktion von AvrBs3∆2 und CaIMPα1 in Zellkernen mittels FRET. 
 

YFP-Fluoreszenzb CFP-Fluoreszenzc Analysierter 
Zellkerna IVB INB IVB INB 

FRET- 
Effizienzd 

1 52,9 30,3 67,4 71,6 5,9 
2 39,5 32,6 60,5 73,4 17,6 
3 30,6 31,3 51,5 55,9  
4 45,3 43,8 87,3 95,5 8,6 
5 44,4 59,0 131,5 170,6  
6 54,9 76,2 67,4 116,8  
7 134,5 68,5 166,8 124,7 -33,8 
8 188,7 139,2 158,2 203,5 22,3 
9 213,1 162,8 185,4 229,8 19,3 

10 61,5 18,4 127,9 43,7  
a Insgesamt wurden 10 Zellkerne analysiert 
b Fluoreszenzintensität von YFP vor (IVB) und nach dem Bleichverfahren (INB) 
c Fluoreszenzintensität von CFP vor (IVB ) und nach dem Bleichverfahren (INB)  
d FRET-Effizienzen EF (EF = INB-IVB / INB x 100%)  
fett: abnehmende YFP-Fluoreszenz während des Bleichens; unterstrichen: zunehmende CFP-
Fluores-zenz während des Bleichens; I: Intensität, NB: nach Bleichen, VB: vor Bleichen 
Bei nicht erfolgtem Bleichen von YFP wurde keine FRET-Effizienz berechnet. 
 

3.2.2.4. AvrBs3 und CaIMPα1 koimmunopräzipitieren NLS abhängig aus pflanzlichem 

Proteinextrakt  

 

Um mögliche zytoplasmatische Komplexe mit AvrBs3∆2 und CaIMPα1 zu detektieren, 

wurden Koimmunopräzipitationsanalysen durchgeführt. Dafür wurden die Epitope HA 

bzw. FLAG an die 3’-Enden von avrBs3∆2, avrBs3∆2∆NLS und Caimpα1 fusioniert und 

die resultierenden Fusionen mittels Agrobacterium in N. benthamiana exprimiert. 48 

Stunden nach Infektion wurden die Proteine aus der Pflanze extrahiert und mit Anti-

FLAG-Sepharose inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden eluiert und mittels SDS-

PAGE und Westernblot analysiert. Wie in Abbildung 25 ersichtlich, war CaIMPα1-FLAG 

an die Matrix gebunden (Abbildung 25, Spur 2). Die Inkubation mit einem spezifischen 
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AvrBs3-Antikörper zeigte, dass AvrBs3∆2-HA mit CaIMPα1-FLAG 

koimmunopräzipitiert werden konnte, AvrBs3∆NLS-HA jedoch nicht. Die Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass AvrBs3 und CaIMPα1 in Abhängigkeit von den NLS des Effektors 

in der Pflanze interagieren.  

  

 
 
Abbildung 25: CaIMPα1 koimmunopräzipitiert mit AvrBs3∆2 aus Pflanzenzellen. Für 
Koimmunopräzipitationsexperimente wurden die A. tumefaciens-Stämme C58CI(p19), 
GV3101(Caimpα1-FLAG) und GV3101(avrBs3∆2-HA) bzw. GV3101(YFPC-HA-avrBs3∆2∆NLS) 
gemischt und in N. benthamiana-Blätter infiltriert. Proteine wurden 48 Stunden nach Infiltration 
extrahiert und mit Anti-FLAG-Sepharose inkubiert. 5 µl der Gesamtproteinextrakte (GE) und 20 µl 
der Immunopräzipitationsreaktionen (IP) wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot unter 
Verwendung von Anti-FLAG- und spezifischem Anti-AvrBs3-Antikörper analysiert.  
 

3.2.2.5. Nachweis der AvrBs3∆2-CaIMPα1-Komplexe in lebenden Pflanzenzellen 

 

Um die Komplexe aus bakteriellem Effektorprotein und pflanzlichem CaIMPα1 in 

lebenden Zellen zu visualisieren, wurden bimolekulare Fluoreszenz-Komplementations 

(BIFC)- Analysen durchgeführt. Dafür wurden die C-terminalen 83 Aminosäuren von YFP 

an den N-Terminus von AvrBs3∆2 fusioniert und die N-terminalen 155 Aminosäuren von 

YFP an den C-Terminus von CaIMPα1 (Abbildung 26A). Wenn beide Fusionsproteine 

interagieren, gelangen die YFP-Hälften in räumliche Nähe, so dass ein fluoreszierendes 

YFP resultiert (Abbildung 26B, oben). Nach Assoziation der YFP-Fragmente ist der 

entstandene Komplex stabil und kann nicht mehr dissoziieren, wodurch auch transiente 

Interaktionen visualisiert werden können (149, 349). YFPC-avrBs3∆2 und Caimpα1-YFPN 

wurden in N. benthamiana-Zellen mittels Agrobacterium exprimiert. Mit Blattscheiben der 
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Infiltrationsstelle wurden 48 Stunden nach Infektion Fluoreszenz-Mikroskopie-Studien 

durchgeführt. Dabei wurden starke Fluoreszenzsignale in den Zellkernen des 

transformierten Pflanzengewebes beobachtet (Abbildung 26B, oben). Um die Spezifität der 

Interaktion zu überprüfen, wurde YFPC-AvrBs3∆2∆NLS mit CaIMPα1-YFPN, in N. 

benthamiana kosynthetisiert, wobei in unabhängigen Experimenten keine bis maximal drei 

sehr schwach fluoreszierende Zellkerne detektiert wurden (Abbildung 26A und B, unten). 

Westernblotanalysen bestätigten die vergleichbare Expression von Caimpα1-YFPN,  YFPC-

avrBs3∆2 und des NLS-Deletionsderivates (Abbildung 26C). Die Ergebnisse wurden 

mindestens dreimal reproduziert und weisen darauf hin, dass AvrBs3∆2 und CaIMPα1 

tatsächlich einen Komplex in Zellen lebender Pflanzen bilden. Des Weiteren zeigen die 

Experimente die Abhängigkeit der Interaktion beider Proteine von den NLS in AvrBs3 in 

lebenden Pflanzen.  
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Abbildung 26: Visualisierung der AvrBs3∆2-CaIMPα1-Komplexe in lebenden Pflanzenzellen 
mittels BiFC. (A)  
Darstellung der verwendeten Konstrukte für die Durchführung von BiFC-Studien. AvrBs3∆2 und 
AvrBs3∆2∆NLS wurden an den C-Terminus der C-terminalen YFP-Hälfte fusioniert, CaIMPα1 an 
den N-Terminus der N-terminalen 155 Aminosäuren von YFP. (B) Der A. tumefaciens-Stamm 
C58CI(p19) wurde mit den Stämmen GV3101(Caimpα1-YFPN) und GV3101(YFPC-avrBs3∆2) 
oder GV3101(YFPC-avrBs3∆2∆NLS) gemischt und in N. benthamiana-Blätter infiltriert. Um die 
Zellkerne zu visualisieren, erfolgte 48 h nach Infektion eine Infiltration mit DAPI-Lösung. Eine 
Stunde später wurde Blattmaterial geerntet und mikroskopisch mit Hilfe eines konfokalen Laser-
Fluoreszenz-Mikroskops mit spezifischen Filtern für EYFP und DAPI ausgewertet. Rot: 
Autofluoreszenz der Chloroplasten. (C) 10 µl Gesamtproteinextrakt wurde mittels SDS-PAGE und 
Westernblot unter Verwendung eines Anti-HA bzw. Anti-c-Myc-Antikörpers analysiert. 
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3.2.3. Isolierung neuer AvrBs3-Interaktoren aus Tomate 

 

3.2.3.1. Einführung und Vorarbeiten 

 

In Vorarbeiten führten Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen zweier Paprika-cDNA-Bibliotheken 

neben der Identifizierung von CaIMPα1 und CaIMPα2 auch zur Isolierung von fünf 

weiteren cDNA-Fragmenten, welche putative AvrBs3-Interaktoren kodieren („AvrBs3 

interacting proteins“; Aip; B. Szurek, Doktorarbeit, 2001; 324). Die Analyse dieser 

Interaktoren wurde in Zusammenarbeit mit S. Hahn im Rahmen eines Praktikums 

begonnen und in deren Diplom- und Doktorarbeit fortgesetzt. Bisher konnte für keinen 

dieser AvrBs3-Interaktoren eine eindeutige Rolle als Virulenzzielprotein des Effektors 

AvrBs3 nachgewiesen werden (S. Hahn, D. Gürlebeck und U. Bonas, unveröffentlichte 

Daten). Des Weiteren wurde in früheren Arbeiten eine cDNA-Bank von Lycopersicon 

esculentum MM (B. Baker) unter Verwendung von AvrBs3∆2 als Köder gesichtet. Dabei 

wurden 165 putative Interaktoren identifiziert, welche jedoch unspezifisch mit AvrBs3 

interagierten (D. Gürlebeck, 2001, Diplomarbeit).  

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe des Hefe-Di-Hybrid-Ansatzes weitere putative AvrBs3-

Interaktoren zu identifizieren. Dafür wurde zunächst eine neue cDNA-Bank erstellt. 

 

3.2.3.2. Wahl und Erstellung der cDNA-Bank 

 

Um Zielproteine von AvrBs3 zu ermitteln, sollte eine cDNA-Bank einer Pflanze gesichtet 

werden, auf welcher Xanthomonas die bakterielle Fleckenkrankheit auslöst. Dazu zählt 

neben Paprika auch Tomate. In beiden Arten löst AvrBs3 eine Hypertrophie des 

Mesophyllgewebes aus. Es sollte eine Hefe-Di-Hybrid-cDNA-Bank aus L. esculentum 

verwendet werden, da das Arbeiten mit Tomate im Vergleich zu Paprika wichtige Vorteile 

bietet. Durch das TIGR-Sequenzier-Projekt stehen für L. esculentum bereits Sequenz-

Daten zur Verfügung. Außerdem erlaubt die Verwendung einer solchen cDNA-Bank 

spätere Arbeiten mit Zellkulturen während der Analyse der identifizierten Interaktoren, 

z.B. um stabile transgene Pflanzenlinien zu generieren. Die Erstellung transgener Linien 

von Paprika ist schwieriger und wurde nach unserem Wissen bisher nur in einer Studie mit 
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Capsicum frutescens erfolgreich durchgeführt (274). Die Hefe-Di-Hybrid-cDNA-Bank 

wurde in Kooperation mit dem MPIZ Köln erstellt (D. Gürlebeck, S. Masiero, H. Sommer 

und U. Bonas). Dafür wurden junge und ausgewachsene, nicht mit Xanthomonas infizierte 

Laubblätter von Lycopersicon esculentum cv. Moneymaker geerntet und Gesamt-RNA 

isoliert. Aus 3 g Blattmaterial wurden insgesamt 1,25 mg RNA isoliert. Die Erstellung der 

cDNA-Bank erfolgte unter Verwendung des QIAGEN MATCHMAKER-Systems nach 

den Angaben des Herstellers. Es wurde sowohl eine oligodT-cDNA-Bank als auch eine 

cDNA-Bank unter Verwendung zufälliger Oligonukleotide hergestellt. Beide Banken 

wurden separat gehalten. Die durchschnittliche Größe der Fragmente der cDNA-Banken 

beträgt 1-1,5 kb. Die cDNA-Fragmente wurden in den Hefe-Di-Hybrid-Beutevektor des 

MATCHMAKER-GAL4-Systems den Angaben des Herstellers folgend rekombiniert. 

Dabei wurde eine Mischung von Beutevektor und cDNA-Fragmenten direkt in den 

Hefestamm AH109 transformiert. Die Rekombinationsreaktion erfolgte in den Hefezellen 

durch deren zelleigene Enzyme. Diese Strategie benötigt keine zusätzliche Amplifizierung 

der cDNA in E. coli, wodurch oft Plasmide mit kleineren cDNA-Fragmenten angereichert 

und somit große cDNA-Fragmente verdünnt werden. Ein weiterer Vorteil dieser cDNA-

Banken ist, dass vor der Rekombination eine Normalisierung erfolgte (H. Sommer, MPIZ 

Köln, unveröffentlichte Daten). Dies sollte zu einer vergleichbaren Anzahl der 

verschiedenen cDNA-Fragmente unabhängig von der Expressionsstärke der 

korrespondierenden Gene in der Pflanze führen. Die Zelldichte beider cDNA-Banken 

wurde nach dem Einfrieren mit 8 x 108 Hefeklonen/ml für die oligodT-cDNA-Bank und 2 

x 108 Hefeklonen/ml für die mit zufällig generierten Oligonukleotiden erstellte cDNA-

Bibliothek bestimmt. 

 

3.2.3.3.Wahl und Konstruktion geeigneter Köderproteine 

 

In Vorarbeiten wurde AvrBs3∆2 als Köder verwendet. Um zu vermeiden, bereits bekannte 

Interaktoren zu isolieren, sollten für neue Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen andere 

Deletionsderivate von AvrBs3 verwendet werden. Dafür wurden die bereits unter 3.2.1. 

beschriebenen AvrBs3-Derivate in den Ködervektor des GAL4-Systems (pGBKT7) 

kloniert. Für spätere  Interaktionsstudien wurden neben verschiedenen AvrBs3-

Deletionsderivaten auch AvrBs4-Konstrukte in pGBKT7 kloniert. Nach Transformation 

der resultierenden Köderplasmide in die Hefestämme AH109 und Y187 wurde die 
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Expression und mögliche Fähigkeit zur Transkriptionsautoaktivierung der verschiedenen 

Köderproteine untersucht (Abbildung 27A und B). Der Autoaktivierungstest erfolgte im 

Hefestamm AH109, welcher die Reportergene enthält. Um zu überprüfen, ob die erstellten 

Köderkonstrukte die Reportergene HIS3 und ADE2 aktivieren können, wurden die AH109-

Transformanten auf selektives Medium, welchem Adenin und Histidin fehlte, 

ausgestrichen (Abbildung 27). Wie bereits in den Vorarbeiten mit dem „interaction trap“-

System beobachtet, induzierten das vollständige AvrBs3-Protein sowie AvrBs4 (trotz 

abweichender DNA-BD im GAL4-Hefe-Di-Hybrid-System) die Reportergenexpression 

(Abbildung 27). Frühere Arbeiten kartierten die autoaktivierende AvrBs3-Region 

innerhalb der Aminosäuren 2-152 und führten zur Generierung des Konstruktes avrBs3∆2 

(324). Hefezellen des Stammes AH109, welche BD-avrBs3∆2, BD-avrBs4∆2 bzw. 

Deletionsderivate von BD-avrBs3∆2 oder BD-avrBs4∆2 exprimierten, wuchsen nicht ohne 

Zugabe von Adenin und Histidin (Abbildung 27). Dies zeigt, dass die getesteten 

Köderproteine nicht zur Induktion der Expression der Reportergene führen. 

Westernblotanalysen bestätigten die Synthese der getesteten Köderfusionsproteine in Hefe 

(Abbildung 27).  
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Abbildung 27: Überprüfung der AvrBs3- und AvrBs4-Köderproteine.  
(A) Die für Hefe-Di-Hybrid-Studien in diesem Teil der Arbeit verwendeten Köderkonstrukte von 
avrBs3 und avrBs4 sind dargestellt (pLZ: putative Leucin-Zipper, NLS: Kernlokalisierungssignale, 
AD: Aktivierungsdomäne). pGBKT7-Köderplasmide wurden in den Hefestamm AH109 
transformiert, welcher die Reportergene enthält. Die transformierten Hefezellen wurden auf 
Selektivmedium ohne Tryptophan (YSD-W) ausgestrichen, um auf Anwesenheit der 
Köderplasmide zu testen und auf Selektivmedium ohne Tryptophan, Adenin und Histidin (YSD-W-
H-A), um auf Autoaktivierung der Reporter zu testen. Wachsen die Hefezellen nicht, so induziert 
das enthaltene Köderprotein das Reportergen ADE2 nicht und ist für Hefe-Di-Hybrid-Arbeiten 
geeignet. (B) Gesamtproteinextrakte unabhängiger Transformanten der AH109-Hefestämme für 
den Autoaktivierungstest und (C) Gesamtproteinextrakte der Y187-Hefestämme für Hefe-Di-
Hybrid-Sichtungen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und unter Verwendung eines Anti-c-
Myc-Antikörpers in einem Westernblot analysiert. Sterne markieren detektierte Proteine mit 
apparentem Laufverhalten der erwarteten Größe. 
 

Für Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen wurde das Derivat AvrBs3∆2∆NLS::SV40NLS 

verwendet, welches in Hefe nicht mit den bereits identifizierten Interaktoren Aip5 und 

CaIMPα1 (Aip1) interagiert (324; S. Hahn, Diplomarbeit, 2004), in resistenten Pflanzen 

aber eine HR und in suszeptiblen Pflanzen eine Hypertrophie induziert (221, 336). 

AvrBs3∆2∆NLS::SV40NLS enthält anstelle der AvrBs3-NLS die heterologe 8 

Aminosäuren umfassende NLS des großen T-Antigens des Simian Virus SV40. 
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3.2.3.4. Die Sichtung der cDNA-Bank aus Tomate mit AvrBs3∆2∆NLS::SV40NLS als 

Köder 

 

BD-AvrBs3∆2∆NLS::SV40NLS wurde als Köder verwendet, um die beiden neuen cDNA-

Bibliotheken von Tomate zu sichten. Dafür wurde der Stamm Y187, der das 

Köderkonstrukt enthielt, mit dem Stamm AH109, in welchen die cDNA-Bank 

transformiert wurde, gepaart. Insgesamt wurden 1,284 x 108 Hefeklone gesichtet; 1013 

putativ positive Klone wurden selektiert und davon 231 nachfolgend analysiert.  

Nach Transformation der isolierten Beuteplasmide in frische Hefezellen des Stammes 

AH109 (pGBKT7avrBs3∆2), welcher das BD-AvrBs3∆2-Protein synthetisiert, wuchsen 

sieben der resultierenden Transformanten auf Medium ohne Adenin und Histidin. Die in 

diesen Transformanten enthaltenen Beuteproteine interagierten demnach reproduzierbar 

mit BD-AvrBs3-Köderfusionen. Um die Spezifität der Interaktion zu überprüfen, wurden 

die Plasmide in den Stamm AH109(pGBKT7lamC) transformiert, welcher das humane 

Lamin C-Protein, fusioniert an die DNA-BD, synthetisierte. Lamin C dient als 

Negativkontrolle des GAL4-MATCHMAKER-Hefe-Di-Hybrid-Systems, da vermutet 

wurde, dass es nur mit anderen Lamin C-Proteinen und weiteren Laminen interagiert. 

Sechs der sieben getesteten Beuteproteine interagierten mit BD-Lamin C und demzufolge 

vermutlich auch unspezifisch mit BD-AvrBs3∆2. Eines der isolierten cDNA-Fragmente 

kodierte dagegen für einen putativen Interaktor, welcher spezifisch mit AvrBs3∆2 in Hefe 

interagiert (Aip6; Abbildung 28). Da beinahe alle untersuchten Hefeklone falsch positiv 

waren oder unspezifisch interagierende Proteine enthielten, wurden die verbliebenen 782 

Klone nicht analysiert. 

 

 

 

 

Abbildung 28: Aip6 interagiert spezifisch mit AvrBs3 
in Hefe.  
Das aus Hefe isolierte Beuteplasmid pGADT7-
Rec2Aip6 wurde in die Stämme AH109(BD-avrBs3∆2) 
und AH109(BD-lamC) transformiert. Die 
Transformanten wurden auf Selektionsplatten ohne 
Leucin und Tryptophan (YSD-L-W) ausgestrichen, um 
die Anwesenheit der Plasmide zu überprüfen, sowie auf 
Selektivmedium ohne Leucin, Tryptophan, Adenin und 
Histidin (YSD-L-W-H-A), um auf In-duktion der 
Reportergene zu testen. Eine Prototrophie für Adenin 
und Histidin der Hefen ist indikativ für eine Interaktion 
der Fusionsproteine. Das Ergebnis wurde dreimal mit je 
fünf unabhängigen Transfor-manten reproduziert. 
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3.2.3.5. Aip6 interagiert spezifisch mit der „Repeat“-Region von AvrBs3 

 

Es sollte nun bestimmt werden, welcher Teil des Effektorproteins AvrBs3 an das 

potentielle Zielprotein Aip6 bindet. Dafür wurden Hefestämme, die verschiedene 

avrBs3∆2-Deletionsderivate exprimierten, mit dem isolierten Beuteplasmid pGADT7-

Rec2Aip6 transformiert und auf Selektivmedium ohne Adenin und Histidin ausgestrichen 

(Abbildung 29). Wurde AD-Aip6 in derselben Hefezelle synthetisiert wie BD-AvrBs3∆3, 

welchem der gesamte N-Terminus fehlt, wurde eine Induktion der Reportergene 

beobachtet. AD-Aip6 interagierte außerdem mit BD-AvrBs3∆3∆C, dem zusätzlich der C-

terminale Bereich fehlt. Die Koexpression von AD-Aip6 und BD-avrBs3∆2∆SphI, 

welchem die gesamte „Repeat“-Region“ fehlt, führte hingegen nicht zur Induktion der 

Reportergene in Hefe. Die Resultate deuten an, dass N- und C-Terminus von AvrBs3 für 

die Interaktion mit Aip6 entbehrlich sind, wohingegen die zentralen „Repeats“ die 

interagierende Oberfläche für Aip6 zu enthalten scheinen.  

Im Folgenden wurde ermittelt, welcher Teil der zentralen Region von AvrBs3 an der 

Interaktion mit dem pflanzlichen Protein Aip6 beteiligt ist. Dafür wurden die „Repeat“-

Deletionsderivate avrBs3∆2∆rep-9, avrBs3∆2∆rep-109, avrBs3∆2∆rep-16 bzw. 

avrBs3∆2∆rep-27 als Köderfusionen mit AD-Aip6 in Hefe koexprimiert und die Induktion 

der Reportergene analysiert. AvrBs3∆2∆rep-9, AvrBs3∆2∆rep-109 und AvrBs3∆2∆rep-

16 interagierten mit Aip6 in Hefe. Fehlten dagegen zehn der 17,5 „Repeats“ von AvrBs3, 

wie in AvrBs3∆2∆rep-27, so erfolgte keine Interaktion mit Aip6 (Abbildung 29). 

Demnach wird die Interaktion von AvrBs3 mit Aip6, ähnlich der Dimerisierung von 

AvrBs3, nicht durch spezifische „Repeats“ vermittelt. Die durchgeführten Studien zeigten 

vielmehr, dass eine Mindestanzahl an „Repeats“ von AvrBs3 notwendig ist, um eine 

Interaktion mit dem Pflanzenprotein Aip6 zu gewährleisten. Dies deutet an, dass das 

Leucin reiche Rückgrat der „Repeats“, nicht aber deren variablen Aminosäure-Reste für 

die AvrBs3-Aip6-Interaktion verantwortlich ist.  
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3.2.3.6.  Aip6 kodiert für ein Thiaminbiosyntheseprotein C-Homolog  

 

Die aus Tomate isolierte Aip6-cDNA wurde sequenziert und mit den erhaltenen 

Sequenzinformationen BLAST N- und BLAST X-Analysen durchgeführt. Diese ergaben 

eine Identität von 84% zu dem putativen Thiaminbiosyntheseprotein C-Homolog aus 

Arabidopsis thaliana (AAC3523) und eine 60%ige Identität zu ThiC (Thiamin-

Biosynthese-Enzym C) aus E. coli K12 (M88701; 344). Thic wurde in Pflanzen bisher 

noch nicht näher charakterisiert. In E. coli K12 liegt ThiC in einem Operon, dessen Gene 

die verschiedenen an der Vitamin B1-Synthese beteiligten Enzyme kodieren (344; 

Abbildung 30). Demnach katalysiert ThiC die Synthese von Hydroxymethylpyrimidin zu 

Beginn der Enzymkaskade, welche zur Bildung von Thiamin (Vitamin B1) führt.  

In der TIGR-Datenbank sind bisher zwei Sequenzen („expressed sequence tag“, EST) von 

Tomate veröffentlicht (TC156399, TC156399), welche Ähnlichkeiten zu Aip6 aufweisen. 

TC156399 zeigte eine 100%ige Identität zum 5’-Ende der Aip6-cDNA. TC156940 weist 

eine Identität von 100% zum 3’-Bereich der Aip6-cDNA auf. Diese Daten deuteten an, 

dass beide Tomaten-EST demselben Gen entsprechen. Da kein vollständiger EST für 

Tomate in der Datenbank vorlag, wurden 5’- und 3’-RACE („rapid amplification of cDNA 

ends“)-Experimente durchgeführt. Die dabei erhaltenen cDNA-Fragmente wurden in den 

Vektor TOPO-TA kloniert und sequenziert. Mehrere unabhängige RACE-cDNA-

Fragmente wurden sequenziert, so dass nun die vollständige Sequenz für das ThiC-

Homolog aus L. esculentum MM (LeThiC) vorliegt. Der Sequenzvergleich mit den EST-

Abbildung 29: Bestim-
mung der Aip6-Bindestelle 
in AvrBs3. 
AH109-Hefestämme, die 
BD-avrBs3∆2-Derivate, wie 
angegeben, enthielten, wur-
den mit pGADT7-Rec2Aip6 
transformiert. Die Transfor-
manten wurden auf Selek-
tionsmedium ohne Hisidin 
und Adenin ausgetropft. 
Das Experiment wurde drei-
mal mit je fünf unabhäng-
igen Transformanten wie-
derholt, wobei vergleich-
bare Resultate erhalten wur-
den.  
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Daten ergab sieben Basenpaar-Unterschiede. Der vorhergesagte Translationsstart in 

TC156399 ist identisch zum Start-ATG, welches durch 5’-RACE-Experimente ermittelt 

wurde. Drei Stop-Kodone 5’ von diesem ATG gelegen, deuten an, dass dieses ATG 

tatsächlich die Translations-Startstelle ist.  

Basierend auf der ermittelten Sequenz des 5’- und 3’-Endes wurde mittels PCR die 

vollständige LeThiC-cDNA aus L. esculentum MM (mit und ohne Stopkodon) amplifiziert 

und, die GATEWAY-Technologie nutzend, in den Vektor pENTR/D-TOPO kloniert. Der 

Sequenzvergleich der klonierten cDNA, des Fragmentes aus dem Hefevektor pGADT7-

Rec2Aip6 sowie der EST aus der Datenbank ergaben, dass das vollständige LeThiC-Gen 

isoliert wurde (Abbildung 30, Anhang 2). Die cDNA, welche für LeThiC kodiert, umfasst 

1872 Basenpaare, das korrespondierende Protein hat eine molekulare Masse von 69,6 kDa. 

Die Nukleotidsequenz um das erste ATG ähnelt der pflanzlichen Initiations-Konsensus-

Sequenz (169; Anhang 2). Ein typisches eukaryotisches Polyadenylierungsmotiv wurde im 

3’-RACE-Fragment nicht identifiziert, der zum 3’-Bereich identische, jedoch längere 

Tomaten-EST TC156940 enthält allerdings ein solches konserviertes Motiv (AATAAA; 

(271). 

 

 

  
Abbildung 30: Die Vitamin B1-Synthese in E. coli.  
Die Synthese von Thiamin (Vitamin B1), Thiaminmonophosphat und Thiamindiphosphat ist 
schematisch dargestellt. Die von ThiC katalysierte Reaktion ist rot hervorgehoben. Abbildung 
modifiziert nach Van der Horn et al. (1993). 
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Abbildung 31: Vergleich der isolierten cDNA-Fragmente mit Sequenzen aus der EST-TIGR-
Datenbank.   
Die isolierte cDNA kodiert für ein Protein mit Homologie zum Thiamin-Biosynthese-Enzym C aus 
Bakterien (ThiC). Dargestellt sind die Sequenz der isolierten cDNA (pGADT7-Rec2Aip6), die 
verfügbaren EST-Sequenzen von Tomate TC156399 und TC156940 aus der Datenbank, je eines 
der mittels RACE-PCR erhaltenen cDNA-Fragmente für die 5’- und 3’-Bereiche des Gens (5’-Race 
und 3’-Race) sowie die vollständige cDNA, welche aus L. esculentum amplifiziert und in 
pENTRD/TOPO kloniert wurde (pENTRLeThiCStop). Die Sequenzen sind vergleichend relativ 
zueinander dargestellt. Die ermittelte vollständige cDNA-Sequenz von LeThiC aus L. esculentum 
MM ist unter Angabe der Transkriptions-Start- (Grün) und Stopp- (Rot) Kodone dargestellt 
(offenes Leseraster 1). 

 

3.2.3.7. LeThiC interagiert mit AvrBs3 in Hefe unabhängig von den fusionierten 

Aktivierungs- und DNA-Bindedomänen 

 

In weiteren Analysen sollte untersucht werden, ob auch das vollständige LeThiC-Protein 

mit AvrBs3 in Hefe interagiert. Unter Verwendung der GATEWAY-Strategie wurde das 

Plasmid pGADattLeThiC hergestellt und in Hefezellen des Stammes AH109 transformiert, 

welcher pGBKT7avrBs3∆2 enthielt. Der resultierende Stamm, welcher AD-LeThiC und 

BD-AvrBs3∆2 synthetisierte, wurde auf selektives Medium ohne Adenin und Histidin 

ausgestrichen. Das Wachstum der Hefezellen war indikativ für eine Interaktion beider 

Proteine (Abbildung 32). AD-LeThiC wurde auch mit dem als Negativkontrolle dienenden 

Konstrukt BD-LaminC in Hefe koexprimiert. In diesem Fall konnte keine Induktion der 

Reportergene festgestellt werden (Abbildung 32).  

LeThiC wurde ebenfalls in den GATEWAY-Beute-Vektor pJCL des „interaction trap”-

Systems rekombiniert. Das resultierende Plasmid pJCLLeThiC wurde in den Hefestamm 

EGY48 transformiert, welcher chromosomal das LEU2-Reportergen, das lacZ-

Reporterplasmid pSH18-34 sowie das Köderplasmid pYBavrBs3∆2 enthielt. Die 
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erhaltenen Transformanten konnten ohne Leucin wachsen und färbten sich auf X-Gal 

enthaltendem Selektivmedium blau (Abbildung 33). Die Reportergene wurden nicht 

aktiviert, wenn AD-LeThiC mit der Spezifitätskontrolle BD-bicoid in EGY48(pSH18-18-

34) exprimiert wurde (Abbildung 33). Westernblotanalysen zeigten, dass die untersuchten 

Köder- und Beute-Proteine in den Hefetransformanten synthetisiert wurden (Abbildung 32, 

33 und Daten nicht gezeigt).  

Die Ergebnisse in Hefe zeigen, dass das vollständige LeThiC-Protein aus Tomate 

spezifisch mit AvrBs3 interagiert, unabhängig von den fusionierten AD- und BD-

Domänen. 

 

 

 

Abbildung 32: Das vollständige ThiC-Protein aus Tomate interagiert mit AvrBs3∆2 im 
GAL4-Hefe-Di-Hybrid-System. 
Das Beuteplasmid pGADT7attLeThiCstop wurde in die Stämme AH109(pGBKT7avrBs3∆2) und 
AH109(pGBKT7lamC) transformiert. Die Transformanten wurden auf Selektionsplatten ohne 
Leucin und Tryptophan (YSD-L-W) und auf Selektivmedium ohne Leucin, Tryptophan, Adenin 
und Histidin (YSD-L-W-H-A) ausgestrichen. Gesamtproteinextrakte wurden in einem 10%igem 
SDS-Gel aufgetrennt und mittels Westernblot mit Anti-HA-Antikörper zur Detektion des 
Beuteproteins analysiert. Das Experiment wurde dreimal mit je fünf unabhängigen Transformanten 
wiederholt, wobei vergleichbare Resultate erhalten wurden. 
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Abbildung 33: Das vollständige ThiC-Protein aus Tomate interagiert mit AvrBs3∆2 im 
„interaction trap“-System. 
Das Beuteplasmid pJCLLeThiC wurde in den Hefestamm EGY48(pSH18-34), welcher das 
Köderplasmid pYBavrBs3∆2 enthielt, sowie in EGY48(pSH18-34), welcher pYBbicoid enthielten, 
transformiert. Die Transformanten wurden auf Selektionsplatten ohne Histidin und Tryptophan (-
W-H), auf Selektivmedium ohne Leucin (-L) und auf Medium mit Leucin und X-β-Gal (+ X-β-
Gal) ausgestrichen. Gesamtproteinextrakte der Hefestämme wurden mittels SDS-PAGE und 
Westernblot mit Anti-LexA- bzw. Anti-HA-Antikörper analysiert. Das Experiment wurde dreimal 
mit je fünf unabhängigen Transformanten wiederholt, wobei vergleichbare Resultate erhalten 
wurden. 
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Abbildung 34: LeThiC interagiert spezifisch mit Mitgliedern der AvrBs3-Famile. 
Das Beuteplasmid pGADT7attLeThiC wurde in die Hefestämme AH109(pGBKT7LamC), 
AH109(pGBKT7avrBs3∆2), AH109(pGBKT7avrBs4∆2), AH109(pGBKT7attavrBs1) und 
AH109(pGBKT7attavrBsT) transformiert. Die Transformanten wurden auf Selektionsmedium 
ohne Leucin und Tryptophan (YSD-L-W) und auf Selektivmedium ohne Leucin, Tryptophan, 
Adenin und Histidin (YSD-L-W-A-H) ausgestrichen. Gesamtproteinextrakte der Hefestämme 
wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und mittels Westernblot unter Verwendung eines Anti-HA-
Antikörpers bzw. eines Anti-c-Myc-Antikörpers analysiert. Das Experiment wurde dreimal mit je 
fünf unabhängigen Transformanten wiederholt, wobei vergleichbare Resultate erhalten wurden. 
 

3.2.3.8. LeThiC interagiert spezifisch mit Mitgliedern der AvrBs3-Effektor-Familie 

 

In einem nächsten Experiment sollte die Spezifität der Interaktion von AvrBs3 mit LeThiC 

überprüft werden. Dafür wurden die Effektorgene avrBs1, avrBsT und avrBs4 aus Xcv mit 

LeThiC in Hefe koexprimiert und auf Induktion der Reportergene ADE2 und HIS3 getestet. 

AvrBs1 weist keine Homologie zu bekannten Proteinen auf, avrBsT kodiert eine putative 

Cysteinprotease und AvrBs4 ist ein Mitglied der AvrBs3-Familie.  

Transformanten, welche AD-LeThiC und gleichzeitig BD-AvrBs1 oder BD-AvrBsT 

synthetisierten, zeigten keine Aktivierung der Reportergene (Abbildung 34). Dies zeigt, 

dass LeThiC in Hefe nicht mit den Effektorproteinen AvrBs1 und AvrBsT interagiert. 

Hefezellen, welche AD-LeThiC und BD-AvrBs4∆2 synthetisierten, zeigten dagegen eine 

Adenin- und Histidinprototrophie, was auf eine Interaktion der Fusionsproteine hinweist 

(Abbildung 34). Westernblotanalysen bestätigten die Synthese von BD-AvrBs3, BD-

AvrBs4 und BD-AvrBsT in Hefe. Das BD-AvrBs1-Protein konnte nicht detektiert werden, 
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wurde jedoch erfolgreich in Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen verwendet (R. Szczesny und U. 

Bonas, unveröffentlichte Daten). Dies deutet auf eine geringe Expression des BD-avrBs1-

Gens hin, wodurch die Detektion mittels Westernblot erschwert werden könnte. 

Zusammenfassend legen die Resultate den Schluss nahe, dass LeThiC spezifisch mit 

Mitgliedern der AvrBs3-Familie interagiert. 

 

3.2.3.9. LeThiC ist im Zytoplasma lokalisiert  

 

Nachdem gezeigt wurde, dass LeThiC spezifisch mit AvrBs3 und AvrBs4 in Hefe 

interagiert, sollte LeThiC sowie dessen Interaktion mit AvrBs3 in der Pflanzenzelle 

untersucht werden. Verschiedene, durchgeführte Analysen in silico lieferten 

unterschiedliche Ergebnisse für die Lokalisierung von LeThiC. Daher wurden zunächst 

Lokalisierungsstudien mittels Agrobacterium vermittelter Expression von LeThiC in N. 

benthamiana durchgeführt. Dafür wurde LeThiC sowohl an den N- als auch den C-

Terminus von YFP und CFP fusioniert. Westernblotanalysen bestätigten, dass YFP-

LeThiC und CFP-LeThiC in N. benthamiana stabil synthetisiert werden (Abbildung 35). 

Mittels Fluoreszensmikroskop wurde sowohl YFP-LeThiC als auch CFP-LeThiC im 

Zytoplasma der Pflanzenzellen detektiert (Abbildung 35). Dabei waren die Fusionsproteine 

von den in diesen Zellen enthaltenen Zellkernen ausgeschlossen (Abbildung 35). Es 

wurden außerdem die Fusionen LeThiC-YFP und LeThiC-CFP erstellt. Nach Infektion von 

N. benthamina mit den entsprechenden Agrobacterium-Stämmen konnten die 

Fusionsproteine jedoch weder mikroskopisch noch immunologisch detektiert werden 

(Daten nicht gezeigt).  
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Abbildung 35: LeThiC ist im Zytoplasma von Pflanzenzellen lokalisiert. 
Für Lokalisierungsstudien von LeThiC wurde der A. tumefaciens Stamm C58CI(p19) mit dem 
Stamm GV3101(YFP-LeThiC) bzw. GV3101(CFP-LeThiC) gemischt und in N. benthamiana-
Blätter infiltriert. Blattmaterial wurde 48 Stunden nach Infektion geerntet und mit Hilfe des 
konfokalen Laser-Fluoreszenz-Mikroskops mit spezifischen Filtern für EYFP und ECFP 
ausgewertet (A). 10µl Gesamtproteinextrakt von je zwei unabhängigen Blattproben wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und mit einem Anti-GFP-Antikörper 
inkubiert (B). Das Experiment wurde dreimal wiederholt, wobei vergleichbare Resultate erhalten 
wurden. 
 
 

3.2.3.10. Interagiert  AvrBs3 mit LeThiC in planta? 

 

Wie zuvor gezeigt wurde, lokalisieren fluoreszierende AvrBs3-Fusionsproteine in 

Zellkerne von Pflanzenzellen. Der AvrBs3-Interaktor LeThiC ist hingegen im Zytoplasma 

der Pflanzenzelle lokalisiert. AvrBs3 wird jedoch bei Infektion mit Xcv zunächst ins 

Zytoplasma von Pflanzenzellen injiziert. Eine Interaktion zwischen AvrBs3 und LeThiC 

könnte somit vor dem Kernimport erfolgen und LeThiC könnte dann im Komplex mit 

AvrBs3 in den Zellkern importiert werden.  

 

Kolokalisieren AvrBs3 und LeThiC? 

 

Um die Hypothese zu überprüfen, dass AvrBs3 mit LeThiC im Zytoplasma interagiert und 

in den Nukleus koimportiert wird, wurden Kolokalisierungsstudien mit CFP- und YFP-

Fusionsproteinen durchgeführt. CFP-avrBs3∆2 und YFP-LeThiC wurden dafür in N. 

benthamiana vermittelt durch Agrobacterium koexprimiert. Fluoreszenzmikroskopische 

Studien 48 Stunden nach Infektion detektierten YFP nur im Zytoplasma der Pflanzenzelle,  

vergleichbar mit dem Kontrollexperiment, in welchem YFP-LeThiC allein in den 
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Pflanzenzellen synthetisiert wurde (Abbildung 36A und B). Dies weist darauf hin, dass 

YFP-LeThiC im Zytoplasma lokalisiert und nicht in den Zellkern importiert wird, wenn 

CFP-AvrBs3 in derselben Pflanzenzelle synthetisiert wird. Interessanterweise war das 

CFP-Signal des CFP-AvrBs3-Fusionsproteins jedoch nicht nur im Zellkern detektierbar 

wie im Kontrollansatz bei alleiniger Expression von CFP-avrBs3, sondern auch im 

Zytoplasma (Abbildung 36 A und C). Die Ergebnisse deuten an, dass ein Teil der AvrBs3-

Moleküle im Zytoplasma zurückgehalten wurde, möglicherweise durch eine Interaktion 

mit YFP-LeThiC in diesem Kompartiment.  

Da die Absorptions- und Emmissionsspektren von CFP und YFP überlappen (Abschnitt 

2.7.3, Abbildung 12), könnte die Detektion von CFP im Zytoplasma aufgrund des stark 

synthetisierten YFP-LeThiC-Proteins ein falsch-positives Signal sein. Deshalb wurde das 

Pflanzenmaterial des Kontrollexperimentes, in welchem nur YFP-LeThiC exprimiert 

wurde, ebenfalls mit 458 nm (CFP-Anregungswellenlänge) angeregt. Es war jedoch in 

diesem Fall, trotz sehr starker YFP-LeThiC-Expression keine CFP-Emmission detektierbar 

(Abbildung 36B). Auch zeigten die Pflanzenzellen, in welchem nur CFP-avrBs3 

exprimiert wurde, kein vergleichbares CFP-Signal im Zytoplasma, welches erwartet 

werden könnte, da die Proteinsynthese in diesem Kompartiment erfolgt (Abbildung 36C).  

Zusammenfassend deuten diese Resultate an, dass das erhaltene CFP-Signal im 

Zytoplasma während der Koexpression beider Gene tatsächlich von einer Interaktion von 

YFP-LeThiC mit CFP-AvrBs3 herrührt.  

 

Um die beschriebene technische Problematik bei Verwendung von zwei fluoreszierenden 

Proteinen zu umgehen, wurde das Experiment mit einem nicht-fluoreszierenden 

Interaktionspartner wiederholt. Dafür wurde LeThiC translational an das FLAG-Epitop 

fusioniert und anschließend mit CFP-avrBs3∆2, YFP-avrBs3∆2, avrBs3∆2-CFP oder 

avrBs3∆2-YFP in N. benthamiana koexprimiert. In Kontrollansätzen wurden außerdem 

alle verwendeten Fusionen allein exprimiert. Wie in Abbildung 37 exemplarisch für eine 

Kombination gezeigt, wurde bei Koexpression von LeThiC-FLAG mit avrBs3∆2-Fusionen 

kein verstärktes Fluoreszenzsignal für die AvrBs3-Fusionsproteine im Zytoplasma im 

Vergleich zur Einzelexpression der avrBs3-Konstrukte beobachtet. Westernblotanalysen 

zeigten, dass sowohl die AvrBs3-Fusionen als auch LeThiC-FLAG in den untersuchten 

Pflanzengeweben in vergleichbaren Mengen synthetisiert wurden (Abbildung 37D). 

Zusammenfassend kann demnach bisher nicht eindeutig gesagt werden, ob LeThiC 

tatsächlich mit AvrBs3 in planta interagiert. 
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Abbildung 36: Kolokalisieren AvrBs3∆2 und LeThiC in Pflanzenzellen? 
Für Kolokalisierungsstudien mit LeThiC und AvrBs3∆2 wurde der A. tumefaciens Stamm 
C58CI(pBin6Ip19) mit den Stämmen (A) GV3101(YFP-LeThiC) und GV3101(avrBs3∆2-CFP);  
(B) GV3101(pBI4.1) und GV3101(YFP-LeThiC) bzw. (C) GV3101(pBI4.1) und 
GV3101(avrBs3∆2-CFP) gemischt und in N. benthamiana-Blätter infiltriert. 48 h nach Infektion 
wurde Blattmaterial geerntet und mit Hilfe eines konfokalen Laser-Fluoreszenz-Mikroskops mit 
spezifischen Filtern für EYFP und ECFP ausgewertet. Rot: Autofluoreszenz des Chlorophylls in 
den Chloroplasten. Das Experiment wurde wiederholt, wobei vergleichbare Resultate erhalten 
wurden. Die Balken entsprechen 20 µm. 

A: CFP-AvrBs3∆2+YFP-ThiC
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Untersuchung der LeThiC-AvrBs3-Interaktion mittels Bimolekularer Fluoreszenz-

Komplementation 

 

Da die Kolokalisierungsstudien die Frage nach der Interaktion in der Pflanzenzelle nicht 

schlüssig beantworten konnten, wurden Konstrukte von LeThiC für BiFC-Analysen 

erstellt. Hierbei stand mit der zuvor gezeigten AvrBs3∆2-CaIMPα1-Interaktion eine 

Positivkontrolle zur Verfügung. LeThiC-YFPN und Caimpα1-YFPN wurden transient 

mittels Agrobacterium mit YFPC-avrBs3∆2 in N. benthamiana koexprimiert. Die 

fluoreszenzmikroskopische Analyse der Zellen, welche YFPC-AvrBs3∆2 und CaIMPα1-

Abbildung 37: LeThiC-FLAG bewirkt keine Retardierung 
von YFP-AvrBs3 im Zytoplasma von Pflanzenzellen. 
Für Kolokalisierungsstudien mit FLAG-LeThiC und 
fluoreszierenden AvrBs3∆2-Fusionsproteinen wurden der A. 
tumefaciens-Stamm C58CI(pBin6Ip19) mit den Stämmen (A) 
GV3101(pBI4.1) und GV3101(YFP-avrBs3∆2), (B) GV3101 
(pBI4.1) und GV3101(FLAG-LeThiC) und (C) GV3101 (YFP-
avrBs3∆2) und GV3101(FLAG-LeThiC) gemischt und in N. 
benthamiana-Blätter mit einer relativen OD600 von 0,33 je 
Stamm infiltriert. 48 h nach Infiltration wurde Blattmaterial 
ge-erntet und mit Hilfe des konfokalen Laser-Fluoreszenz-
Mikroskops und spezifischen Filtern für EYFP und ECFP 
ausgewertet. Rot: Autofluoreszenz des Chlorophylls in den 
Chloroplasten. Gesamtprotein-Extrakte wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Hilfe eines Westernblots unter 
Verwendung von Anti-AvrBs3- bzw. Anti-FLAG-Anti-
körpern analysiert.  
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YFPN enthielten, ergaben erwartungsgemäß gelb-fluoreszierende Zellkerne (Daten nicht 

gezeigt). Wurden LeThiC-YFPN und YFPC-AvrBs3∆2 in derselben Zelle synthetisiert, 

konnte jedoch kein Fluoreszenzsignal detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Um 

auszuschließen, dass die Anzahl der AvrBs3∆2-LeThiC-Komplexe, welche sich im 

Zytoplasma gebildet haben könnten, zu gering ist, um detektiert zu werden, wurde in 

einem parallelen Ansatz ein AvrBs3-NLS-Deletionsderivat verwendet, welches nicht in 

den Zellkern importiert wird. Dafür wurden YFPC-avrBs3∆2∆NLS und LeThiC-YFPN in 

einer Pflanzenzelle exprimiert. Während fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen 

wurden jedoch keine YFP-Signale detektiert (Daten nicht gezeigt). Westernblotanalysen 

bestätigten die Synthese der Fusionsproteine in der Pflanze (Daten nicht gezeigt). Das 

Fehlen eines Fluoreszenzsignals in beiden Ansätzen weist darauf hin, dass zumindest mit 

den verwendeten Fusionsproteinen keine Interaktion von AvrBs3∆2 und LeThiC in planta 

mittels BiFC nachgewiesen werden kann.  

 

3.2.3.11. Interagiert LeThiC mit  AvrBs3 in vitro? 

 

In einem weiteren Ansatz sollte geprüft werden, ob die in Hefe beobachtete Interaktion 

zwischen AvrBs3∆2 und LeThiC in vitro mittels GST-„pull-down“-Experimenten bestätigt 

werden kann. Die bereits gezeigte in vitro-Interaktion von GST-CaIMPα1 und AvrBs3∆2-

FLAG diente dabei als Positivkontrolle. 

GST, GST-CaIMPα1, GST-LeThiC und AvrBs3∆2-FLAG wurden dafür in E. coli 

synthetisiert. Das Lysat, welches das GST-Protein (GST, GST-CaIMPα1 bzw. GST-

LeThiC) enthielt, wurde mit dem Lysat avrBs3∆2-FLAG exprimierender Bakterien 

gemischt und zu Glutathion-Sepharose gegeben. Gebundene Proteine wurden mit 

reduziertem Glutathion eluiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Inkubation des 

Westernblots mit Anti-GST-Antikörper zeigte, dass GST, GST-CaIMPα1 und GST-

LeThiC an Glutathion-Sepharose gebunden waren (Daten nicht gezeigt). Der spezifische 

Anti-AvrBs3-Antikörper detektierte jedoch nur in den Ansätzen gebundenes AvrBs3-

Protein, in welchen GST-CaIMPα1 an der Sepharose immobilisiert war (Daten nicht 

gezeigt).  

Es erfolgte ein weiteres GST-„pull-down“-Experiment unter Zugabe von DTT vor der 

Lyse der Bakterien. In Westernblotanalysen konnte AvrBs3∆2-FLAG erwartungsgemäß 

im Eluat mit GST-CaIMPα1 detektiert werden (Abbildung 38). AvrBs3∆2-FLAG wurde 
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außerdem in dem Eluat mit GST-LeThiC nachgewiesen (Abbildung 38). Die Interaktion 

zwischen AvrBs3∆2 und GST-LeThiC war schwächer als mit GST-CaIMPα1, jedoch 

nicht unspezifisch, wie das fehlende AvrBs3∆2-Signal im Eluat mit GST zeigt (Abbildung 

38). Die Westernblotanalysen mit Anti-GST-Antikörper zeigten aber auch, dass eine 

größere Menge an GST-CaIMPα1 an die Sepharose gebunden hatte als GST-LeThiC, 

wodurch das schwächere AvrBs3-Signal in den GST-LeThiC enthaltenden Eluaten erklärt 

werden könnte. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Zugabe von DTT die 

Detektion einer Interaktion von AvrBs3∆2 und LeThiC in vitro ermöglichte.  

Vor weiteren Untersuchungen mittels GST-„pull-down“- und KoIP-Experimenten wurde 

zunächst untersucht, ob die in Hefe beobachtete Interaktion für das Pathogen tatsächlich 

von Bedeutung ist. 

 

 

 

 

3.2.3.12. Untersuchung der biologischen Bedeutung der AvrBs3-LeThiC-Interaktion 

 

Die Bedeutung der AvrBs3-Interaktion mit LeThiC in der Pflanze wurde vorwiegend in 

heterologen Ansätzen mit N. benthamiana untersucht, da diese Pflanzen sowohl für die 

Überexpression als auch für das „Silencing“ von Genen sehr gut geeignet sind. Es 

erfolgten ebenfalls Untersuchungen in der Wirtspflanze Paprika. 

Abbildung 38: AvrBs3∆2 und 
LeThiC interagieren in vitro. 
Die Interaktion von AvrBs3 und 
LeThiC wurde mittels GST-„pull-
down“-Experiment unter-sucht. Das 
Lysat eines E. coli-Stammes, 
welcher AvrBs3∆2-FLAG 
synthetisierte wurde mit Lysaten 
von E. coli-Stämmen, welche GST, 
GST-CaIMPα1 bzw. GST-LeThiC 
synthetisier-ten und 
Glutathionsepharose in-kubiert. 5 µl 
der Gesamtextrakte (GE) und 10 µl 
der Eluate wur-den in einem 
10%igem SDS-Gel aufgetrennt und 
unter Verwen-dung von Anti-
FLAG- und Anti-GST-Antikörpern 
mittels Westernblot analysiert.  
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LeThiC wurde zunächst mit und ohne Epitop transient in N. benthamiana und Paprika 

mittels Agrobacterium exprimiert. Dies führte jedoch zu keiner makroskopisch sichtbaren 

Reaktion (Daten nicht gezeigt). Auch die Koexpression mit AvrBs3 resultierte nicht in 

einer Verstärkung oder Verminderung der durch AvrBs3 induzierten Hypertrophie und HR 

(Daten nicht gezeigt).  

Da die Überexpression von LeThiC keinen Aufschluss über mögliche Einflüsse von 

LeThiC auf die Wirkungsweise von AvrBs3 gaben, wurde Virus induziertes Gen-

„Silencing“ mit Hilfe des Tabak rattle virus (TRV) in N. benthamiana-Pflanzen 

durchgeführt, um die Transkriptmenge homologer Gene von LeThiC zu reduzieren (siehe 

auch Abschnitt 28.).  

Für die „Silencing“-Experimente wurde ein 520 bp langes Fragment von LeThiC in den 

VIGS-Vektor TRV2a kloniert (siehe Abschnitt 2 und Anhang 2) und das resultierende 

Plasmid pYL279aThiCVIGS in A. tumefaciens transformiert. Für Kontrollansätze wurden 

außerdem die Plasmide TRV2aNbPDSVIGS und TRV2aGFPVIGS in den Agrobacterium-

Stamm GV3101 transformiert, welche ein cDNA-Fragment des Photoendesaturase-Gens 

aus N. benthamiana bzw. ein cDNA-Fragment des GFP-Gens aus der Qualle Aequorea 

victoria enthalten. Um das „Silencing“ in den Pflanzen durchzuführen, wurden die 

erhaltenen Transformanten mit dem Agrobacterium-Stamm GV3101(TRV1), welcher das 

RNA1-Konstrukt für die Synthese des viralen Hüllproteins enthielt, gemischt. Die 

Mischungen wurden anschließend in je fünf N. benthamiana infiltriert. Eine Pflanze wurde 

mit Agrobacterium-Stämmen infiltriert, welche zur Assemblierung von Viren mit einem 

Fragment des NbPDS-Gens führten, um das „Silencing“ zu visualisieren. Die Verwendung 

des GFP-„Silencing“-Konstruktes diente der Untersuchung eines möglichen Virus 

spezifischen Effektes, da in diesen Pflanzen Viren gebildet werden, jedoch aufgrund des 

Fehlens eines homologen GFP-Gens in N. benthamiana und C. annuum kein „Silencing“ 

erfolgt.  

 

Silencing von LeThiC-Homologen in N. benthamiana 

 

Um den Einfluss von ThiC auf die Entwicklung der Hypertrophie-Symptome zu 

untersuchen, erfolgte das „Silencing“ zunächst in N. benthamiana-Pflanzen. Zuerst wurde 

das Wachstum der Virus infizierten Pflanzen beobachtet. Dabei wurden die Phänotypen 

dieser Pflanzen mit unbehandelten Pflanzen verglichen sowie mit Pflanzen, welche mit 
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Viren infiziert wurden, die Fragmente des NbPDS- oder GFP-Gens enthielten. Pflanzen, 

die ein aktives Virus enthielten, wiesen ein leicht reduziertes Wachstum im Vergleich zu 

unbehandelten Pflanzen auf (Abbildung 39). Pflanzen, in welchen die enthaltene Virus-

DNA für Teile des GFP kodierte, zeigten keinen weiteren „Silencing“-Effekt. Blätter von 

Pflanzen, in denen ein Silencing des NbPDS-Gens erfolgte, waren 14 Tage nach Beginn 

des Experimentes beinahe vollkommen ausgeblichen. Dieser Phänotyp diente als Indikator 

für den Zeitpunkt, an welchem das „Silencing“ eines Gens in N. benthamiana erfolgt.  

Interessanterweise zeigten alle Pflanzen, in welchen das TRV ein Fragment des LeThiC-

Gens enthielt, ebenfalls ein Ausbleichen der Laubblätter. Die Blätter waren jedoch 

hellgrün und daher verschieden von den weißen Blättern, in welchem NbPDS stillgelegt 

wurde. Ähnlich war jedoch, dass in beiden Fällen neue grüne Blätter wuchsen und erst 

dann ein Ausbleichen erfolgte (Abbildung 39).  

 

 
 
Abbildung 39: Phänotypische Auswirkungen des „Silencing“ von LeThiC-Homologen in N. 
benthamiana. 
Der Agrobacterium-Stamm GV3101(TRV1) wurde mit den Stämmen GV3101(pYL279aGFPVIGS), 
GV3101(pYL279aNbPDSVIGS) bzw. GV3101(pYL279aLeThiCVIGS) im Verhältnis 1:1 gemischt 
und in N. benthamiana infiltriert. Drei Wochen nach Infektion wurden die Pflanzen fotografiert, 
um Veränderungen des Phänotyps infizierter Pflanzen im Vergleich zu nicht infizierten Pflanzen 
(unbehandelt) zu dokumentieren. Das Experiment wurde dreimal mit je fünf Pflanzen für GFPVIGS 
und ThiCVIGS, einer  Pflanze für PDSVIGS und einer unbehandelten Pflanze wiederholt, wobei 
vergleichbare Resultate erhalten wurden. 
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Der beobachtete veränderte Phänotyp der Virus infizierten Pflanzen zeigt, dass das 

„Silencing“ vermutlich erfolgt war. Um die Auswirkung eines fehlenden ThiC-Proteins in 

den Pflanzen auf die Funktion von AvrBs3 zu bestimmen, wurden Agrobacterium-Stämme 

infiltriert, welche kein Gen, avrBs3 oder avrBs3∆AD auf der T-DNA enthielten. In 

Wildtyp-N. benthamiana-Pflanzen führte die Expression von avrBs3, wie erwartet, zur 

Induktion der Hypertrophie. AvrBs3∆AD, in welchem die AD fehlt, induzierte keine 

Hypertrophie. Die Verwendung des leeren Vektors diente als zusätzliche Negativkontrolle. 

Die Reaktionen der Pflanzen wurden über einen Zeitraum von sieben Tagen nach Infektion 

mit Agrobacterium beobachtet. Dabei stellte sich heraus, dass die spezifisch durch AvrBs3 

induzierte Hypertrophie in allen Pflanzen vergleichbar war, unabhängig davon, ob kein 

„Silencing“ oder „Silencing“ mit Fragmenten für NbPDS bzw. LeThiC erfolgt war. Das 

Experiment wurde viermal mit vergleichbaren Resultaten wiederholt (Daten nicht gezeigt).  

 

Silencing von LeThiC-Homologen in Paprika 

 

Die oben beschriebenen Agrobacterium-Stämme wurden auch verwendet, um „Silencing“-

Experimente mit C. annuum cv. ECW-10R durchzuführen. Diese Pflanzen enthalten das 

Resistenzgen Bs1, welches die Erkennung des Effektors AvrBs1 vermittelt. AvrBs3 löst in 

diesen Pflanzen eine Hypertrophie aus. In Paprika ist die Agrobacterium-Infektion 

allerdings weniger effektiv, so dass das „Silencing“ von NbPDS  zu geringeren Effekten 

führte als in N. benthamiana. Die Blätter blieben relativ grün und sind vor allem nahe den 

Blattadern ausgeblichen, durch welche sich das Virus bewegt (Daten nicht gezeigt). Da 

Paprika eine Wirtspflanze für Xcv ist, konnte AvrBs3 auf natürliche Weise in die 

Pflanzenzelle injiziert werden. Eine, zwei und drei Wochen nach erfolgtem „Silencing“ 

wurden die Pflanzen mit Xcv-Stämmen, welche avrBs1 exprimierten, infiltriert. 1-2 Tage 

später konnte eine vollständig ausgeprägte, Bs1 vermittelte HR in allen Pflanzen 

beobachtet werden. ThiC und PDS scheinen somit keinen Einfluss auf die Ausprägung der 

Bs1-HR zu haben. Der AvrBs3-translozierende Xcv-Stamm 82-8 induzierte in allen 

Pflanzen eine Hypertrophie. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp-

Pflanzen und Paprika-Pflanzen in denen ein „Silencing“ von ThiC erfolgen sollte, 

festgestellt. Zusammenfassend konnte in diesen Experimenten somit keine offensichtliche 

biologische Rolle für die AvrBs3-ThiC-Interaktion festgestellt werden.  
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Interessanterweise wurden fünf Wochen nach der Xcv-Inokulation signifikante 

Unterschiede zwischen den verwendeten Pflanzen festgestellt. Die infizierten Blätter der 

unbehandelten Wildtyp-Pflanzen waren vollkommen braun, trocken, tot und bereits von 

der Pflanze gefallen. Mit Xcv infizierte Blätter an Pflanzen, die GFP- bzw. NbPDS-

„Silencing“-Konstrukte enthielten, zeigten einen vergleichbaren Phänotyp. Die mit Xcv 

infiltrierten Blätter an Pflanzen, welche Viren mit LeThiC-Fragment enthielten, waren 

jedoch noch an der Pflanze, grün bis gelblich und nicht ausgetrocknet (Abbildung 40). 

Verglichen mit den Kontrollpflanzen war der beobachtete Phänotyp demnach spezifisch 

für die Pflanzen, in denen ThiC stillgelegt werden sollte. Dies deutet an, dass das 

„Silencing“ tatsächlich in Paprika erfolgte. Interessanterweise wurden solche Unterschiede 

nicht für Blätter von N. benthamiana-Pflanzen beobachtet, welche nach Infektion mit dem 

TRV mit Agrobacterium infiltriert worden waren (siehe oben).   

 

 

 
 

3.2.3.13. LeThiC ist an der Vitamin B1-Synthese in Pflanzen beteiligt 

 

Im Folgenden wurde untersucht, ob das isolierte Gen LeThiC tatsächlich ein Enzym der 

Thiaminsynthese kodiert. Dafür erfolgten physiologische Komplementationsstudien, wobei 

VIGS-Experimente, wie oben erläutert, durchgeführt wurden. Vier N. benthamiana-

Pflanzen wurden mittels Agrobacterium mit TRV infiziert, welche ein Fragment des 

LeThiC-Gens enthielten. Zwei dieser Pflanzen wurden jeden zweiten Tag mit einer 

Thiaminlösung gegossen, wohingegen die anderen zwei Pflanzen mit Pufferlösung 

behandelt wurden (Kontroll-Pflanzen). Wie in den „Silencing“-Experimenten zuvor 

beobachtet, blichen die Blätter dieser Kontroll-Pflanzen aus (Abbildung 41). Die Pflanzen 

Abbildung 40: Phänotypische Auswirkungen des 
„Silencing“ von LeThiC-Homologen in C. annuum 
nach Infektion mit Xcv. 
Für VIGS wurde der Agrobacterium-Stamm 
GV3101(TRV1) mit GV3101(TRV2aGFPVIGS) bzw.  
GV3101(pYL279aLeThiCVIGS) im Verhältnis 1:1 
gemischt und in C. annuum cv. ECW-10R-Pflanzen 
infiltriert. Nach zwei Wochen wurden die Xcv-Stämme 
82-8, welcher avrBs3 enthält; Xcv 85-10, Xcv 
XAI74(avrBs3) und Xcv XAI74(avrBs3∆AD), welche 
avrBs1 enthalten, mit einer OD600 von 0,4 je Stamm 
infiltriert. Die Blätter der Pflanzen wurden 5 Wochen 
nach Xcv-Infiltration fotografiert.  
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jedoch, welchen Vitamin B1 zugegeben wurde, zeigten gesunde, grüne Laubblätter wie 

unbehandelte Wildtyp-Pflanzen (Abbildung 41). Die Vitamin B1-Behandlung hatte keinen 

Einfluss auf den Phänotyp der Pflanzen, welche Viren mit Fragmenten für NbPDS bzw. 

GFP enthielten (Abbildung 41). Diese Daten legen den Schluss nahe, dass LeThiC 

tatsächlich eine Rolle in der Vitamin B1-Synthese der Pflanze spielt. 

 

 

 

 

 

Abbildung 41: LeThiC ist an der Vitamin 
B1-Synthese beteiligt. 
Die Agrobacterium-Stämme GV3101 
(TRV2GFPVIGS), GV3101(TRV2NbPDSVIGS) 
und GV3101(TRV2LeThiCVIGS) wurden mit 
GV3101 (TRV1) im Verhältnis 1:1 gemischt 
und mit einer relativen OD600 von 0,3 in je vier 
3 Wochen alte N. benthamiana-Pflanzen 
infiltriert. Zur Kontrolle wurden vier 
unbehandelte Pflanzen gleichen Alters 
mitgeführt. Je Ansatz wurden zwei Pflanzen 
jeden zweiten Tag mit 50 ml Natrium-
phosphat-Pufferlösung (-) gegossen und zwei 
Pflanzen mit 50 ml einer 20 mM Thiamin-
Lösung (+). Die Pflanzen wurden 14 Wochen 
nach Beginn des Experimentes fotografiert.    
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3.2.3.14. Verändert AvrBs3 den Vitamin B1-Gehalt in Pflanzenzellen? 

 

Die physiologischen Komplementationsanalysen legten nahe, dass LeThiC ein Thiamin-

Biosynthese-Enzym ist. Nun konnte ein experimenteller Ansatz entwickelt werden, um die 

Frage zu klären, ob AvrBs3 einen Einfluss auf LeThiC hat und dadurch den Vitamin B1-

Haushalt der Pflanze verändert. Mindestens zwei Möglichkeiten sind vorstellbar: (i) 

AvrBs3 interagiert mit LeThiC, um das Enzym zu aktivieren, oder (ii) die AvrBs3-

Interaktion mit LeThiC führt zur Hemmung der Enzymaktivität und dadurch zur 

Inhibierung der Vitamin B1-Synthese.  

Um diese Hypothesen zu prüfen, wurde der Vitamin B1-Gehalt von Pflanzenzellen, welche 

AvrBs3 enthalten mittels Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie (High Performance 

Liquid Chromatography, HPLC) in Zusammenarbeit mit Dr. R. Kramell (IPB Halle) 

bestimmt.  

 

Bestimmung des Vitamin B1-Gehaltes in Tomate, Paprika und Tabak 

 

Vitamin B1 liegt in Pflanzenzellen als freies Thiamin (TF) sowie als 

Thiaminmonophosphat (TMP) und Thiamindiphosphat (TDP) vor. Um diese 

Verbindungen, welche in sehr geringen Mengen in der Zelle vorliegen, detektieren zu 

können, wurde Thiamin sowie dessen Derivate mittels K3[Fe(CN)]6 zu dem 

fluoreszierendem Produkt Thiochrom umgesetzt (Abschnitt 2.12, Abbildung 15).  

Zunächst wurde das Trennverhalten der reinen Einzelverbindungen untersucht. Bei 

Verwendung eines  Phosphat-Methanol-Gradienten (pH7,4) eluierte TF nach 3,5-3,7 min; 

TMP nach 4,9-6,2 min und TDP nach 6,1-8,8 min.  

Nachfolgend wurde untersucht, ob Thiamin und dessen phosphorylierte Derivate auch in 

Tabak, Tomate und Paprika nachgewiesen werden können. Dafür wurde Blattmaterial von 

vier Wochen alten Pflanzen geerntet und die Thiamin-Verbindungen extrahiert. Proteine 

wurden entfernt und Thiamin-Verbindungen zu Thiochrom-Produkten umgesetzt. Mittels 

HPLC konnten sowohl TF als auch TMP und TDP in Pflanzenextrakten von Tomate, 

Paprika und Tabak nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
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Untersuchung des Einflusses von AvrBs3 auf den Vitamin B1-Gehalt von Pflanzen 

 

Um zu klären, ob AvrBs3 den Vitamin B1-Gehalt beeinflusst, wurden Tomaten-Pflanzen 

mittels Vakuum mit Agrobacterium GV3101(avrBs3) infiltriert. In Kontroll-Ansätzen 

erfolgte die Infiltration mit Infiltrationsmedium, Agrobacterium GV3101(pBI1.4),  

GV3101(avrBs3∆SphI) und GV3101(uidA). AvrBs3∆SphI enthält keine „Repeats“ und 

interagiert in Hefe nicht mit LeThiC (Abschnitt 3.1.2.5.5., Abbildung 29). 18 Stunden nach 

Infiltration wurde Pflanzenmaterial für die HPLC-Analyse geerntet. Verglichen mit den 

Standard-Verbindungen konnten TF, TMP und TDP in allen Pflanzen nachgewiesen 

werden. Interessanterweise war die Menge aller drei Verbindungen in der avrBs3-

exprimierenden Pflanze im Vergleich zu den Kontrollpflanzen reduziert (Abbildung 42A).  

Ein vergleichbares Experiment wurde auch mit Paprikapflanzen durchgeführt. Hierbei 

wurden Pflanzen mit den Agrobacterium-Stämmen GV3101(pBI4.1) bzw. 

GV3101(avrBs3) mittels Vakuum infiltriert. Die Extrakte der avrBs3 exprimierenden 

Pflanze wiesen auch in diesem Experiment weniger Thiamin-Verbindungen auf als 

Extrakte der Pflanze ohne Effektorgen-Expression (Abbildung 42B).  

Diese Ergebnisse ließen vermuten, dass AvrBs3 eine Abnahme der Thiaminkonzentration 

bewirkt. Dies impliziert eine hemmende Wirkung für AvrBs3 auf das Thiaminbiosynthese-

Enzym C. 

In nachfolgenden Experimenten wurde jedoch auch festgestellt, dass der Thiamin-Gehalt 

in verschiedenen Pflanzen gleicher Art und gleichen Alters schwanken kann. Um eine 

statistisch abgesicherte Aussage treffen zu können, wurden daher beide zu vergleichenden 

Agrobacterium-Stämme nebeneinander in ein Blatt infiltriert. Da für die HPLC-Analysen 

größere Mengen an Pflanzenmaterial notwendig sind, wurde dafür mit N. benthamiana-

Pflanzen gearbeitet, welche sich großflächig durch einmaliges Aufsetzen einer nadellosen 

Spritze infiltrieren lassen. Die Agrobacterium-Stämme GV3101(pBI1.4) und 

GV3101(avrBs3) wurden in sechs Blätter einer Tabakpflanze nebeneinander infiltriert. 

Nach 18 Stunden wurde das Blattmaterial geerntet und Pflanzenextrakte hergestellt. Mit 

den Pflanzenextrakten wurden anschließend jeweils drei unabhängige Reaktionen zur 

Herstellung der Thiochrom-Verbindungen durchgeführt und diese auf die HPLC-Säule 

gegeben. Das Experiment wurde zweimal durchgeführt. In beiden Experimenten wurde in 

Extrakten von avrBs3-exprimierem Gewebe geringere Mengen an TF, TMP und TDP 

gemessen. Für die Auswertung der Ergebnisse wurden die Werte beider Experimente 

herangezogen und statistische Tests durchgeführt. Diese ergaben, dass sich die Mengen an 
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TF, TMP und TDP in Blattbereichen, welche avrBs3 exprimierten signifikant von den 

gemessenen Thiamin-Mengen in AvrBs3 freien Pflanzenteilen unterscheiden (Anhang 3). 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass AvrBs3 das Thiaminbiosynthese-Enzym C aus N. 

benthamiana hemmt (Abbildung 42C).  

 

Abbildung 42: Einfluss von AvrBs3 auf den Vitamin B1-Gehalt in Pflanzen.  
4 Wochen alte L. esculentum- bzw. C. annuum-Pflanzen wurden mittels Vakuum mit 
Agrobacterium-Stämmen, wie angegeben, mit einer OD600 von 0,6 infiltriert. Blätter von 6 Wochen 
alten N. benthamiana-Pflanzen wurden mittels Spritze mit den angegebenen Agrobacterium-
Stämmen infiltriert. 18 Stunden nach Infiltration wurde Blattmaterial geerntet, Thiamin (TF), 
Thiaminmonophosphat (TMP) und Thiamindiphosphat (TDP) extrahiert, zu Thiochrom-
Verbindungen umgesetzt und mittels HPLC aufgetrennt. Bei Verwendung von Tomaten- und 
Paprikapflanzen repräsentiert ein Balken eine Pflanze. In N. benthamiana-Pflanzen wurden die 
angegebenen Agrobacterium-Stämme in sechs Blätter jeweils nebeneinander infiltriert. Die Balken 
entsprechen den Mittelwerten der gemessenen Konzentrationen an TF, TMP und TDP von zwei 
unabhängigen Experimenten. Die statistischen Tests sind in Anhang 3 aufgeführt. 
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3.3. Ankunft des Effektors am Zielort: Suche nach kernlokalisierten AvrBs3-

Interaktoren 

 

3.3.1. Sichtung der cDNA-Bank aus Tomate mit AvrBs3-LZ als Köder 

 

Der Bestimmungsort von AvrBs3 ist der pflanzliche Zellkern, in welchem AvrBs3 die 

Expression bestimmter Pflanzengene induziert (221; S. Kay und U. Bonas, 

unveröffentlichte Daten). Da AvrBs3 keine offensichtliche DNA-Bindedomäne enthält, 

wurde bisher angenommen, dass AvrBs3 mit Hilfe von Pflanzenproteinen innerhalb eines 

Proteinkomplexes die pflanzliche Genexpression moduliert. Wie oben beschrieben, wurde 

mit BD-AvrBs3∆2 als Köder in Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen eine große Anzahl falsch 

positiver, bisher jedoch kein Pflanzenprotein identifiziert, welches im Kern lokalisiert. Die 

Untersuchungen zur Dimerisierung von AvrBs3 zeigten, dass das putative Leucin-Zipper-

Motiv im C-Terminus des Effektors nicht an der Homodimerisierung beteiligt ist. In 

Pflanzen sind Transkriptionsregulatoren bekannt, die ein solches Leucin-Zipper-Motiv 

enthalten. Interessanterweise wird die Aktivität solcher bZIP-Proteine oft über deren 

Heterodimerisierung reguliert. Es wäre also denkbar, dass AvrBs3 über die putativen 

Leucin-Zipper-„Repeats“ mit pflanzlichen bZIP-Proteinen interagiert, um deren Aktivität 

zu beeinflussen. Für eine neue Hefe-Di-Hybrid-Sichtung wurde daher mit AvrBs3-LZ ein 

Köder-Konstrukt erstellt, welches die imperfekten Leucin-Zipper-„Repeats“ sowie die 

NLS-Region enthält, nicht aber die AD (Basenpare 2425 bis 3397). Westernblotanalysen 

nach Transformation des Plasmides pGBKT7avrBs3-LZ in die Hefestämme Y187 und 

AH109 bestätigten die Synthese des Köderproteins in beiden Hefestämmen (Abbildung 

43).  

 

Um zu prüfen, ob das Köderprotein BD-AvrBs3-LZ selbst die Reportergene HIS3 und 

ADE2 in Hefe bereits aktiviert, wurden die Transformanten des Stammes AH109 auf 

Selektionsmedium ohne Histidin und Adenin ausgestrichen. Da die Hefezellen auf diesem 

Medium nicht wachsen konnten (Abbildung 43), zeigt BD-AvrBs3-LZ keine Autoaktivität 

und ist somit als Köder geeignet. 
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Abbildung 43: Überprüfung der Synthese und Transkriptionsaktivität des Köderproteins 
BD-AvrBs3-LZ in Hefe.  
Die Hefestämme AH109 und Y187 wurden mit dem Köderplasmid pGBKT7avrBs3-LZ 
transformiert. Gesamtproteinextrakt der Transformanten wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 
mittels Westernblot unter Verwendung eines Anti-c-Myc-Antikörpers analysiert (A). Der 
Hefestamm AH109(avrBs3-LZ), welcher die Reportergene HIS3 und ADE2 enthält, wurde auf 
Medium ohne Tryptophan (YSD-W) und auf Selektionsmedium ohne Histidin und Adenin (YSD-
W-H-A) ausplattiert. Die Auxotrophie des Stammes für Histidin und Adenin zeigt, dass BD-
AvrBs3-LZ die Reportergene nicht aktiviert. Das Experiment wurde dreimal mit je fünf 
unabhängigen Transformanten wiederholt, wobei vergleichbare Resultate erhalten wurden. 
 

 

Die bereits verwendete, mit zufällig generierten Oligonukleotiden erstellte cDNA-Bank 

von L. esculentum MM wurde mit BD-AvrBs3-LZ gesichtet. Bei einer Paarungseffizienz 

von 6,4% wurden 1,05 x 106 diploide Hefezellen gesichtet. 130 Hefekolonien wuchsen auf 

Selektionsmedium ohne Histidin und Adenin und wurden nochmals auf Selektivmedium 

ausgestrichen. Sieben Klone aktivierten erneut die Reportergene und wurden als B6, C8, 

D7, F8, G3, G4 und H5 bezeichnet.  

Anschließend wurde getestet, welche der drei Reportergene ADE2,  HIS3 und lacZ in den 

diploiden Hefezellen aktiviert werden. Die Induktion des MEL1-Reportergens wurde nicht 

untersucht, da dieses bereits durch das Köderprotein BD-AvrBs3-LZ aktiviert wird 

(Abbildung 44). Für die Untersuchung der neuen Interaktoren wurden die diploiden Zellen 

auf Medium ohne Adenin, Medium ohne Histidin sowie Medium, welches Adenin, 

Histidin und X-β-Gal enthielt, ausgestrichen. In allen sieben Hefeklonen wurden sowohl 

das ADE2-Gen als auch das HIS3-Gen und das lacZ-Gen aktiviert (Abbildung 44).  
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Abbildung 44: Untersuchung der Induktion der Reportergene ADE2, HIS3 und lacZ durch 
die Köder-Beute-Interaktionen. 
Der Hefestamm AH109(pGBKT7avrBs3-LZ) sowie die isolierten diploiden Hefeklone wurden auf 
Selektionsmedium ohne Adenin und Medium ohne Histidin ausgestrichen, um die Induktion der 
Reportergene ADE2 bzw. HIS3 zu untersuchen. Die Hefezellen wurden außerdem auf Medium mit 
Adenin und Histidin ausgestrichen, um mittels Überschichtungsansatzes mit X-α-Gal auf Induktion 
des MEL1-Gens zu testen. Da das Köderprotein AvrBs3-LZ das MEL1-Reportergen autoaktivierte, 
wurden die identifizierten Hefeklone nicht auf Induktion des MEL1-Reporters untersucht (n.u.). 
 

3.3.2. Untersuchung der AvrBs3-LZ-Interaktoren in Hefe 

 

Zunächst wurde überprüft, ob die identifizierten Interaktoren reproduzierbar und spezifisch 

mit dem verwendeten Köderprotein in Hefe interagieren. Dafür wurden die Beuteplasmide 

isoliert, in frische Zellen des Stammes AH109 transformiert und mit dem Stamm Y187, 

welcher das Köderprotein BD-AvrBs3-LZ enthielt, gepaart. Die diploiden Transformanten 

wurden auf Selektivmedium ausgestrichen, um auf Aktivierung der Reportergene zu testen. 

Es zeigte sich, dass sechs der sieben untersuchten cDNA-Fragmente für Proteine kodieren, 

die reproduzierbar mit AvrBs3-LZ interagieren (Abbildung 45), wohingegen die 

Interaktion von B6 mit AvrBs3-LZ nicht reproduziert werden konnte. 

Um die Spezifität der Interaktionen zu überprüfen, wurden die AH109-Stämme, welche die 

Beuteplasmide enthielten, auch mit dem BD-laminC exprimierenden Hefestamm Y187 

gepaart. Nach Ausstreichen der diploiden Zellen auf Medium ohne Adenin und Histidin 

wuchsen nur Hefezellen, welche BD-LaminC und AD-F8 enthielten (Abbildung 45). Dies 

weist auf eine unspezifische Interaktion von F8 mit AvrBs3-LZ hin. 

Insgesamt interagieren demnach fünf der sieben identifizierten Proteine (C8, D7, G3, G4, 

H5) reproduzierbar und spezifisch mit BD-AvrBs3-LZ in Hefe. 
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Nachfolgend wurde geprüft, ob die identifizierten Proteine auch mit AvrBs3∆2 in Hefe 

interagieren. Dafür wurden die AH109-Stämme, welche die Beuteplasmide enthielten, mit 

dem Y187-Stamm gepaart, welcher BD-avrBs3∆2 exprimierte. Überraschenderweise 

wuchsen die resultierenden diploiden Zellen jedoch nicht auf Selektionsmedium ohne 

Histidin und Adenin (Abbildung 45). Dieses Ergebnis zeigt, dass die identifizierten Beute-

Proteine nicht mit dem Fusionsprotein BD-AvrBs3∆2 in Hefe interagieren, obwohl dieses 

die Leucin-Zipper-„Repeats“ enthält.  

 

3.3.3. Sequenzanalyse der identifizierten cDNA-Fragmente aus Tomate 

 

In einem nächsten Schritt wurden die fünf isolierten cDNA-Fragmente, welche für 

spezifische AvrBs3-LZ-Interaktoren kodieren, sequenziert. Durch Sequenzvergleiche mit 

Einträgen der NCBI- und TIGR-Datenbank wurden drei Interaktorklassen ermittelt. Die 

G3-cDNA zeigte eine 76%ige Identität zu dem Enzym RubisCO. Dieses Protein wird 

häufig als Interaktor während Hefe-Di-Hybrid-Ansätzen isoliert und bindet vermutlich 

unspezifisch an AvrBs3-LZ. C8 und D7 sowie G4 und H5 wiesen jeweils identische 

Nukleotidsequenzen auf. Dabei zeigen C8 und D7 eine Identität von 84% zu einer 

reduzierenden Koenzym-F420-Hydrogenase aus Arabidopsis thaliana (Aip7). G4 und H5 

weisen eine 64%ige Identität zu dem Transkriptionsfaktor MERISTEM LAYER L1 aus 

Arabidopsis thaliana (ATML1, Aip8) auf. Die isolierte Aip8-cDNA enthält neben einer 

Homeoboxdomäne auch Leucin-Zipper-„Repeats“. Aip8 kodiert somit für einen sehr 

interessanten AvrBs3-Interaktor, welches in einem DNA-Protein-Komplex zur Induktion 

von Pflanzengenen führen könnte. 

  

Die in diesem Kapitel aufgeführten Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Anja 

Raschke im Rahmen ihres Forschungspraktikums begonnen. Weiterführende Analysen, 

welche Aufschluss geben sollten, ob Aip7 und Aip8 tatsächlich für die Funktion von 

AvrBs3 bedeutsam sind, erfolgten in der Diplomarbeit von A. Raschke.   
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Abbildung 45: Untersuchung der Reproduzierbarkeit und Spezifität der Interaktionen der 
identifizierten Proteine mit AvrBs3-LZ, Lamin C und AvrBs3∆2 in Hefe. 
Die aus Hefe isolierten Beuteplasmide pGADT7-Rec2B6, pGADT7-Rec2C8, pGADT7-Rec2D7, 
pGADT7-Rec2F8, pGADT7-Rec2G3, pGADT7-Rec2G4 und pGADT7-Rec2H5 wurden in den 
Stamm AH109 transformiert und mit den Hefestämmen (A) Y187(pGBKT7avrBs3-LZ), (B) 
Y187(pGBKT7lamC) und (C) Y187(pGBKT7avrBs3∆2) gepaart. Die diploiden Zellen wurden auf 
Selektionsmedium ohne Leucin und Tryptophan (YSD-W-L) sowie auf Medium, welchem 
zusätzlich Adenin und Histidin fehlte (YSD-W-L-H-A) ausgestrichen. Die Hefen wurden für drei 
Tage bei 30°C inkubiert. Das Wachstum der Hefen ist indikativ für eine Interaktion der Köder- und 
Beuteproteine. Das Experiment wurde dreimal mit je fünf unabhängigen Transformanten 
reproduziert. Hefetransformanten, welche nicht reproduzierbar interagierende (AD-B6, blau 
umrahmt) oder unspezifisch interagierende (AD-F8, rot umrahmt) Fusionsproteine enthalten sind 
hervorgehoben. 
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3.4. Virulenzaktivitäten der Typ-III-Effektoren AvrBs1, AvrBs3 und AvrBs4 aus Xcv 
 

3.4.1. Einführung und Vorarbeiten 

 

In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass AvrBs3 eine Hypertrophie des Mesophylls von 

suszeptiblen Pflanzen bewirkt, welche makroskopisch als Pustelbildung an der unteren 

Epidermis infizierter Blätter sichtbar ist (221). Dabei handelt es sich um eine 

Vergrößerung einzelner Zellen, eine Zellvermehrung erfolgt jedoch nicht. Auch die obere 

Epidermis ist aufgewölbt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob weitere sichtbare Pflanzenreaktionen 

durch AvrBs3 ausgelöst werden. Vergleichend erfolgte die Analyse der Effektorproteine 

AvrBs4 und AvrBs1 aus Xcv. AvrBs4, welches in Tomate, vermittelt durch das 

Resistenzgen Bs4, erkannt wird, ist ein Mitglied der AvrBs3-Familie und weist eine 

Identität von 97% zu AvrBs3 auf (45). Die Hauptunterschiede der Proteine liegen in der 

Anordnung der repetitiven Sequenzen, welche die Erkennungsspezifität in resistenten 

Pflanzen bestimmen (145). Außerdem sind im C-Terminus von AvrBs4 vier Aminosäuren 

im Vergleich zu AvrBs3 deletiert (45). Der Austausch der C-Termini von AvrBs3 und 

AvrBs4 bewirkt jedoch keine veränderte Erkennung der Effektoren (23). Obwohl beide 

Effektorproteine sehr ähnlich sind, induziert AvrBs4 keine makroskopisch sichtbare 

Hypertrophie in nicht-resistenten Pflanzen. Das avrBs1-Gen, dessen Produkt eine HR in 

resistenten Paprikapflanzen, die das Bs1-Gen tragen, auslöst, liegt auf dem 183 kb großen 

Plasmid pXcv183 des Xcv-Stammes 85-10 (321, 329). AvrBs1 zeigt geringe Ähnlichkeit zu 

dem Effektor AvrA aus P. syringae (244, 286). 

Um mögliche Virulenzaktivitäten der Effektorproteine zu untersuchen, erfolgte eine 

transiente Expression von avrBs1, avrBs3 und avrBs4 unter Kontrolle des 35S-Promotors 

mittels Agrobacterium Stamm GV3101 in Nicotiana benthamiana. Als Kontrolle wurde N. 

benthamiana parallel auch mit Agrobakterien, die anstelle eines Effektorgens das uidA-

Gen, welches für die β-Glucuronidase (GUS) kodiert, auf der T-DNA enthalten, infiziert.  
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3.4.2. AvrBs1 und AvrBs3 lösen Chlorosen in der Pflanze aus 

 

avrBs1, avrBs3, avrBs4 und uidA wurden in Blättern von N. benthamiana-Pflanzen 

exprimiert. Fünf Tage nach Inokulation der Agrobakterien wurde eine Aufwölbung der 

oberen Epidermis von Blattbereichen, welche AvrBs1 und AvrBs3 enthielten, beobachtet. 

AvrBs4 und GUS lösten hingegen keine Aufwölbung des Blattgewebes aus (Daten nicht 

gezeigt).  

An der Unterseite des Blattbereiches, welcher mit avrBs3 übertragenden Agrobakterien 

infiziert war, wurde eine Pustelbildung beobachtet. AvrBs1, AvrBs4 und GUS lösten keine 

Pusteln aus (Daten nicht gezeigt).  

Gleichzeitig wurde beobachtet, dass AvrBs4 eine geringe Aufhellung des Blattgewebes 

verursachte, wohingegen AvrBs3 und AvrBs1 chlorotische Reaktionen induzierten. 

AvrBs1 löste außerdem Nekrosen aus. Bei Expression von uidA wurden weder Chlorosen 

noch Nekrosen beobachtet. Die festgestellten Reaktionen wurden somit spezifisch durch 

die analysierten Effektoren und nicht durch den Agrobacterium-Stamm ausgelöst 

(Abbildung 46).    

  

 
Abbildung 46: AvrBs1, AvrBs3 und AvrBs4 lösen makroskopisch sichtbare Reaktionen in N. 
benthamiana aus.  
Die Agrobacterium-Stämme (A) GV3101(avrBs4), (B) GV3101(avrBs1), (C) GV3101(uidA) und 
(D) GV3101(avrBs3) wurden in Blätter von N. benthamiana infiltriert. Sieben Tage nach 
Infiltration wurden die Reaktionen auf der Blattoberseite fotografiert.  
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3.4.3. AvrBs1 verursacht eine ähnliche Vergrößerung von Mesophyllzellen wie 

AvrBs3 

 

Im Folgenden wurde mikroskopisch untersucht, ob AvrBs1 ähnliche Effekte auf Zellen des 

pflanzlichen Mesophyllgewebes hat wie AvrBs3. Dafür wurden avrBs1, avrBs3, avrBs4 

und uidA transient in N. benthamiana exprimiert. Drei, vier und fünf Tage nach Infiltration 

erfolgten  licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen in Kooperation mit 

Simone Jahn und Gerd Hause (Biozentrum der Universität Halle). Die Analysen zeigten, 

dass das Mesophyllgewebe, welches uidA exprimiert, dem Gewebe nicht-infiltrierter 

Blattbereiche gleicht. Alle analysierten Palisadenzellen enthielten lückenlos nebeneinander 

liegende Chloroplasten im Zytoplasmasaum. Die Interzellularräume im Mesophyllgewebe 

waren relativ groß (Abbildung 47A und B). Hingegen zeigte Gewebe, in welchem avrBs3 

exprimiert wurde, ähnlich den Vorarbeiten (221), stark vergrößerte Mesophyllzellen und 

dadurch stark verringerte Interzellularräume (Abbildung 47C). Speziell die Palisadenzellen 

waren im Vergleich zur Kontrolle verlängert und verbreitert.  

AvrBs1 bewirkte eine ähnliche Vergrößerung von Mesophyllzellen wie AvrBs3 

(Abbildung 47D). Die Zellen waren jedoch kaum verlängert, aber stark verbreitert, so dass 

der Interzellularraum zwischen den Palisadenzellen ebenfalls reduziert war.  

Interessanterweise zeigten die mikroskopischen Analysen von Gewebeteilen, in denen das 

AvrBs3-homologe AvrBs4-Protein synthetisiert wurde, nur eine sehr geringfügige 

Vergrößerungen der Mesophyllzellen (Abbildung 47E).  

Es lässt sich zusammenfassen, dass AvrBs4, welches zu 97% identisch mit AvrBs3 ist, nur 

sehr geringe Zellvergrößerungen induziert. AvrBs1 hingegen, welches keinerlei 

Ähnlichkeit zu AvrBs3 aufweist, hat einen vergleichbaren Effekt auf die Wirtszelle wie 

AvrBs3. Dies zeigt, dass strukturell verschiedene Effektoren ähnliche Virulenzreaktionen 

in der Pflanze auslösen können. Es ist jedoch erwähnenswert, dass beide Reaktionen nicht 

identisch sind: Zellen, welche avrBs3 exprimieren, sind doppelt so lang wie avrBs1-

exprimierende Zellen (Abbildung 47, vergleiche C und D). 
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Abbildung 47: AvrBs1 und AvrBs3 verursachen eine starke Veränderung der Morphologie 
von Mesophyllzellen.  
N. benthamiana-Blätter wurden (A)  nicht behandelt bzw. mit den Agrobacterium-Stämmen (B) 
GV3101(uidA), (C) GV3101(avrBs3), (D) GV3101(avrBs1) und (E) GV3101(avrBs4) infiltriert. 
Das Blattmaterial wurde fünf Tage nach Infiltration lichtmikroskopisch untersucht. Dargestellt sind 
zwei verschiedene Vergrößerungen. Die Balken beziehen sich auf A-E. E: Epidermis, P: 
Palisadengewebe, S: Schwammparenchym, L: Leitgewebe. Zellbereiche mit sichtbaren 
Chloroplasten sind mit einem schwarzen Pfeil, Interzellularräume mit schwarzem Stern und tote 
Zellen mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet. 
 

3.4.4. Das Zellwachstum ist mit einer Vergrößerung der Vakuole verbunden 

 

Wie in Abbildung 44 zu sehen, scheint die Vergrößerung der Mesophyllzellen nicht mit 

einer Vermehrung des Zytoplasmas, sondern mit einer Vergrößerung der Zentralvakuole 

verbunden zu sein. In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung wurden bei 

mikroskopischen Untersuchungen von Mesophyllzellen von N. benthamiana, welche 

avrBs1 oder avrBs3 exprimieren, im Vergleich zu unbehandeltem Gewebe oder uidA bzw. 

avrBs4 exprimierenden Zellen Membranstrukturen innerhalb der Zentralvakuole 

beobachtet (Abbildung 48). Diese sind ein Indiz für eine erfolgende Vakuolisierung. 

Zusätzlich wurde auch eine erhöhte Anzahl von Golgivesikeln beobachtet, welche 

vermutlich Bestandteile für die Zellwandsynthese liefern (Daten nicht gezeigt). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 48: AvrBs1 und AvrBs3 verursachen ein Wachstum der 
Zentralvakuole in der Pflanzenzelle.  
N. benthamiana wurde mit den Agrobacterium-Stämmen (A) 
GV3101(avrBs3) und (B) GV3101(avrBs1) infiltriert. Das Blatt-
material wurde 5 Tage nach Infektion geerntet und mittels Elektronen-
mikroskop analysiert. Die Membranstrukturen sind in der Vakuole 
sichtbar. Die Balken entsprechen 2 µm. 
 

A
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Abbildung 49: Einfluss von AvrBs1, AvrBs3 und AvrBs4 auf die Organellen von N. 
benthamiana-Zellen.  
N. benthamiana wurde mit den Agrobacterium-Stämmen GV3101(uidA), GV3101(avrBs3), 
GV3101(avrBs1) und GV3101(avrBs4) infiltriert. Das Blattmaterial wurde 5 Tage nach Infektion 
geerntet und elektronenmikroskopisch untersucht. (A) Ultrastruktur von Mitochondrien (m), Nuklei 
(n), Chloroplasten (c), Endoplasmatischem Retikulum (Pfeilkopf), Golgi-Apparat (schwarzer Pfeil) 
und Peroxisomen (p) in Mesophyllzellen, welche uidA, avrBs1, avrBs3 oder avrBs4 exprimieren. k: 
Kristall. (B) Chloroplasten von Mesophyllzellen, welche uidA, avrBs1, avrBs3 oder avrBs4 
exprimieren. (C) Chloroplasten von Epidermiszellen, welche uidA, avrBs1, avrBs3 oder avrBs4 
exprimieren. Weißer Pfeil kennzeichnet Thylakoidstapel. S: Stärkekorn. Die Balken entsprechen 1 
µm. 
 

 

3.4.5. Untersuchung des Einflusses von AvrBs1, AvrBs3 und AvrBs4 auf die 

Ultrastruktur der Organellen 

 

Die mikroskopischen Untersuchungen ergaben keine Veränderungen der Ultrastruktur von 

Chloroplasten, Mitochondrien, Golgi-Apparat, Endoplasmatischem Retikulum und 

Peroxisomen nach Expression von avrBs1, avrBs3 oder avrBs4 in den Pflanzenzellen im 

Vergleich zur Ultrastruktur dieser Organellen in uidA exprimierendem Gewebe, die auf 

Abbauprozesse hindeuten (Abbildung 49A). Die Ultrastruktur der untersuchten Organellen 

liefert demnach keine Hinweise auf einen Funktionsverlust der Organellen. In den 
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Chloroplasten uidA exprimierender Zellen sind weniger Thylakoidstapel sichtbar 

(Abbildung 49B). Dies könnte auf den erhöhten Stärkegehalt und die dadurch weniger 

benötigte Photosyntheseaktivität zurückzuführen sein. Chloroplasten in avrBs3 oder 

avrBs1 exprimierenden Zellen enthielten im Vergleich zu uidA oder avrBs4 

exprimierenden Zellen nur wenig oder keine Stärke (Abbildung 49B). Vermutlich wurde in 

den Zellen, welche avrBs3 bzw. avrBs1 exprimierten, in einem hohen Maße Energie für 

das Zellwachstum benötigt, so dass kaum Stärke gebildet und gespeichert werden konnte. 

Alle untersuchten Epidermiszellen enthielten Stärkekörner in den Chloroplasten, 

unabhängig davon, ob avrBs1, avrBs3 oder avrBs4 exprimiert wurde (Abbildung 49C). 

Übereinstimmend damit weisen Epidermiszellen keine Vergrößerung auf.  

Während der elektronenmikroskopischen Studien wurden weder degenerierte noch 

teilungsaktive Plastiden beobachtet. Dies legt die Vermutung nahe, dass AvrBs1, AvrBs3 

und AvrBs4 keine Veränderung der Chloroplastenzahl bewirken. 

 

 

 

 

3.4.6. AvrBs1 induziert nekrotische Reaktionen im Pflanzengewebe 

 

In den mikroskopischen Studien wurden in avrBs1 exprimierendem Gewebe im Vergleich 

zu unbehandeltem oder uidA exprimierendem Gewebe reproduzierbar tote Zellen detektiert 

(Abbildung 47D und 50). Dieses Resultat stimmt mit den makroskopischen 

Beobachtungen überein, dass AvrBs1 nekrotische Reaktionen in pflanzlichem Gewebe 

hervorruft (Abbildung 46). Weiterhin wurde beobachtet, dass sich die intakten Zellen 

durch Kalloseauflagerung von den abgestorbenen Zellen abgrenzen (Abbildung 50B). 

 

 

Abbildung 50: AvrBs1 induziert das Absterben 
von Mesopyllzellen in N. benthamiana.  
N. benthamiana wurde mit dem Agrobacterium-
Stamm GV3101(avrBs1) infiltriert. Das Blattma-
terial wurde 5 Tage nach Infektion geerntet und 
mittels Elektronenmikroskop untersucht. (A) Abge-
storbene Zelle ohne Vakuole,  mit Stärkekörnern. 
(B) Kalloseauflagerung (K) grenzt lebende Zelle (L) 
von toter Zelle (T) ab. Die Balken entsprechen 2 µm. 
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3.4.7. AvrBs4 verursacht einen erhöhten Katalasegehalt in den Peroxisomen 

 

Die vergleichenden mikroskopischen Untersuchungen zeigten, dass interessanterweise alle 

Peroxisomen avrBs4 exprimierender Zellen auffällige Kristallstrukturen aufwiesen 

(Abbildung 49A und 51). Diese Kristalle weisen auf eine hohe Konzentration des 

Katalaseproteins hin (106). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von 

avrBs4 zu einer erhöhten Katalaseproduktion in den Mesophyllzellen führt.  

 

3.4.8. AvrBs3 verursacht eine sichtbar erhöhte Transkriptionsaktivität in den 

Zellkernen 

 

In den mikroskopischen Untersuchungen wurden auch die Zellkerne der transformierten 

Pflanzenzellen näher analysiert. Neben ultrastrukturellen Untersuchungen erfolgten 

morphometrische Analysen zur Größe der Zellkerne und Nukleoli. Hierzu wurde der 

Flächeninhalt von Kernen von Mesophyllzellen und der darin enthaltenen Nukleoli 

vermessen. Um die Vermessung peripherer Schnitte zu vermeiden, wurden nur Zellkerne 

analysiert, in denen ein Nukleolus im Schnitt sichtbar war.  

Zellen, welche uidA, avrBs1 oder avrBs4 exprimierten, wiesen Nuklei vergleichbarer 

Größe auf wie Zellen unbehandelter Pflanzenteile (ca. 60-110 µm2). Die 

Durchschnittsgröße der Zellkerne in avrBs3 exprimierenden Zellen war dagegen mit 160 

µm2 größer (Abbildung 52A und B). Besonders die Nukleoli der avrBs3 exprimierenden 

Zellen waren mit 17 µm2 signifikant größer als die 4 bis 9 µm2 großen Nukleoli in 

unbehandelten bzw. uidA, avrBs4 und avrBs1 exprimierenden Zellen  (Abbildung 52A und 

C). Auffällig war, dass in 52% der untersuchten Zellkerne avrBs3 exprimierender Zellen 

ein zentraler, hellerer Bereich in den Nukleoli sichtbar war. In Zellen, welche avrBs1 oder 

avrBs4 exprimierten, enthielten hingegen nur 6 bzw. 8,5% der Nukleoli einen solchen 

Abbildung 51: Die Expression von avrBs4 in N. benthamiana 
verursacht einen erhöhten Katalasegehalt in Peroxisomen von 
Mesophyllzellen.  
N. benthamiana wurde mit dem Agrobacterium-Stamm GV3101(avrBs4) 
infiltriert. Das Blattmaterial wurde 5 Tage nach Infektion geerntet und 
mittels Elektronenmikroskop untersucht. Die Abbildung zeigt ein 
Peroxisom mit Katalasekristall. Der Balken entspricht 2 µm. 
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Bereich, ähnlich wie in Zellen von unbehandeltem Gewebe (4,2%, Abbildung 52A und D). 

Bei diesen Bereichen handelt es sich um so genannte nukleoläre Vakuolen (120). 

Nukleoläre Vakuolen stellen jedoch keine von einem Tonoplasten umhüllte Vakuole dar, 

sondern sind ein strukturelles Indiz für eine starke Transkription der rRNA-Gene und somit 

ein Hinweis auf eine erhöhte Translationsaktivität in den Zellen (308). Die Ergebnisse 

deuten somit auf eine erhöhte Translation in AvrBs3 synthetisierender Zellen hin (308). 

Überraschenderweise wurden auch in 29% der Nukleoli uidA exprimierender Zellen 

nukleoläre Vakuolen detektiert (Abbildung 52). Dies legt den Schluss nahe, dass die 

Expression von uidA ebenfalls eine erhöhte Translationsaktivität bewirkt. 
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Abbildung 52: AvrBs3 verursacht eine erhöhte Aktivität in Zellkernen von Pflanzenzellen.  
N. benthamiana wurde nicht bzw. mit den Agrobacterium-Stämmen GV3101(uidA), 
GV3101(avrBs3), GV3101(avrBs1) und GV3101(avrBs4) infiltriert. Das Blattmaterial wurde 5 
Tage nach Infektion geerntet und je 69 Zellkerne lichtmikroskopisch untersucht und vermessen 
(A). KP: Kernplasma, N: Nukleolus, V: nukleoläre Vakuole. Die Balken entsprechen 2 µm. Die 
Diagramme zeigen die durchschnittliche Größe der Zellkerne (B) und die durchschnittliche Größe 
der Nukleoli (C) in µm2. Dargestellt sind Mittelwerte nach statistischem T-Test mit je 69 
Messwerten. Die Standardabweichungungen sind angegeben. Die durchgeführten statistischen 
Tests sind im Anhang aufgeführt.  
 

 

3.4.9. AvrBs3 kann die durch AvrBs1 induzierte HR unterdrücken 

 

Die durch AvrBs1 induzierte Zellvergrößerung sollte im Folgenden im natürlichen System 

überprüft werden. Dafür wurde der, das avrBs1-Gen tragende, jedoch langsam wachsende 

Xcv-Stamm I74A (ein Derivat von 85-10) in Paprikapflanzen infiltriert. In früheren 

Arbeiten wurden bereits Transkonjuganten dieses Stammes verwendet, um die durch 

AvrBs3 induzierte Hypertrophie auf Paprikablättern deutlicher zu visualisieren (221). 

Dabei wurde gezeigt, dass Xcv I74A(avrBs3) eine deutliche Pustelbildung in C. annuum 

cv. ECW verursacht, wohingegen Xcv I74A(avrBs3∆AD) keine Pusteln induzierte (221). In 

dieser Arbeit wurden die gleichen Stämme in die C. annuum-Kulturvarietäten ECW, 

ECW-30R (Bs3) und ECW-10R (Bs1) infiltriert. Dabei zeigte sich, dass der Xcv-Stamm 

I74A(avrBs3∆AD) einige Pusteln an der Oberfläche suszeptibler Paprikapflanzen der 

Kulturvarietät ECW auslöst (Abbildung 53). Diese könnten durch AvrBs1 verursacht 

worden sein. Überraschenderweise waren in ECW-30R-Pflanzen jedoch keine Pusteln 

sichtbar.  

In C. annuum cv. ECW-10R sollten die verwendeten Stämme aufgrund der Expression und 

Translokation von AvrBs1 eine HR auslösen. Interessanterweise war die HR jedoch stark 

reduziert, wenn gleichzeitig AvrBs3 in die Pflanze transloziert wurde. Wie erwartet löste 

der avrBs3 exprimierende Stamm in ECW eine Hypertrophie und in ECW-30R eine 

AvrBs3-spezifische HR aus. AvrBs3∆AD induzierte erwartungsgemäß weder eine 

Hypertrophie noch eine HR. Diese Resultate deuten darauf hin, dass AvrBs3 in 

Abhängigkeit von der AD die durch AvrBs1 verursachte Abwehrreaktion der Pflanze 

supprimiert. Dieser Effekt wurde nur bei Infiltration des langsam wachsenden Stammes 

I74A mit geringer Dichte beobachtet. Die Zelltod supprimierende Aktivität könnte somit, 

neben der Induktion der Hypertrophie, eine weitere Virulenzaktivität des Effektors AvrBs3 

sein. 
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3.4.10. AvrBs1 und AvrBs3 induzieren einen erhöhten Ionenaustritt aus N. 

benthamiana-Zellen  

 

Um weitere durch Effektoren hervorgerufene, physiologische Veränderungen in Pflanzen 

zu untersuchen, wurde der Ionenaustritt aus Zellen infizierter N. benthamiana-Zellen 

bestimmt (siehe 2.9.). Dafür wurden uidA, avrBs1, avrBs3 bzw. avrBs4 mittels 

Agrobacterium in N. benthamiana exprimiert und zwei, vier bzw. sieben Tage nach 

Infiltration Blattscheiben geerntet. Verglichen mit nicht infiltriertem Blattmaterial konnte 

bei Expression von uidA vier Tage nach Infektion mit Agrobacterium kein signifikant 

veränderter Ionenaustritt gemessen werden. AvrBs3 und AvrBs1 induzierten hingegen 

einen signifikant erhöhten Ionenaustritt, welcher sieben Tage nach Infiltration nicht weiter 

erhöht war (Abbildung 54). Interessanterweise verursachte das AvrBs3-homologe Protein 

AvrBs4 keinen verstärkten Ionenaustritt (Abbildung 54).  

 

Abbildung 53: AvrBs3 kann die durch AvrBs1 
induzierte HR in  C. annuum cv. ECW-10R 
unterdrücken.  
Xcv I74A-Stämme (Derivate von Xcv 85-10), welche 
AvrBs1, AvrBs3 bzw. AvrBs3∆AD, wie angegeben, 
translozieren, wurden mit einer OD600 von 0,1 in C. 
annuum cv. ECW, ECW-30R und ECW-10R in-filtriert. 
Die Reaktionen wurden fünf Tage nach In-filtration 
fotografiert. Pusteln sind durch schwarze Pfeile markiert. 
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Abbildung 54: Messung des Ionenaustritts aus Pflanzenzellen nach Expression von uidA, 
avrBs1, avrBs3 oder avrBs4.   
Blätter von N. benthamiana wurde mit Infiltrationsmedium bzw. mit den Agrobacterium-Stämmen 
GV3101(uidA), GV3101(avrBs4), GV3101(avrBs3) und GV3101(avrBs1) infiltriert. Blattscheiben 
wurden 1, 4 und 7 Tage nach Infektion von fünf unabhängigen Pflanzen geerntet und die relative 
Leitfähigkeit als Maß für den Ionenaustritt bestimmt. Meßpunkte stellen Mittelwerte von fünf 
Messungen dar, die Standardabweichung ist angegeben. Das Experiment wurde dreimal wieder-
holt, wobei vergleichbare Resultate erzielt wurden.  
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4. Diskussion und Ausblick 

 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit liefern neue Erkenntnisse über 

Virulenzfunktionen von T3-Effektoren sowie neue Einblicke in die molekulare 

Wirkungsweise des T3-Effektorproteins AvrBs3 aus Xcv. Sekretion und Translokation von 

AvrBs3 werden vermutlich durch die Bindung des T3-Chaperons HpaB begünstigt. Im 

pflanzlichen Zytoplasma bindet AvrBs3 an Importin α, wodurch der Kernimport vermittelt 

werden kann. Weiterhin zeigten die Studien, dass AvrBs3 die Vitamin B1-Synthese in der 

Pflanze hemmen kann, vermutlich durch direkte Interaktion mit dem Thiaminbiosynthese-

Enzym C. Interessant sind auch die Ergebnisse, die zeigen, dass das als 

Transkriptionsregulator diskutierte AvrBs3-Protein Homodimere formt, da viele 

Transkriptionsregulatoren als Dimere agieren. Die erhaltenen Ergebnisse werden im 

Folgenden im Detail diskutiert. 

 

4.1. Der Weg des Typ-III-Effektors AvrBs3: von der Sekretion aus dem Bakterium 

bis zur Wirkung als Transkriptionsfaktor in der Pflanze 

 

4.1.1. HpaB beeinflusst die Sekretion von AvrBs3 durch Interaktion mit dem N-

Terminus des Effektors in Xcv 

 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Xcv-Protein HpaB an die N-terminalen 

Aminosäurereste 1-50 von AvrBs3 bindet, nicht aber an AvrBs3∆2, in welchem die Reste 

2-152 fehlen. Da HpaB ein kleines, saures, Leucin reiches Protein ist und damit typische 

Eigenschaften eines T3-Chaperons besitzt, wird postuliert, dass es die Sekretion des T3-

Effektors AvrBs3 begünstigt (56, 98). Für HpaB wurde nicht nur die Bindung an AvrBs3, 

sondern auch eine Interaktion mit anderen, nicht homologen Effektoren aus Xcv 

nachgewiesen (D. Büttner, C. Lorenz, (57). Daher liegt der Schluss nahe, dass es sich um 

ein T3-Chaperon der Klasse IB handelt (265). Somit ist HpaB das erste Klasse IB-

Chaperon aus phytopathogenen Bakterien, da IB-Chaperone bisher nur aus den 

Tierpathogenen Shigella flexneri und Salmonella enterica isoliert wurden (89, 90, 202, 

262).  



Diskussion und Ausblick 

                                                                                  
  

113

Es wurde gezeigt, dass die Bindung von T3-Chaperonen an den N-Terminus von T3-

Effektoren deren Sekretion durch das T3SS begünstigen (141). Tatsächlich werden die 

Derivate AvrBs3∆1 (Aminosäurereste 3-27 fehlen) und AvrBs3∆2 (Aminosäurereste 2-

152 fehlen) nicht von Xcv sekretiert (325). Dies legt die Vermutung nahe, dass 

Sekretionssignal und HpaB-Bindungsstelle in AvrBs3 kolokalisieren.  

Es werden verschiedene Möglichkeiten angenommen, wie ein T3-Chaperon zur Sekretion 

eines T3SS-Substrates beitragen kann (98). Für das T3-Chaperon IpgC aus Shigella wurde 

z.B. gezeigt, dass es eine Assemblierung seiner Substrate IpaB und IpaC verhindert und zu 

deren Stabilisierung beiträgt (227). Sekretionsanalysen mit hpaB-Deletionsmutanten lassen 

jedoch vermuten, dass HpaB keinen Einfluss auf die Stabilität von AvrBs3 hat (D. Büttner;  

56). Ob HpaB eine Assemblierung des Effektors vor dessen Sekretion verhindert, könnte 

z.B. anhand der beobachteten Dimerisierung von AvrBs3 untersucht werden. Dabei sollte 

hpaB gleichzeitig mit avrBs3 und avrBs3∆NLS-GFP mittels Agrobacterium in N. 

benthamiana exprimiert werden. Verhindert HpaB die Assemblierung der AvrBs3-

Derivate, so sollte kein Koimport von AvrBs3∆NLS-GFP durch AvrBs3 beobachtet 

werden.  

Andere Studien wiesen wiederum darauf hin, dass T3-Chaperone ihre Substrate in einem 

teilweise entfalteten Zustand halten, um deren Passage durch das T3SS zu gewährleisten 

(98). So zeigten Kristallisierungsstudien mit Chaperon-Effektor-Komplexen aus 

Salmonella typhimurium, dass SicP durch Bindung an den N-Terminus von SptP ca. 100 

Aminosäuren des Effektors in einem ungefalteten Zustand hält (316). Um zu klären, ob 

HpaB tatsächlich die Faltung der Effektor-N-Termini verhindert,  müsste HpaB in 

weiterführenden Studien zusammen mit AvrBs3 oder einem der interagierenden T3-

Effektoren aus Xcv kristallisiert werden.  

T3-Chaperone wurden auch als Regulatoren für eine Sekretions-Hierarchie diskutiert (98). 

So erlauben die 15 N-terminalen Aminosäurereste von YopE, z.B.  nur in multiplen 

Effektor-Deletionsmutanten eine starke Sekretion des Fusionsproteins  YopE1-15-Cya. 

Wurden dagegen die N-terminalen 130 Aminosäurereste von YopE, welche die 

Chaperonbindestelle enthalten, an die Cya fusioniert, so erfolgte auch in Wildtyp-Stämmen 

eine starke Sekretion des Fusionsproteins (49).  Diese Daten deuten an, dass das Chaperon 

SycE durch Bindung an YopE eine bevorzugte Sekretion des Effektorproteins vermittelt. 

Domänenaustausch-Experimente mit AvrBs3 und dem Translokonprotein HrpF zeigten, 

dass der HrpF-N-Terminus eine Sekretion des entsprechenden AvrBs3∆2-Fusionsproteins 

aus hpaB-Deletionsmutanten ermöglicht (D. Büttner; 56). Dies deutet an, dass der AvrBs3-
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N-Terminus eine HpaB-Abhängigkeit der Sekretion vermittelt. Es ist denkbar, dass auch 

die Bindung von HpaB an die N-terminalen Bereiche von AvrBs3, ähnlich wie SycE, zu 

einem bestimmten Zeitpunkt eine bevorzugte Sekretion des Effektors bewirkt, wohingegen 

Translokonproteine kaum oder gar nicht sekretiert werden. 

Neuere Studien mit tierpathogenen Bakterien weisen nun darauf hin, dass T3-Chaperone 

einen Kontakt zwischen ihren Substraten und dem T3S-Apparat herstellen (9, 115, 330). 

Die ATPase InvC, z.B., aus Salmonella enterica interagiert mit T3SS-Substraten und 

bewirkt deren Freisetzung aus dem Effektor-Chaperon-Komplex (9). Tatsächlich konnte 

kürzlich gezeigt werden, dass HpaB mit der mit dem T3S-Apparat assoziierten ATPase 

HrcN aus Xcv interagiert (C. Lorenz und D. Büttner, unveröffentlichte Daten). Die 

Bindung von HpaB an die 50 N-terminalen Aminosäurereste von AvrBs3 und die 

Interaktion von HpaB mit HrcN könnte somit den Kontakt zwischen Effektor und 

Sekretionsapparat herstellen.  

Es wurde gezeigt, dass HpaB mit AvrBs31-50, nicht aber mit AvrBs3∆2 (Aminosäurereste 

2-152 fehlen) interagiert. Tatsächlich wurden die T3S-Signale in den meisten Effektoren 

im N-Terminus der Effektorproteine lokalisiert, wobei jedoch keine Konsensussequenz 

identifiziert werden konnte (118, 134, 210, 211, 240, 269, 294). Übereinstimmend damit 

wurden die Bindestellen fast aller untersuchten T3-Chaperon-Moleküle im N-Terminus 

ihrer Substrate lokalisiert (141). Chaperone von Substraten des Flagellarsystems bilden 

eine Ausnahme, da diese an die C-Termini ihrer Bindungspartner binden (19). Analysen 

von AvrBs2 aus Xcv zeigten, z.B., dass die Aminosäurereste 1-28 und 1-58 für die 

Sekretion und Translokation des Effektors benötigt werden (240). Für YopE und YopH 

wurden die Sekretionssignale in den N-terminalen 15 bzw. 17 Aminosäureresten gefunden 

(296, 313). Vergleichende Sequenzanalysen mit mehreren Effektoren von Xcv ergaben 

jedoch ein konserviertes, mögliches Sekretions- bzw. Translokationssignal für AvrBs3 

innerhalb der Aminosäuren 129-143 (94). Diese Daten lassen vermuten, dass es 

möglicherweise zwei Sekretionssignale in AvrBs3 gibt, eines in den ersten N-terminalen 

Aminosäuren 1-27 und ein weiteres innerhalb der Aminosäuren 129-143. Die Deletion des 

ersten Signals scheint jedoch bereits effektiv die Sekretion von AvrBs3 zu verhindern 

(325). Es wäre daher interessant zu untersuchen, ob eine Deletion der Aminosäuren 129-

143 ebenfalls zum Verlust der Sekretion des Effektors führt.  

Es ist bisher auch nicht auszuschließen, dass die Aminosäurereste 1-15 von AvrBs3, 

ähnlich wie in YopE, für die T3S genügen. Um dies zu überprüfen, müsste ein weiteres 

Deletionsderivat von AvrBs3 (AvrBs3∆1-15) erstellt und mittels Sekretionsanalysen 
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untersucht werden. Für das Chaperon SycE wurde gezeigt, dass es an die Aminosäurereste 

15-50 in YopE bindet. Interessanterweise zeigten die Arbeiten an SycE und YopE, dass die 

Reste 50-77 in YopE dessen Sekretion behindern, und dieser Effekt durch SycE-Bindung 

überwunden wird (62, 105, 296, 351). Ob die Aminosäurereste 15-50 in AvrBs3 für die 

HpaB-Bindung ausreichen, wurde bisher noch nicht untersucht. Da die N-Termini der 

Translokonproteine zur Erstellung der HrpF- und XopA-AvrBs3-Fusionsproteine an 

AvrBs3∆2 (Aminosäurereste 2-152 deletiert) fusioniert wurden, konnte ein negativer 

Einfluss der Aminosäurereste 50-77 bisher nicht untersucht werden. In wieweit die 

Aminosäurereste 51-152 von HpaB gebunden werden können, ist ebenfalls nicht geklärt. 

Es kann bisher demnach auch nicht ausgeschlossen werden, dass HpaB auch an die 

Aminosäurereste 51-100 bindet, wie die Kristall-Untersuchungen der SptP-SicP-Komplexe 

andeuten (315). Die Erstellung weiterer Deletionsderivate von AvrBs3 und anschließende 

Interaktionsstudien mit HpaB sowie Sekretionsanalysen könnten Aufschluss geben, ob 

zusätzliche Bereiche von AvrBs3 die HpaB-abhängige Sekretion verstärken bzw. eine 

Rolle für die HpaB-Bindung spielen.  

 

4.1.2. AvrBs3 formt Homodimere durch Interaktion der zentralen „Repeats“ im 

Zytoplasma der Pflanzenzelle 

 

Nachdem AvrBs3 mit Hilfe von HpaB durch das T3SS aus Xcv sekretiert und in die 

Wirtszelle transloziert wurde, befinden sich die Effektormoleküle zunächst im Zytoplasma 

der Pflanzenzelle. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass AvrBs3-Moleküle in Hefe und in 

vitro miteinander interagieren. Die Interaktion in vitro mittels GST-„pull-down”-

Experimenten legt den Schluss nahe, dass für die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion keine 

zusätzlichen eukaryotischen Proteine nötig sind. Die Untersuchungen von AvrBs3 mittels 

„Blue native”-Gelelektrophorese wiesen darauf hin, dass AvrBs3 Homodimere bildet. Es 

wurde weiterhin gezeigt, dass AvrBs3 in der Pflanzenzelle dimerisiert. AvrBs3 ist nach 

unserem Wissen das erste Beispiel eines T3-Effektorproteins eines phytopathogenen 

Bakteriums, welches dimere Komplexe formt. Bisher wurde die Fähigkeit zur 

Dimerisierung nur für Effektoren aus Tierpathogenen beschrieben (260). Wie bereits 

erwähnt, wird angenommen, dass AvrBs3 als Transkriptionsregulator in der pflanzlichen 

Zelle agiert. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen diese Hypothese, da für einige 

eukaryotische Transkriptionsregulatoren gezeigt wurde, dass sie Dimere bilden. Aufgrund 
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konservierter DNA-Binde-Domänen wurden diese in Familien eingruppiert. Beispiele sind 

die Familien der bZIP-Faktoren, welche basische Leucin-Zipper-Motive enthalten sowie 

MYB- und MADS-Box-Proteine, welche nach den zuerst isolierten Proteinen mit dem 

entsprechenden Motiv benannt wurden (199, 229, 279, 301). Obwohl AvrBs3 keine 

offensichtliche DNA-Bindedomäne enthält, hat es mehrere Eigenschaften mit den 

genannten Transkriptionsfaktoren gemeinsam. AvrBs3 lokalisiert im Zellkern und enthält 

eine AD, welche für die Induktion von Pflanzengenen essentiell ist (221, 324). AvrBs3 

enthält außerdem imperfekte Leucin-Zipper (LZ)-„Repeats“, 111). Letztere vermitteln in 

bZIP-Faktoren deren Homo- und Heterodimerisierung. Die hier erfolgten Hefe-Di-Hybrid-

Studien zeigten jedoch, dass AvrBs3-Deletionsderivate ohne LZ (AvrBs3∆C) miteinander 

interagieren können, wohingegen AvrBs3∆rep-312, welches das LZ-Motiv enthält, keine 

Dimere in Hefe bilden kann. Demnach sind die LZ-ähnlichen „Repeats“ im C-Terminus 

von AvrBs3 vermutlich nicht an der AvrBs3-AvrBs3-Interaktion beteiligt. Es kann jedoch 

nicht ausgeschlossen werden, dass die Leucin-Zipper-„Repeats“ eine Heterodimerisierung 

mit pflanzlichen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. bZIP-Faktoren ermöglichen. Die in 

einem solchen bZIP-Protein enthaltene DNA-Bindedomäne könnte dann die Bindung an 

Promotoren, der durch AvrBs3 induzierten Gene vermitteln. Interessanterweise wurde in 

Arbeiten mit AvrBs3-homologen Proteinen gezeigt, dass das LZ-Motiv für die 

Erkennungsspezifität der Effektoren wichtig sein kann (156, 175). AvrBs3 und das sehr 

homologe Protein AvrBs4, zeigen unterschiedliche Erkennungsspezifitäten, weisen aber im 

Bereich des LZ-Motivs keine Sequenzunterschiede auf (23, 45, 47). 

Domänenaustauschexperimente zwischen AvrBs3 und Hax2 zeigten wiederum, dass der 

AvrBs3-LZ-Bereich für die Bs3 vermittelte Erkennung wichtig sein könnte (175). Die 

Daten deuten demnach darauf hin, dass die LZ-„Repeats“ vermutlich nur für die 

Avirulenzaktivität von AvrBs4 unbedeutend sind. Übereinstimmend damit wird auch das 

AvrBs4-Derivat AvrBs4∆227, welchem 12 „Repeats“ und der gesamte C-Terminus fehlen, 

von Bs4 erkannt (23). Interessanterweise wurde in dieser Arbeit ein pflanzlicher AvrBs3-

Interaktor mit LZ-Motiv identifiziert, welcher weiter unten diskutiert wird. 

Hefe-Di-Hybrid-Studien ergaben, dass die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion durch die zentrale 

„Repeat”-Region vermittelt wird, welche auch die Erkennungsspezifität von AvrBs3 

bestimmt (145). Um zu untersuchen, welche „Repeats“ für die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion 

verantwortlich sind, wurden verschiedene AvrBs3-Deletionsderivate getestet. Dabei stellte 

sich heraus, dass 14,5 „Repeats” ausreichen, um eine Interaktion ähnlich des Wildtyp-

Proteins zu vermitteln, wohingegen die Deletion von 10 bis 12 „Repeats“ eine verminderte 
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Proteininteraktion bewirken. Obwohl die zentralen „Repeats” nicht völlig identisch sind, 

waren die getesteten Interaktionen vergleichbar, unabhängig davon, welcher Bereich der 

„Repeat”-Region deletiert wurde. Diese Ergebnisse deuten auf einen additiven Effekt der 

einzelnen „Repeats” für die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion hin. Die Cysteinreste, welche in 

allen „Repeats“ enthalten sind, vermitteln jedoch keine Ausbildung intramolekularer 

Disulfidbrücken, wie Untersuchungen mit aufgereinigtem AvrBs3-Protein zeigten. 

Tatsächlich ist allen „Repeats” auch ein hoher Anteil an Leucin-Resten gemeinsam, was 

eine Rolle der Sequenzwiederholungen für Protein-Protein-Wechselwirkungen impliziert 

(111, 188). 

Transkomplementationsansätze in C. annuum cv. ECW-30R (Bs3) und 

Kolokalisierungsstudien in N. benthamiana ergaben, dass die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion 

sowohl in resistenten als auch in nicht-resistenten Pflanzen erfolgt. Dies lässt vermuten, 

dass die Dimerisierung von AvrBs3 während kompatibler und inkompatibler Pathogen-

Wirt-Interaktionen erfolgt und demzufolge für Avirulenz- und Virulenzfunktion von 

AvrBs3 eine Rolle spielt. Da die „Repeat”-Region nicht nur die Dimerisierung, sondern 

auch die Erkennungsspezifität von AvrBs3 vermittelt, ist es schwierig, die Frage nach der 

biologischen Relevanz der Dimerisierung zu klären. Es wird vermutet, dass die 

Dimerisierung von AvrBs3 nach der Translokation von AvrBs3-Monomeren erfolgt, da 

angenommen wird, dass die Substrate des T3SS teilweise ungefaltet durch den T3-Pilus ins 

Wirtszellzytoplasma transportiert werden (98). Ein AvrBs3-Dimer würde vermutlich zu 

groß sein, um den T3-Pilus passieren zu können. Wie im Abschnitt 4.1.1. diskutiert, könnte 

das T3-Chaperon HpaB AvrBs3 in einem teilweise entfalteten Zustand halten.  

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Agrobacterium vermittelte Koexpression zweier 

avrBs3-Deletionsderivate, welche in Paprika keine Bs3-spezifische HR auslösen 

(avrBs3∆AD und avrBs3∆rep-16) zur Induktion einer HR führt. Überraschenderweise 

resultierte die Koinfiltration von zwei Xcv-Stämmen, wobei jeder Stamm eines der avrBs3-

Derivate exprimierte, nicht in einer solchen Transkomplementation. Dies könnte an der 

niedrigen Menge an AvrBs3-Protein liegen, welches von Xcv sekretiert wird, verglichen 

mit der erhöhten Proteinmenge, die aus der Agrobacterium vermittelten Expression unter 

der Kontrolle des 35S-Promotors resultiert. Weiterhin muss beachtet werden, dass die 

AvrBs3-Deletionsderivate nicht nur Heterodimere, sondern auch Homodimere bilden, 

jedoch nur die heterodimeren Komplexe aktiv sind und eine HR auslösen können. Da 

während der Agrobacterium vermittelten Expression aufgrund des starken 35S-Promotors 

eine höhere Anzahl Monomere zur Verfügung steht, steigt in diesem experimentellen 



Diskussion und Ausblick 

                                                                                  
  

118

Ansatz auch die Anzahl an Heterodimeren. Die Agrobacterium vermittelte Koexpression 

von avrBs3∆AAD und avrBs3∆rep-16 in N. benthamiana oder suszeptiblen 

Paprikapflanzen führte jedoch nicht zur Induktion einer Hypertrophie (Daten nicht 

gezeigt), welche normalerweise durch AvrBs3 ausgelöst wird (221). Eine mögliche 

Erklärung ist, dass für die Induktion einer Hypertrophie mehr AvrBs3-Moleküle nötig sind 

als für die Auslösung einer HR. Denkbar ist auch, dass die Homodimerisierung effektiver 

als die Heterodimerisierung der AvrBs3-Derivate erfolgt, so dass die 

Transkomplementation erschwert wird. In diesem Zusammenhang ist es bemerkenswert, 

dass Xanthomonas-Stämme mehrere Homologe mit unterschiedlicher Spezifität in die 

gleiche Pflanzenzelle translozieren, ohne dass deren Aktivität sichtbar beeinträchtigt ist. 

Dazu zählen z.B. der Xcv-Stamm 82-8, welcher AvrBs3 und AvrBs4 sekretiert, sowie Xoo-

Stämme, die mehr als zehn avrBs3-Homologe exprimieren (197, 365, 367). Des Weiteren 

ist es auch denkbar, dass andere, gleichzeitig aus Xanthomonas sekretierte Proteine, 

pflanzliche Proteine oder eine bevorzugte Kinetik zur favorisierten Bildung von 

Homodimeren führen. Das Ausbleiben einer Hypertrophie bei Expression zweier mutanter 

avrBs3-Derivate lässt aber auch den Schluss zu, dass nur Wildtyp-AvrBs3-Homodimere 

die vollständige Virulenzaktivität besitzen. 

Die Kolokalisierungsexperimente zeigten weiterhin, dass die AvrBs3-AvrBs3-Interaktion 

im Zytoplasma der Pflanzenzelle und somit vor dem Kernimport des Effektors erfolgt.  

Zusammenfassend ergeben die in planta-Studien folgende Schlussfolgerung: Ein AvrBs3-

Molekül mit funktionaler AAD und eine Wildtyp-„Repeat“-Region innerhalb eines 

AvrBs3-Dimers sind notwendig und ausreichend, um eine HR in resistenten Pflanzen zu 

induzieren. Wie frühere und hier erfolgte Arbeiten zeigten, binden Importin α-Moleküle an 

die AvrBs3 NLS (324; diese Arbeit). Die hier erfolgende Importin α-NLS-Interaktion 

benötigt keine Assemblierung der NLS zu einer dimeren Form, da auch AvrBs3∆SpHI in 

den Zellkern lokalisiert, obwohl diesem AvrBs3-Derivat gesamte „Repeat“-Region fehlt. 

Andere Proteine, wie z.B. die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 aus Hefe, 

müssen dagegen dimerisieren, um funktionale NLS auszubilden (224). Dabei erfolgt die 

Dimerisierung über SH2-Phosphotyrosin-Interaktionen zwischen zwei STAT-Molekülen 

und Importin α bindet über seinen C-Terminus an Tyrosin-phosphorylierte STAT-Dimere 

und nicht über die Armadillo-„Repeats“ wie bei AvrBs3 (27, 71, 104, 303).  

Insgesamt geben die hier erhaltenen Ergebnisse einen weiteren Einblick in die 

Wirkungsweise des Effektorproteins AvrBs3: AvrBs3 wird als Dimer in den Zellkern 

transportiert, in welchem es dann die Induktion pflanzlicher Zielgene bewirkt. Die 
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Fähigkeit, Dimere zu bilden unterstützt die Hypothese, dass AvrBs3 als 

Transkriptionsregulator in der Pflanzenzelle fungiert. Da die Dimerisierung durch das 

Leucin reiche Rückgrat der „Repeat“-Region vermittelt wird, ist es wahrscheinlich, dass 

auch andere AvrBs3-Familien-Mitglieder als Homodimere agieren. Es wäre interessant, zu 

untersuchen, ob AvrBs3 im Zellkern tatsächlich als Homodimer agiert oder mit 

pflanzlichen Transkriptionsfaktoren heterodimerisiert. FRET-Analysen von Zellkernen 

unter Verwendung fluoreszierender AvrBs3-Fusionsproteine könnten darüber Aufschluss 

geben, wie stabil der dimere AvrBs3-Komplex im Zellkern vorliegt. Bei einer möglichen 

Heterodimerisierung könnte das postulierte LZ-Motiv eine Rolle spielen. Diese Frage 

wurde in Abschnitt 3.1.2.3.15. bearbeitet und wird weiter unten diskutiert.  

 

4.1.3. CaIMPα1 interagiert mit dem NLS-Bereich des Effektorproteins AvrBs3 im 

Zytoplasma der Pflanzenzelle 

 

Unter Verwendung unterschiedlicher Techniken wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass das 

Importin α-Protein CaIMPα1 aus Paprika in der Pflanze mit AvrBs3 interagiert. Die 

Komplexe aus CaIMPα1 und AvrBs3 wurden direkt in lebenden pflanzlichen Zellen 

visualisiert, wodurch gezeigt wurde, dass die in Hefe und in vitro beobachtete Interaktion 

(324) tatsächlich in der natürlichen Umgebung der Proteine erfolgt. Mit den 

durchgeführten Koimmunopräzipitations-, BiFC- und FRET-Analysen wurden dabei 

relativ neu entwickelte Techniken angewendet. Diese Arbeiten zeigen auch, dass eine 

Interaktion eines T3-Effektors, welche durch Hefe-Di-Hybrid-Sichtungen gefunden wurde, 

in planta bestätigt werden kann. Bisher wurden nur wenige Proteine beschrieben, welche 

mit T3-Effektoren phytopathogener Bakterien in der Pflanzenzelle interagieren. 

Beispielsweise wurden mehrere putative Interaktoren von AvrPto in Hefe-Di- und Hefe-

Tri-Hybrid-Sichtungen mit Pto identifiziert, welche als Virulenzzielproteine bezeichnet 

werden könnten. Für keines dieser Proteine wurde bisher jedoch eine Interaktion in planta 

gezeigt (43). Erst kürzlich wurden mittels Hefe-Di-Hybrid-Sichtung Proteine aus Malus 

domestica identifiziert, welche mit dem Erwinia-Effektor DspA/E interagieren. Die 

Interaktionen konnten in vitro bestätigt werden, jedoch erfolgten keine Experimente in 

planta (228). 

Eine der ersten in planta-Studien zeigte, dass AvrRpt2 aus P. syringae und das 

entsprechende R-Protein RPS2 aus Arabidopsis-Zellen koimmunopräzipitieren. Dabei 
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wurden interessanterweise zusätzliche Proteine mit Molekulargewichten von 75 kDa bzw. 

100 kDa detektiert, deren Idendität jedoch unbekannt ist (203). Bei einem der in diesen 

Komplexen enthaltenen Proteine könnte es sich um RIN4 handeln, welches in Hefe als 

Interaktor von AvrB isoliert wurde (216). Später wurde mit Hilfe von 

Koimmunoprezipitationsansätzen gezeigt, dass RIN4 tatsächlich in der Pflanze mit AvrB 

sowie mit AvrRpt2 und AvrRpm1 und den korrespondierenden Resistenzproteinen 

interagiert (20, 215, 216). Ein weiteres Beispiel eines Virulenzzielproteins, dessen 

Interaktion mit dem Effektorprotein in der Pflanze gezeigt werden konnte, ist PBS1. Die 

Studien zeigten, dass der Pseudomonas-Effektor HopAR1, welcher vermutlich als 

Cysteinprotease fungiert, mit der Kinase PBS1 aus Arabidopsis interagiert, wodurch diese 

abgebaut wird (306). Der Abbau von PBS1 führt zur Aktivierung des Resistenzproteins 

RPS5 und dadurch zur Induktion der Abwehrreaktionen. Bisher wurde für eine Vielzahl 

weiterer T3-Effektoren phytopathogener Bakterien eine Aktivität als Cysteinprotease 

postuliert und gezeigt (für einen Überblick siehe (132, 239). Virulenzziele dieser 

Effektoren wurden jedoch noch nicht identifiziert. 

Die Tatsache, dass die Interaktion zwischen CaIMPα1 und AvrBs3∆2 mittels KoIP und 

BiFC-Studien in Pflanzenzellen gezeigt werden konnte, legt den Schluss nahe, dass es sich 

bei dem in Hefe-Di-Hybrid-Studien identifizierten CaIMPα1-Protein um einen realen 

Interaktor des Effektors AvrBs3 handelt. 

Um die Interaktion von AvrBs3 und CaIMPα1 in planta zu untersuchen, wurden AvrBs3-

Fusionsproteine verwendet. Sowohl die N-terminalen als auch die C-terminalen AvrBs3- 

Fusionsproteine lokalisierten im Nukleus wie das Wildtyp-Protein (325). Dies zeigt, dass 

die verwendeten Fusionen den Kernimport nicht behindern. Experimente in Hefe und in 

vitro deuteten an, dass die Interaktion des Paprika-Importin α-Proteins mit AvrBs3 über 

die NLS 2 des Effektors erfolgt (324). Die hier erfolgten Studien zeigten, dass für die 

CaIMPα1-AvrBs3∆2-Interaktion in der Pflanzenzelle tatsächlich die AvrBs3-NLS-Region 

benötigt wird. Erste FRET-Analysen mit AvrBs3∆2 und CaIMPα1 ergaben Zellkerne mit 

positiven, aber auch Zellkerne mit negativen FRET-Effizienzen. Dies könnte darauf 

zurückzuführen sein, dass die Interaktion von Importin α-Molekülen mit AvrBs3∆2 

transient erfolgt und nach Kernimport aufgehoben wird. So enthalten Zellkerne mit 

positiven FRET-Signalen vermutlich CaIMPα1-AvrBs3∆2-Komplexe, wohingegen in 

Zellkernen ohne messbaren FRET die Proteinkomplexe bereits dissoziiert sein könnten. 

Die bekannten Daten über die Wirkungsweise der Kernimportmaschinerie unterstützen 

diese Hypothese (122, 194). Danach erfolgt die Interaktion von AvrBs3 und Importin α 
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vermutlich im Zytoplasma und anschließend wird dieser Komplex vermittelt durch ein 

gebundenes Importin β-Molekül in den Zellkern transportiert. Dort dissoziiert der 

Proteinkomplex und die Importin α- und β-Moleküle sowie AvrBs3 werden vermutlich 

freigesetzt. Die Importin-Moleküle können dann zurück in das Zytoplasma gelangen, um 

neue Proteine für den Kernimport zu binden und AvrBs3 kann als Transkriptionsaktivator 

fungieren.  

Interessanterweise zeigten kürzlich erschienene Arbeiten, dass Importin α-Proteine eine 

bedeutende Rolle für die Pflanzenabwehr spielen können. MOS6, ein Gen aus Arabidopsis, 

kodiert für Importin α3, dessen Deletion eine verstärkte Anfälligkeit der Pflanzen 

gegenüber Pathogenen bewirkt (264). Da die Bs3 vermittelte Erkennung und die 

Geninduktion von der Kernlokalisierung von AvrBs3 abhängen, würde eine Deletion von 

Caimpα1 jedoch sowohl die Avirulenz- als auch die Virulenzaktivität beeinträchtigen. Die 

vorangegangenen Hefestudien zeigten aber, dass verschiedene Importin α- Homologe an 

die AvrBs3-NLS binden können und vermutlich den Transport des Effektors in den 

Zellkern vermitteln (324). Die gleichzeitige Deletion oder das „Silencing“ aller 

Paprikahomologe würde vermutlich pleiotrope Effekte haben und Pathogen unabhängige 

Prozesse in der Pflanze beeinträchtigen und somit starke negative Einflüsse auf das 

Wachstum der Pflanze haben.  

Da Caimpα1 in einer cDNA-Bank aus C. annuum cv. ECW-123-Pflanzen, welche das 

Resistenzgen Bs3 enthalten, gefunden wurde, könnte es sich bei Caimpα1 um Bs3 handeln 

(112). Bisher wurden einige Fälle einer direkten Avr-R-Interaktion beschrieben. 

Beispielsweise interagiert AvrPto aus P. syringae mit Pto aus Tomate; AvrPita aus 

Magnaporthe grisea interagiert in vitro direkt mit dem Reis-R-Protein Pi-ta und PopP2 aus 

R. solanacearum interagiert mit dem korrespondierenden R-Protein RRS1-R aus 

Arabidopsis (81, 162, 302, 327). Caimpα1 kann jedoch nicht für das R-Protein Bs3 

kodieren, da AvrBs3 sowohl in suszeptiblen als auch in resistenten Paprikapflanzen im 

Nukleus lokalisiert ist und die Expression von Caimpα1 in beiden isogenen Linien (ECW-

30R und ECW) nachgewiesen werden kann (A. Raschke, D. Gürlebeck und U. Bonas, 

unveröffentlichte Daten).  

Der „Guard“-Hypothese entsprechend (siehe 1.3.2.), könnte der AvrBs3-Interaktor 

CaIMPα1 auch ein Virulenzziel von AvrBs3 sein, welches durch Bs3 „bewacht“ wird 

(337). CaIMPα1 interagiert in planta spezifisch mit dem NLS-Bereich von AvrBs3, 

welche in den Proteinen der AvrBs3-Effektorfamilie konserviert ist. Tatsächlich bildet 
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auch AvrBs4∆2 mit CaIMPα1 Komplexe in lebenden Pflanzenzellen (A. Raschke, D. 

Gürlebeck und U. Bonas, unveröffentlichte Daten). Es ist demnach wahrscheinlich, dass 

auch andere AvrBs3-Homologe mit CaIMPα1 bzw. mit homologen Importin α-Molekülen 

verschiedener Pflanzenarten interagieren. In diesem Fall würde Importin α ein 

Virulenzzielprotein vieler T3-Effektoren darstellen. Tatsächlich wurde mit RIN4 bereits 

ein pflanzliches Zielprotein beschrieben, welches durch mehrere, nicht homologe 

Effektoren aus P. syringae gebunden wird (182, 216, 306). AvrB und AvrRpm1 

phosphorylieren RIN4, wohingegen die Cysteinprotease AvrRpt2 den Abbau von RIN4 

bewirkt. Dabei ist jedoch noch nicht geklärt, welche Rolle die Modifikationen von RIN4 

für die Virulenzaktivität der Effektoren bzw. die Virulenz des Pathogens spielen. RIN4 

wird durch die R-Proteine RPM1 und RPS2 „bewacht“ (20, 215, 216). Diese werden durch 

die Phosphorylierung bzw. den Abbau von RIN4 aktiviert und leiten die pflanzlichen 

Abwehrreaktionen ein (20, 182, 215, 216). Auch AvrBs3 ähnliche Effektoren werden 

durch verschiedene R-Gene vermittelt, erkannt. Dabei sind diese R-Gene und deren 

Produkte sehr divers: Xa5, z.B., weist Homologie zur γ-Untereinheit des 

Transkriptionsfaktors IIA auf (36, 157), Xa27 wird durch AvrXa27 induziert (129) und 

Bs4 ist ein typisches NB-LRR-Resistenzprotein (298). Doch “bewacht” tatsächlich jedes 

dieser unterschiedlichen R-Proteine Importin α?  Importin α ist ein essentielles Protein für 

die pflanzliche Zelle, da es den Transport verschiedener Pflanzenproteine in den Zellkern 

gewährleistet. Demnach ist es denkbar, dass Importin α-Proteine sehr gut in der 

Pflanzenzelle “bewacht” werden. Die Bs3 vermittelte Erkennung von AvrBs3 erfolgt in 

Abhängigkeit von der Kernlokalisierung des Effektors (324). Da aber AvrBs3∆AD, 

welches die NLS enthält, keine HR in Bs3-Paprikapflanzen induziert, ist die Aktivierung 

von Bs3 bzw. Bs3 eher von der Aktivität von AvrBs3 als Transkriptionsregulator abhängig 

und nicht von der Bindung an Importin α. Auch im Fall von AvrXa27 löst nicht die 

Bindung an ein Importin α-Homolog aus Reis die Abwehrmechanismen aus, sondern 

vermutlich die Bindung des Effektors an den Promotor des R-Gens Xa27 (130). Des 

Weiteren erkennt Bs4 das homologe AvrBs4-Protein unabhängig von den C-terminalen 

NLS (23, 298). Dies deutet  wiederum darauf hin, dass die Bindung von Importin α nicht 

für die Gen-für-Gen-Erkennung notwendig ist.  

Alle Daten weisen darauf hin, dass Importin α kein klassisches, durch R-Proteine 

“bewachtes” Virulenzzielprotein ist. Importin α ist dennoch für die Virulenz- und 

Avirulenzaktivitäten AvrBs3-ähnlicher Effektoren notwendig, da die Aktivierung der 
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Genexpression vom Kernimport der Proteine und damit von der Bindung an Importin α-

Moleküle abhängig ist. Auch andere T3-Effektoren enthalten NLS, wie z.B. XopD, PopP2, 

AvrRxv, AvrBsT und AvrXv4 (63, 81, 251, 281). Für PopP2 aus R. solanacearum und 

XopD aus Xcv wurde die Kernlokalisierung bereits gezeigt (81, 148). Dies deutet an, dass 

auch diese Proteine mit Importin α-Molekülen interagieren könnten. Die eigentlichen 

Virulenzzielproteine von XopD, z.B., sind vermutlich jedoch bisher unbekannte 

SUMOylierte Pflanzenproteine (148).  

 

In zukünftigen Studien sollten abschließende Koimmunopräzipitationsexperimente zur 

Untersuchung der AvrBs3-CaIMPα1-Interaktion erfolgen, da in der vorliegenden Arbeit 

dafür zunächst AvrBs3∆2-HA und YFPC-HA-AvrBs3∆2 verwendet wurden. Für einen 

besseren Vergleich sollte ein Experiment mit AvrBs3∆2-HA und AvrBs3∆2∆NLS-HA 

erfolgen. Die FRET-Analysen, welche in dieser Arbeit mit AvrBs3-CFP und CaIMPα1-

YFP begonnen wurden, sollten nachfolgend mit allen möglichen Kombinationen der 

verschiedenen fluoreszierenden Fusionsproteine durchgeführt werden. Dies erfolgte in der 

Diplomarbeit von A. Raschke. Dabei wurde eine größere Anzahl an Zellkernen untersucht, 

um statistisch abgesicherte Aussagen treffen zu können. Die statistische Auswertung ergab, 

dass sich, verglichen mit homodimeren Komplexen von Transkriptionsfaktoren 

(Positivkontrolle) keine stabilen AvrBs3-Importin α-Komplexe in pflanzlichen Zellkernen 

befinden (A. Raschke, Diplomarbeit, 2006). Dies spricht für die bereits diskutierte 

transiente Interaktion der untersuchten Proteine.  

Interessanterweise ist CaIMPα1 der bisher einzige beschriebene Interaktor eines Effektors 

der AvrBs3-Familie. In dieser Arbeit wurden jedoch auch weitere potentielle AvrBs3-

Interaktoren identifiziert, die nachfolgend diskutiert werden. 

 

4.1.4. Hemmt AvrBs3 die Vitamin B1-Synthese im Zytoplasma? 

. 

Während einer Hefe-Di-Hybrid-Sichtung mit AvrBs3 als Köder wurde LeThiC als 

putativer Interaktor von AvrBs3 identifiziert. Die LeThiC-AvrBs3-Interaktion konnte in 

Hefe und in vitro reproduziert werden und erfolgt spezifisch mit Mitgliedern der AvrBs3-

Familie. Analysen mit verschiedenen Deletionskonstrukten von AvrBs3 zeigten, dass die 

Interaktion mit LeThiC mit der „Repeat“-Region erfolgt und von der Anzahl der 

„Repeats“, nicht aber von deren Position oder variablen Aminosäureresten abhängt. In 
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planta durchgeführte Interaktionsstudien konnten die Interaktion bisher jedoch nicht 

bestätigen: In BiFC-Analysen interagierte weder AvrBs3∆2, welches relativ schnell in den 

Zellkern importiert wird, noch AvrBs3∆2∆NLS, welches im Zytoplasma verbleibt, mit 

LeThiC. AvrBs3∆2 wurde zuvor jedoch erfolgreich für in planta-Interaktionsstudien mit 

CaIMPα1 mittels BiFC verwendet. Auch für das entsprechende LeThiC-Fusionsprotein 

wurde eine Interaktion unter Verwendung der BiFC-Methode gezeigt (R. Szczesny und U. 

Bonas, unveröffentlichte Daten). Es kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, dass die 

Interaktion zwischen AvrBs3 und LeThiC zu schwach ist, um mit den zur Verfügung 

stehenden Techniken in planta nachgewiesen zu werden. Es ist ebenfalls möglich, dass die 

fusionierten YFP-Hälften die hier untersuchte Interaktion behindern. 

Koimmunopräzipitationen der möglichen AvrBs3-LeThiC-Komplexe aus 

Pflanzenzellextrakten waren bisher nicht möglich, da bereits nach 

Immunopräzipitationsreaktionen nach Expression von LeThiC-Fusionen nicht genügend 

Protein detektiert werden konnte.  

Eine weitere mögliche Erklärung bietet die Lokalisierung von Effektor und Interaktor. 

Aufgrund seiner Homologie könnte der Interaktor LeThiC eine Rolle in der Vitamin B1-

Synthese in der Pflanze spielen, welche früheren Arbeiten zufolge vermutlich in den 

Chloroplasten erfolgt (28, 170, 278). Tatsächlich deuteten physiologische 

Komplementationsanalysen an, dass LeThiC an der Vitamin B1-Synthese in der Pflanze 

beteiligt ist. Jedoch wurde LeThiC in der vorliegenden Arbeit im Zytoplasma von 

Pflanzenzellen lokalisiert. Die zu den früheren Arbeiten an Vitamin B1-Syntheseenzymen 

widersprüchliche Lokalisierung könnte in der Verwendung N-terminaler Fusionsproteine 

begründet sein, welche die Erkennung des Signalpeptids für den Chloroplastenimport 

behindern. C-terminale Fusionen konnten aber weder mittels Fluoreszenzmikroskop noch 

mittels Westernblot nachgewiesen werden. Die Vorhersagen verschiedener 

Computerprogramme waren sehr unterschiedlich und erlaubten keine eindeutige Aussage 

über die Lokalisierung von LeThiC. Aufgrund dieser Daten kann zum jetzigen Zeitpunkt 

nicht sicher gesagt werden, in welchem Kompartiment LeThiC lokalisiert. In 

weiterführenden Arbeiten könnten andere Epitope an LeThiC fusioniert werden oder aber 

Antikörper gegen LeThiC hergestellt werden, welche dann für die Detektion des Proteins 

nach Fraktionierung von Pflanzenmaterial und Isolierung von Chloroplasten verwendet 

werden können. Da AvrBs3 zunächst von Xcv ins pflanzliche Zytoplasma injiziert wird, 

und die Synthese von LeThiC im Zytoplasma der Pflanzenzelle erfolgt, ist jedoch, trotz 
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unterschiedlicher Lokalisierung von AvrBs3 und LeThiC, nicht auszuschließen, dass beide 

Proteine transient im Zytoplasma interagieren. 

Vitamin B1 dient als Kofaktor von Enzymen des Zitratzyklus. Um die Frage nach einer 

möglichen biologischen Relevanz der in Hefe gefundenen Interaktion zwischen AvrBs3∆2 

und LeThiC zu klären, wurden „Silencing“-Experimente mittels VIGS in N. benthamiana 

und Paprika durchgeführt. Die makroskopisch sichtbaren Reaktionen der Pflanzen nach 

anschließender Infektion mit avrBs3-exprimierenden Agrobakterien bzw. Xanthomonaden 

lieferten keine Hinweise dafür, dass LeThiC an der Ausbildung der Hypertrophie beteiligt 

ist. Um sicherzustellen, dass das VIGS erfolgt war, müsste überprüft werden, ob die 

Transkriptmenge der homologen ThiC-Gene in N. benthamiana und Paprika hinreichend 

reduziert werden konnte. Interessanterweise zeigten jedoch spezifisch die Pflanzen, für 

welche das LeThiC-„Silencing“-Konstrukt verwendet wurde einen deutlich abweichenden 

Phänotyp im Vergleich zu Pflanzen, in welchen Fragmente des GFP- oder PDS-Gens 

verwendet wurden. Dies legt den Schluss nahe, dass das „Silencing“ der ThiC-Homologen 

in beiden Pflanzenarten erfolgreich war. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass 

wenige, noch vorhandene LeThiC-Moleküle ausreichen, um die AvrBs3-spezifischen 

Reaktionen auszulösen. 

Interessanterweise wurde bei den Analysen zur biologischen Bedeutung der AvrBs3-

LeThiC-Interaktion ein verminderter Vitamin B1-Gehalt in Pflanzen, welche avrBs3 

exprimieren, verglichen mit Pflanzen, welche kein Wildtyp-avrBs3 exprimieren, 

festgestellt. Dies deutet an, dass AvrBs3 die Vitamin B1-Synthese hemmt oder zumindest 

verzögert. Dies erscheint im Vergleich aktueller Arbeiten, welche Hinweise dafür liefern, 

dass Vitamin B1 eine Rolle während der pflanzlichen Abwehr spielt, vorstellbar. So wurde 

gezeigt, dass Thiamin in verschiedenen Pflanzenarten Resistenz induziert, unabhängig von 

der untersuchten Pathogen-Wirt-Interaktion (7). Dabei wurde festgestellt, dass 

verschiedene PR-Gene durch Thiamingabe verstärkt exprimiert wurden. Wang und 

Kollegen isolierten das Reisgen OsDR8, welches für die Resistenz der Pflanzen gegenüber 

Xoo und Magnaporthe grisea bedeutend ist (350). Interessanterweise zeigte das 

Genprodukt Homologie zu einem Enzym der Thiaminsynthese. Transgene Pflanzen, 

welche eine reduzierte Expression von OsDR8 und eine reduzierte Resistenz zeigten, 

enthielten außerdem weniger Thiamin als die Kontrollpflanzen. Wurde Vitamin B1 

zugegeben, konnte der beobachtete Resistenzverlust komplementiert werden. Die Autoren 

schlussfolgerten, dass die Akkumulation von Vitamin B1 für die Abwehrreaktionen der 

Reispflanzen essentiell ist. Diese Daten berücksichtigend, ist es vorstellbar, dass AvrBs3 
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an LeThiC bindet, dessen enzymatische Aktivität inhibiert und dadurch die Abwehr der 

Pflanze verzögert.  

Um statistisch abgesicherte Aussagen treffen zu können, mussten die zu vergleichenden 

Agrobacterium vermittelten Expressionen nebeneinander in einem Blatt erfolgen. Dazu  

wurde das Experiment in N. benthamiana durchgeführt, da nur in diesen Pflanzen eine 

ausreichend große Fläche mit Agrobacterium durch einmaliges Aufsetzen der Spritze 

infiltriert werden konnte. Um die Variabilität der individuellen Pflanzen zu umgehen und 

mit Tomate arbeiten zu können, aus welcher LeThiC isoliert wurde, könnten zukünftig 

ähnliche Experimente mit Zellkulturen von L. esculentum durchgeführt werden. Ein 

solcher Ansatz ermöglicht die Agrobacterium vermittelte Expression des Effektorgens und 

stellt ausreichend Zellmaterial für die Extraktion der Thiamin-Verbindungen zur 

Verfügung. Des Weiteren könnten nach Etablierung eines solchen experimentellen 

Ansatzes, eine Reihe von AvrBs3-Deletionsderivaten getestet werden, um zu prüfen, von 

welcher Region des Effektors die Hemmung des Vitamin B1-Synthese-Enzyms abhängt.  

Weiterhin könnten VIGS-Experimente durchgeführt werden, und die Pflanzen nach 

erfolgtem „Silencing“ mit unterschiedlichen Pathogenen infiziert werden. Diese Ansätze 

könnten zeigen, ob das Vorhandensein von LeThiC auch einen Einfluss auf andere 

Pathogen-Wirt-Interaktionen hat. In den durchgeführten Arbeiten wurde nach „Silencing“-

Ansätzen mit LeThiC-Fragmenten zumindest keine verminderte Resistenz von Bs1-

Paprikapflanzen gegenüber AvrBs1 translozierenden Xcv-Stämmen beobachtet. Es ist 

denkbar, dass für die Bs1 vermittelte Erkennung von AvrBs1 Vitamin B1 keine Rolle 

spielt. Der nach durchgeführtem VIGS von LeThiC spezifisch veränderte Phänotyp der 

Paprikablätter deutet an, dass das „Silencing“ erfolgreich war. Möglich ist aber, dass durch 

das „Silencing“ des Paprika-ThiC-Gens die Thiaminmenge nicht ausreichend reduziert 

war, um einen Einfluss auf die AvrBs1-Bs1-Erkennung beobachten zu können. Die 

Überexpression von LeThiC hatte vermutlich keinen Einfluss auf die durch AvrBs3 

ausgelösten Reaktionen, da es sich bei LeThiC nur um ein Enzym zu Beginn einer 

Biosynthesekaskade handelt. Alle folgenden, an der Thiaminsynthese beteiligten, Enzyme 

bestimmen die Reaktionsgeschwindigkeit der Biosynthese. 

Neben den beschriebenen in planta-Studien, könnte ein weiterer, einfacher experimenteller 

Ansatz in E. coli klären, ob LeThiC von AvrBs3 inhibiert wird. Dafür sollte LeThiC 

zunächst in mutanten E. coli-Stämmen, in welchen ThiC deletiert ist (21), exprimiert 

werden. Diese Stämme zeigen vermutlich ein stark reduziertes Wachstum. Erfolgt eine 

Komplementation der ThiC--Mutation durch LeThiC, so sollten die LeThiC-
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exprimierenden Zellen ohne Vitamin B1-Zugabe ähnlich wie der Wildtyp-Stamm wachsen. 

Ist dies der Fall, könnte im selben Stamm auf einem weiteren Plasmid avrBs3 exprimiert 

und das Bakterienwachstum beobachtet werden. Ist das Wachstum ohne Vitamin B1-

Zugabe in diesem Stamm wieder reduziert, so ist dies ein weiteres Indiz dafür, dass 

AvrBs3 tatsächlich das Enzym LeThiC blockiert. Die Tatsache, dass die AvrBs3-LeThiC-

Interaktion in GST-„pull-down“-Experimenten nach Expression der entsprechenden Gene 

in E. coli gezeigt werden konnte, zeigt, dass ein solcher Ansatz in E. coli prinzipiell 

erfolgreich verlaufen könnte. Tatsächlich wurden derartige Komplementationsanalysen 

bereits für andere pflanzliche Enzyme der Vitamin B1-Synthese erfolgreich angewendet 

(184). 

 

4.1.5. Interagiert AvrBs3 im Zellkern mit pflanzlichen Proteinen? 

 

Sowohl die in Vorarbeiten identifizierten Interaktoren von AvrBs3 (324; B. Szurek, 

Doktorarbeit, 2001) als auch das neu gefundene LeThiC-Protein sind zytoplasmatische 

Proteine. Das Zielkompartiment von AvrBs3 ist jedoch der Zellkern der Pflanzenzelle, in 

welchem es die Expression verschiedener Gene induziert (221; S. Kay und U. Bonas, 

unveröffentlichte Daten). Bisher ist nicht bekannt, ob AvrBs3 selbst oder innerhalb eines 

Proteinkomplexes an Promotoren bindet. Da in AvrBs3 keine offensichtliche, bekannte 

DNA-Bindedomäne enthalten ist, wurde spekuliert, dass AvrBs3 mit einem 

Pflanzenprotein interagiert, welches an DNA binden kann. Um die Wahrscheinlichkeit zu 

erhöhen, ein solches DNA-bindendes Protein in einem erneuten Hefe-Di-Hybrid-Ansatz zu 

identifizieren, wurde das putative LZ-Motiv als Köder verwendet. LZ-enthaltende 

Transkriptionsfaktoren binden über dieses Motiv als dimere Komplexe an DNA (199, 

311). Die Analysen zur AvrBs3-AvrBs3-Interaktion zeigten, dass der putative AvrBs3-LZ 

nicht an einer Homodimerisierung des Effektors beteiligt ist. Wie in diesem 

Zusammenhang bereits diskutiert, ist es jedoch denkbar, dass AvrBs3 über das putative 

LZ-Motiv mit pflanzlichen Transkriptionsregulatoren der bZIP-Familie interagiert. 

Unter Verwendung von AvrBs3-LZ als Köder wurden zwei potentielle, spezifische 

Virulenzzielproteine von AvrBs3 identifiziert. Einer der Interaktoren zeigt Homologie zu 

einer reduzierenden Koenzym-F420-Hydrogenase aus Arabidopsis (Aip7). Das andere mit 

AvrBs3 interagierende Protein zeigt Homologie zu dem Homeoboxprotein MERISTEM 

LAYER L1 aus Arabidopsis (Aip8). Homeoboxproteine sind Transkriptionsregulatoren, 
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welche demzufolge kernlokalisiert sind. Innerhalb des interagierenden Fragmentes befindet 

sich auch ein LZ-Motiv. Aip8 stellt somit einen potentiellen Kandidaten eines 

kernlokalisierten AvrBs3-Virulenzzielproteins dar, mit dessen Hilfe AvrBs3 an 

Promotoren, z.B. der identifizierten upa-Gene binden könnte. Das Homolog AtML1 ist 

vermutlich an der Differenzierung der Epidermis beteiligt (217). Northernblotanalysen mit 

Arabidopsis zeigten, dass AtML1 nur in Knospen exprimiert wird (214). Die cDNA-Bank, 

aus welcher Aip8 isoliert wurde, wurde aber nur mit RNA aus Laubblättern von Tomate 

erstellt. Später erfolgte, vergleichende RT-PCR-Studien mit 16 Genen der Homeodomäne-

LZ-Familie zeigten jedoch, dass AtML1 auch in Blättern und Stängeln von 40 Tage alten 

Pflanzen exprimiert wird (243). Es ist demnach nicht auszuschließen, dass Aip8 nicht nur 

in der frühen Embryoentwicklung eine Rolle spielt, sondern auch in bereits 

ausdifferenzierten Geweben älterer Pflanzen. Welche Funktion Aip8 dabei hat und wie 

diese von AvrBs3 beeinflusst werden könnte, ist unklar. Denkbar ist, dass AvrBs3 im 

Komplex mit Aip8 an die Promotorsequenz eines Transkriptionsfaktors bindet, welcher die 

Hypertrophie induziert. Da Aip8 nur zu 64% identisch mit AtML1 ist, ist es auch möglich, 

dass beide Proteine unterschiedliche Funktionen haben.  

Die vollständigen cDNA-Moleküle beider neu identifizierten spezifischen AvrBs3-

Interaktoren wurden bereits isoliert (M. Egler und U. Bonas, unveröffentlichte Daten; A. 

Raschke, 2006 Diplomarbeit). Aufgrund der Ähnlichkeit von Aip8 zu einem 

Transkriptionsregulator scheint dieser AvrBs3-Interaktor besonders interessant. Aip8 

lokalisiert tatsächlich, wie für Transkriptionsregulatoren erwartet, im Zellkern der 

Pflanzenzelle (M. Egler und U. Bonas, unveröffentlichte Daten). Interessanterweise 

interagiert Aip8 nicht nur mit AvrBs3, sondern auch mit HpaA, einem Protein aus Xcv, 

welches ebenfalls in den pflanzlichen Zellkern lokalisiert (O. Kirchner, M. Egler und U. 

Bonas, 154)). Eine verminderte HR in Paprika ECW-30R-Pflanzen nach „Silencing“ von 

Aip8 lässt eine Relevanz der Protein-Interaktion für die Bs3 vermittelte Erkennung von 

AvrBs3 vermuten (A. Raschke, 2006, Diplomarbeit). Bisher konnte eine Interaktion von 

Aip8 und AvrBs3 weder in vitro noch in planta gezeigt werden (A. Raschke, 2006, 

Diplomarbeit). Da die Interaktionsstudien aufgrund nicht detektierbarer Proteinmengen 

nicht erfolgen konnten (A. Raschke, 2006, Diplomarbeit), kann jedoch derzeit nicht 

ausgeschlossen werden, dass AvrBs3 und Aip8 tatsächlich in der Pflanze interagieren. 
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4.2. Virulenzaktivitäten der Typ-III-Effektoren AvrBs1, AvrBs3 und AvrBs4 aus Xcv: 

unterschiedliche Proteine mit ähnlicher Wirkung? 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Expression von avrBs1, avrBs3 und 

avrBs4 in N. benthamiana zu sichtbaren pflanzlichen Reaktionen führt. Diese potentiellen 

Virulenzfunktionen der untersuchten Effektoren stellen im Gegensatz zu deren 

Avirulenzaktivitäten in resistenten Pflanzen Primärfunktionen der Proteine dar. Bisher ist 

jedoch nur wenig über die molekularen Mechanismen bekannt, wie Effektoren zur 

Virulenz eines Pathogens beitragen. Während die Avirulenzaktivitäten der Effektoren 

aufgrund der meist induzierten HR leicht zu verfolgen sind, bleiben die Virulenzaktivitäten 

einzelner Effektoren oft unsichtbar. Dies liegt z.B. an der Vielzahl injizierter Effektoren, 

welche teilweise redundante Funktionen aufweisen. So transloziert Xcv, z.B., mindestens 

20 verschiedene Effektorproteine in die Pflanzenzellen (329). Für weiterführende 

Analysen, z.B. nach Identifizierung von Virulenzzielen, sind jedoch sichtbare oder 

messbare Virulenzfunktionen notwendig. Veränderungen solcher sichtbaren Reaktionen 

nach „Silencing“ oder Überexpression eines Virulenzziel-protein kodierenden Gens 

können z.B. Aufschluss über die biologische Relevanz eines solchen Virulenzzielproteins 

geben. Die Verwendung der Agrobacterium vermittelter Expression erlaubte hier das 

isolierte Studium spezifisch durch AvrBs1, AvrBs3 oder AvrBs4 ausgelöster Effekte.  

 

4.2.1. AvrBs3 und AvrBs4 können vermutlich der pflanzlichen Abwehr 

entgegenwirken  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass Xcv-Stämme, welche sowohl AvrBs1 

als auch AvrBs3 translozieren, keine Bs1-spezifische HR in C. annuum cv. ECW-10R 

induzieren. Bei gleichzeitiger Translokation von AvrBs1 und dem nicht funktionalen 

AvrBs3∆AD wurde hingegen eine Bs1-spezifische HR ausgelöst. Diese Daten deuten 

darauf hin, dass AvrBs3, in Abhängigkeit der AD die AvrBs1-Erkennung in Paprika 

supprimiert. Die Notwendigkeit der AD legt die Vermutung nahe, dass die HR-

Unterdrückung Folge der Aktivität von AvrBs3 als Transkriptionsaktivator ist, d.h. die 

Aktivierung bestimmter Gene durch AvrBs3 führt zur Unterdrückung der AvrBs1-

spezifischen HR.  
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Interessanterweise wurde bereits für eine Anzahl von T3-Effektoren aus dem 

phytopathogenen Bakterium P. syringae eine Aktivität als Zelltodsuppressoren beobachtet 

(cell death suppressing (CDS) activity; 1, 77, 231). Darunter waren Effektoren, die als 

Protease, Tyrosinphosphatase oder E3-Ligase fungierten (2, 50, 95, 182). Wie in dieser 

Arbeit gezeigt wurde, scheint auch AvrBs3 aus Xcv eine solche CDS-Aktivität zu besitzen. 

Arbeiten von Keshavarzi und Mitarbeitern deuteten bereits an, dass Effektorproteine aus 

Xcv basale Abwehrmechanismen der Pflanze unterdrücken können, welche durch LPS 

hervorgerufen wurden (180). In den dabei erfolgten Studien wurde der Xcv-Stamm 85-10 

verwendet, in welchem weder avrBs3 noch avrBs4 enthalten sind. Demnach scheinen in 

Xcv 85-10 andere Effektoren als Abwehrsuppressoren zu fungieren. 

Übereinstimmend mit den in der vorliegenden Arbeit beobachteten Ergebnissen zeigten 

kürzlich Studien von Fujikawa und Mitarbeitern, dass Mitglieder der AvrBs3-Familie die 

Basalabwehr der Pflanze, welche durch P. fluorescens induziert wird, unterdrücken können 

(110). In der vorliegenden Arbeit wurde die CDS-Aktivität von AvrBs3 unter natürlicheren 

Bedingungen bei Infiltration mit Xanthomonas gezeigt. Die HR-Unterdrückung wurde 

jedoch nur beobachtet, wenn der langsam wachsende Xcv-Stamm I74A verwendet wurde 

und nicht bei Infiltration mit dem Wildtyp-Stamm 85-10. Vermutlich transloziert Xcv 85-

10 eine größere Anzahl an AvrBs1-Molekülen, so dass die, durch AvrBs1 induzierte, Bs1 

vermittelte HR zu schnell induziert wird, um effektiv durch AvrBs3 blockiert zu werden. 

Des Weiteren wurde der Effekt, ähnlich wie in anderen Studien, nur bei Infektion mit 

geringer Bakteriendichte beobachtet (171, 212). Diese Bedingungen könnten die 

natürlichen Bedingungen im Feld reflektieren, in welchen die Bakterien in geringer Dichte 

in die Pflanze gelangen.  

Die Tatsache, dass auf Reis pathogene Xoo-Stämme eine Vielzahl von avrBs3-Homologen 

im Genom enthalten und viele Xcv-Stämme kein oder nur ein AvrBs3-Mitglied enthalten, 

deutet darauf hin, dass Xcv AvrBs3 bzw. AvrBs4 durch horizontalen Gentransfer erworben 

hat. Diese Hypothese unterstreichend werden beide avr-Gene auf Plasmiden kodiert (45, 

47). Da avrBs3 in Xcv positiv selektiert wurde, muss das Effektorprotein für das Pathogen 

von Vorteil sein. Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass eine CDS-Aktivität von 

AvrBs3 Xcv befähigt, auch Bs1 exprimierende Paprikapflanzen zu besiedeln, indem die 

Erkennung von AvrBs1 unterdrückt wird.  

In aktuellen Studien wurde außerdem gezeigt, dass T3SS abhängig translozierte Proteine 

aus X. oryzae pv. oryzicola (Xoc) die Gen-für-Gen-Erkennung AvrBs3-homologer 

Effektoren aus Xoo supprimieren (218). Auch der dabei untersuchte Xoc-Stamm exprimiert 
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mehrere avrBs3-homologe Gene (366). Daher ist es vorstellbar, dass in diesem Fall 

AvrBs3-Familienmitglieder eine Verzögerung der R-Protein vermittelten Zelltodreaktion 

verursachen. Die CDS-Aktivität von AvrBs3 könnte auch zur Verzögerung der 

nekrotischen Läsionen führen, welche im Endstadium der bakteriellen Fleckenkrankheit 

sichtbar werden. Dies wurde z.B. für HopPtoN aus P. syringae gezeigt (1, 212). Es wird 

angenommen, dass der programmierte Zelltod in Pflanzen quantitativ, durch eine 

bestimmte Signalanzahl, ausgelöst wird (309, 328). Daher ist es wahrscheinlich, dass 

Effektoren verschiedene positive und negative Regulatoren des PCD beeinflussen, um in 

der Summe effektiv die pflanzlichen Abwehrreaktionen zu blockieren (1). Auch die bereits 

erwähnten Arbeiten von Kesharvazi et al. mit Xcv 85-10 deuten darauf hin (180). 

Tatsächlich wurden innerhalb der letzten Jahre, neben AvrBs3, weitere Effektoren von Xcv 

identifiziert, die eine CDS-Aktivität zeigen (L. Escolar, A. Krüger und U. Bonas, 

unveröffentlichte Daten). Die molekularen Mechanismen der Zelltodsuppression sind 

allerdings noch unklar. 

In weiterführenden Arbeiten wäre es interessant die molekularen Mechanismen der HR-

Unterdrückung aufzuklären. HopPtoD2 muss z.B. als Tyrosinphosphatase aktiv sein, um 

die durch P. syringae ausgelöste Pflanzenabwehr unterdrücken zu können (50, 95). 

Die gleichzeitige Translokation von AvrBs1- und AvrBs3-Derivaten, denen NLS, LZ oder 

Teile der „Repeat“-Region fehlen, aus Xcv, könnten zunächst Aufschluss geben, welche 

Proteinbereiche für die HR-Unterdrückung notwendig sind. Da die AD von AvrBs3 für die 

CDS-Aktivität wichtig zu sein scheint, induziert AvrBs3 vermutlich die Expression 

verschiedener Pflanzengene, wodurch die AvrBs1-Erkennung blockiert wird. Eines der 

durch AvrBs3 induzierten Gene („genes upregulated by AvrBs3“, upa) kodiert für einen 

Transkriptionsfaktor der ERF/AP2 („Ethylene Responsive Element Binding 

Factors/APETALA2“)-Familie (256). Transkriptionsfaktoren dieser Familie sind häufig an 

der Aktivierung der PR-Genexpression beteiligt. Das identifizierte Upa-Protein (Upa12) 

enthält jedoch ein EAR („ERF-associated“)-Repressormotiv (255), welches 

möglicherweise die PR-Gen-Aktivierung hemmt. Upa12 ist somit ein guter Kandidat, 

welcher nach Induktion durch AvrBs3, die pflanzliche Abwehr blockieren könnte. 

Demnach könnte getestet werden, ob Pflanzen, welche upa12 exprimieren, in der Lage 

sind, AvrBs1 zu erkennen. Da Bs1 noch nicht kloniert wurde und die Generierung 

transgener Paprikapflanzen sehr schwierig ist, muss ein entsprechendes Experiment in 

Paprika mittels Agrobacterium vermittelter Expression von upa12 erfolgen. Anschließend 

könnte dann der AvrBs1 translozierende Stamm I74A mit niedriger Dichte infiltriert 
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werden. Um die Problematik der gleichzeitigen Infektion von Pflanzenteilen mit 

Agrobacterium und Xanthomonas zu umgehen, sollte avrBs1 ebenfalls mittels 

Agrobacterium in der Pflanze exprimiert werden. Die Verwendung eines schwachen 

Promotors, z.B. des minimalen Bs4-Promotors (299), könnte dabei die Synthese einer 

niedrigeren Anzahl an AvrBs1-Molekülen ermöglichen, da von Xcv I74A auch nur wenige 

Effektormoleküle transloziert werden. Des Weiteren könnte überprüft werden, ob auch 

andere Zelltodreaktionen von AvrBs3, bzw. von Upa12, unterdrückt werden. So könnten 

Ansätze mit P. fluorescens gewählt werden, um zu testen, ob AvrBs3 bzw. Upa12 die 

Basalabwehr der Pflanze unterdrücken, wie es für AvrXa7, AvrXa10 und Apl1 gezeigt 

wurde (110). Ebenso könnten andere R-Gen-spezifische Zelltodreaktionen untersucht 

werden.  

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Studien deuten auch für das AvrBs3-

homologe Effektorprotein AvrBs4 eine die Abwehr supprimierende Funktion an. So 

zeigten elektronenmikroskopische Untersuchungen, dass Blatt-Peroxisomen avrBs4 

exprimierender Zellen auffällig große Kristalle enthalten. Diese Kristalle, auch als 

„crystalline core“ bezeichnet, sind Anhäufungen des Enzyms Katalase (106). Katalase ist 

ein Enzym, welches das als Zellgift wirkende Wasserstoffperoxid durch 

Disproportionierung zu Sauerstoff und Wasser beseitigt. Wasserstoffperoxid wird in den 

Peroxisomen durch verschiedene Oxidationsprozesse sowie durch die Disproportionierung 

von Sauerstoffradikalen gebildet (79). Pathogenbefall induziert eine verstärkte Produktion 

von H2O2 und ROS, welche Zellschäden verursachen können, da die antioxidativen 

Enzyme, wie z.B. die Katalase, die erhöhte H2O2-Menge nicht abbauen können (79). 

Dadurch kann das gebildete H2O2 aus den Peroxisomen in das Zytoplasma gelangen (78).  

H2O2 bewirkt Zelltodreaktionen während der HR, wirkt direkt toxisch auf Pathogene, ist 

Substrat für strukturelle Schutzbarrieren sowie Signalmolekül für die pflanzliche Abwehr 

(13, 17, 117, 237, 361). Speziell die systemisch erworbene Resistenz (SAR) aber auch 

lokale Abwehrreaktionen benötigen H2O2 (295).  So wurde beispielsweise festgestellt, dass 

exogen zugegebene Katalase nekrotische Reaktionen bei Pathogenbefall verhindert und die 

Bildung von ROS während des „oxidative burst“ inhibiert (82, 223, 361). 

Interessanterweise wurde auch beobachtet, dass Tabakpflanzen mit reduziertem 

Katalasegehalt eine erhöhte Resistenz gegenüber Pathogenbefall zeigen (61, 235). Des 

Weiteren wurde gezeigt, dass Signalmoleküle, welche die pflanzliche Abwehr induzieren, 

wie z.B. SA, die Katalaseaktivität in Tabak hemmen können (70). 
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Die bekannten Daten über pflanzliche Katalasen berücksichtigend, liegt die Vermutung 

nahe, dass die Erhöhung des Katalasegehaltes in Peroxisomen von Pflanzenzellen eine 

Virulenzfunktion von AvrBs4 darstellt. Die durch AvrBs4 möglicherweise verursachte, 

vermehrte Produktion von Katalase könnte den genannten Effekten entgegenwirken und so 

die Abwehrreaktionen der Pflanze unterdrücken. Da die Kristalle nur nach Expression von 

avrBs4 beobachtet wurden, handelt es sich um eine spezifisch durch AvrBs4 ausgelöste 

Katalasebildung und ist nicht auf Agrobacterium selbst zurückzuführen. In 

weiterführenden Experimenten könnte geprüft werden, ob AvrBs4 direkt die Expression 

des Katalasegens beeinflusst. Mit sensitiven Methoden wie quantitativen RT-PCR sollte 

die Expression des Katalasegens nach transienter Expression unterschiedlicher 

Effektorgene verglichen werden. Bei Induktion des Katalasegens durch AvrBs4 wäre auch 

interessant zu prüfen, ob AvrBs4 direkt an dessen Promotorregion binden kann. Des 

Weiteren könnte für verschiedene Pathogen-Wirt-Interaktionen getestet werden, ob bei 

gleichzeitiger Anwesenheit von AvrBs4 spezifische Abwehrreaktionen verzögert oder 

unterdrückt werden. Dabei sollte nicht nur die HR beobachtet, sondern auch die 

Katalaseaktivität wie in der Literatur beschrieben, bestimmt werden (84, 217). 

Interessanterweise wurde in Studien an dem Pilzpathogen Botrytis cinerea und dessen 

Interaktion mit Tomate eine Abnahme der Katalaseaktivität mit Beginn der 

Krankheitssymptome festgestellt. Botrytis ist jedoch anders als Xcv ein nekrotrophes 

Pathogen, welches sich von totem Pflanzenmaterial ernährt. Somit ist es durchaus denkbar, 

dass verschiedene Pathogene unterschiedlich auf die Katalase wirken. In den weiteren 

Analysen sollte daher die Katalasemenge und deren Aktivität nicht nur nach Expression 

von avrBs4 in N. benthamiana mittels Agrobacterium, sondern auch nach Infektion von 

Paprika- und Tomatenpflanzen mit AvrBs4-translozierender Xcv-Stämmen untersucht 

werden.  

 

4.2.2. AvrBs1 und AvrBs3 induzieren eine Hypertrophie der Mesophyllzellen  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde in den mikroskopischen Untersuchungen gezeigt, dass 

AvrBs1 eine ähnliche Vergrößerung von Mesophyllzellen verursacht wie AvrBs3, obwohl 

beide Proteine keinerlei Homologie aufweisen. Das AvrBs3-homologe AvrBs4 hingegen 

induziert nur sehr geringe, kaum mikroskopisch sichtbare Vergrößerungen der 

Mesophyllzellen. Dies zeigt, dass die geringen Unterschiede der Aminosäuresequenzen 
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innerhalb der „Repeat”-Region stark voneinander abweichende Virulenzaktivitäten 

bedingen. Es zeigt aber auch, dass AvrBs4 einen Effekt, wenn auch einen geringen, auf die 

infizierten Zellen hat.  

Die Vergrößerung von Pflanzenzellen benötigt (i) ein Wachstum der Zellwand, (ii) ein 

Wachstum der Zentralvakuole, um die Zelle zu stabilisieren sowie (iii) Energie für die 

genannten Aufbauprozesse. Die mikroskopischen Studien, in welchen die Zellwand und 

die Chloroplasten angefärbt wurden, nicht jedoch die Zentralvakuole, zeigten, dass avrBs1 

und avrBs3 eine Vergrößerung der Vakuole und ein Streckenwachstum der Zellwand 

verursachen. Wird ein Zellstreckungswachstum induziert, so erfolgt zunächst ein 

Ionenstrom in die Vakuole, welcher einen Wassereinstrom zufolge hat. Dadurch werden 

der Tonoplast, die Plasmamembran und die Zellwand gedehnt. Interessanterweise wurden 

neben kleinen Vesikeln, welche wahrscheinlich Stoffe für den Zellwandaufbau enthalten, 

auch Membranstrukturen innerhalb der Zentralvakuolen beobachtet. Diese könnten 

möglicherweise nach der Streckung der Zentralvakuole mit dem Tonoplasten fusionieren.  

Die Chloroplasten von vergrößerten Pflanzenzellen, welche avrBs1 oder avrBs3 

exprimieren, enthielten keine Stärkekörner. Nicht oder kaum vergrößerte Zellen von 

unbehandelten Pflanzen, uidA bzw. avrBs4 exprimierenden Blattbereichen oder der 

Epidermis hingegen enthielten stets Stärkekörner. Dies deutet an, dass die Effektoren 

AvrBs1 und AvrBs3 auch einen Einfluss auf den Kohlenhydratstoffwechsel haben. 

Möglich ist, dass keine Speicherstärke gebildet wird, da die Kohlenhydrate zur 

Energiegewinnung für das Zellwachstum verwendet werden. Eine andere Möglichkeit ist, 

dass bereits vorhandene Stärkekörner zur Energiegewinnung abgebaut werden.  

Epidermiszellen zeigten keine Vergrößerung, obwohl Agrobacterium anders als Xcv auch 

dieses Gewebe infiziert. Das könnte dadurch erklärt werden, dass die Epidermiszellen sehr 

dicht angeordnet sind und von einer stabilen, dicken Kutikula nach außen begrenzt werden. 

Interzellularräume, in welche sich die Zellen ausdehnen könnten, fehlen. 

 

Interessanterweise induzierte der Xcv-Stamm I74A(avrBs3∆AD), welcher AvrBs1 und 

nicht funktionale AvrBs3∆AD-Moleküle transloziert, in Paprika ECW einige Pusteln an 

der Blattoberfläche. Diese Pusteln könnten durch AvrBs1 ausgelöst worden sein. 

Überraschenderweise wurden in Paprika ECW-30R keine Pusteln beobachtet. Wie in 

dieser Arbeit gezeigt wurde, bewirkt AvrBs1 jedoch kaum Verlängerungen der 

Mesophyllzellen, sondern hauptsächlich deren Verbreiterung. Dies könnte erklären, wieso 

makroskopisch nicht immer Pusteln zu beobachten sind. Im Gegensatz dazu verursacht 
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AvrBs3 immer auch makroskopisch sichtbare Pusteln. Damit übereinstimmend waren in 

den hier erfolgten Analysen AvrBs3-synthetisierende Mesophyllzellen doppelt so lang wie 

avrBs1-exprimierende Mesophyllzellen von N. benthamiana.  

Da I74A ein Derivat von Xcv 85-10 ist, welcher mindestens 20 Effektoren enthält (329), ist 

nicht auszuschließen, dass nicht AvrBs1, sondern ein anderer, noch nicht identifizierter 

Effektor für die Induktion der Pusteln verantwortlich ist.  

Möglicherweise lösen nicht nur AvrBs1 und AvrBs3 Hypertrophiesymptome aus. 

Aufgrund der schnellen Etablierung der wässrigen Läsionen und der sich anschließenden 

Zerstörung des Gewebes bei Infektion durch Wildtyp-Xcv-Sämme bleibt dies jedoch 

vermutlich unentdeckt. Die Erstellung multipler Mutanten könnte dabei helfen, weiter 

Effektoren zu identifizieren, die eine Hypertrophie induzieren können.  

Es bleibt zu klären, wie und vor allem warum Effektoren eine Hypertrophie induzieren. 

Eine Möglichkeit ist, dass die Hypertrophie eine Freisetzung der bakteriellen Zellen an die 

Oberfläche der infizierten Pflanze ermöglicht. Das Pathogen könnte anschließend in neue, 

nicht-infizierte Bereiche eindringen. Für Avrb6 aus X. campestris pv. malvacearum und 

PthA aus X. citri, zwei Mitglieder der AvrBs3-Familie, wurde z.B. gezeigt, dass diese eine 

Freisetzung des Pathogens an die Pflanzenoberfläche bewirken (368). PthA induziert eine 

Hyperplasie des Gewebes, d.h., eine Vermehrung der Mesophyllzellen, so dass Tumore 

entstehen und das Gewebe zerstört wird, was die Freisetzung der Bakterien erklärt (53, 

132, 322). Avrb6, jedoch, verursacht keine Hyperplasie, sondern eine Verstärkung der 

wässrigen Läsionen. Es wurde aber auch gezeigt, dass die Agrobacterium vermittelte 

Expression von pthA in Citrus nicht nur zu Hyperplasie, sondern auch zu Hypertrophie der 

Zellen führt (87). Auch für andere Xanthomonaden wurde eine Induktion von 

Hypertrophiesymptomen in der Pflanze beobachtet (167, 323). Es ist denkbar, dass 

während der Hypertrophie die Epidermiszellen, welche bedeckt von der Kutikula nicht 

ausweichen können, durch das Wachstum der Mesophyllzellen ebenfalls zerstört werden. 

Dies wurde jedoch in den in dieser Arbeit durchgeführten mikroskopischen Analysen nach 

Expression von avrBs3 und avrBs1 nicht beobachtet. Eine weitere Möglichkeit ist, dass die 

Bakterien nach ihrer Vermehrung durch die aus dem Zellwachstum folgende Reduktion 

des Interzellularraumes durch Stomata an die Blattoberfläche gedrückt werden. Um dies zu 

überprüfen sollten entsprechende Experimente nach Yang et al. (1994) erfolgen. 

Feldstudien beschrieben tatsächlich eine durch AvrBs3 bedingte bessere Verbreitung von 

Xcv (360).  
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Interessanterweise wurden auch bei der Untersuchung der Interaktion zwischen dem 

Nematoden Meloidogyne javanica und Tomate stark vergrößerte Zellen („giant cells“) 

beobachtet, welche vom Gallengewebe umgeben sind (113). An dem Wachstum dieser so 

genannten „Riesenzellen“ sind  Expansine beteiligt, die eine Auflockerung der Zellwand 

bewirken (113, 225). Auch bei der Induktion der Hypertrophie durch AvrBs3 spielen 

vermutlich Expansine eine Rolle. So wurde gezeigt, dass AvrBs3 die Expression von 

Paprikagenen induziert, deren Produkte Homologie zu α-Expansinen aufweisen (221). Ob 

auch AvrBs1 diese Gene induziert, könnte in weiterführenden Studien mittels RT-PCR-

Ansätzen geklärt werden. Die „Riesenzellen“ sind Teil der so genannten „Futterstelle“ 

(„feeding site“), welche durch M. javanica induziert wird und den Nematoden mit 

Nährstoffen versorgt (362). Es ist demnach denkbar, dass auch die durch AvrBs3 und 

AvrBs1 induzierte Zellvergrößerung eine verbesserte Nährstoffzufuhr für Xcv bewirkt. Im 

Unterschied zu den vergrößerten „Riesenzellen“, welche mehrere Zellkerne enthalten, 

induzieren die Xcv-Effektoren jedoch keine Zellkernteilung in den Mesophyllzellen. 

 

4.2.3. AvrBs3 induziert stärkere Transkriptionsaktivitäten in den Nukleoli als 

AvrBs4  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ultrastruktur der Peroxisomen, Mitochondrien, des 

ER und des Golgi-Apparates mikroskopisch untersucht. Dabei wurden keine, durch 

AvrBs1, AvrBs3 oder AvrBs4 ausgelösten Veränderungen deren Struktur beobachtet. Die 

untersuchten Organellen scheinen demnach intakt zu sein. Dies legt die Vermutung nahe, 

dass die Organellen in ihrer Funktion nicht gestört sind.  

Auffällig war, dass die Zellkerne, im Besonderen die darin befindlichen Nukleoli, in 

Zellen, welche avrBs3 exprimierten, vergrößert waren. Des Weiteren enthielten vor allem 

die Nukleoli der avrBs3 exprimierenden Zellen so genannte nukleoläre Vakuolen. In den 

Nukleoli erfolgt die Synthese der rRNA-Moleküle für den Aufbau von Ribosomen. Eine 

Vergrößerung der Nukleoli und die Entstehung nukleolärer Vakuolen weisen auf eine 

erhöhte Transkription der rRNA-Gene hin (120, 168, 308). Dies lässt darauf schließen, 

dass in der Pflanzenzelle eine erhöhte Anzahl an Ribosomen notwendig ist. Dies legt 

wiederum die Vermutung nahe, dass in den Zellen eine verstärkte Translation erfolgt. 

Übereinstimmend damit wurde in früheren Studien gezeigt, dass AvrBs3 im Zellkern 

lokalisiert und die Transkription pflanzlicher Gene induziert (221, 325; S. Kay und U. 
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Bonas, unveröffentlichte Daten). Überraschenderweise führte die Expression von GFP-

avrBs3 in N. benthamiana zu GFP-fluoreszierenden Bereichen in den Nukleoli der 

Zellkerne (Abschnitt 3.2.1.). Interessanterweise ergaben Proteom-Analysen anderer 

Arbeitsgruppen sowie Sichtungen mit cDNA-Banken, welche zur Expression von GFP-

Fusionen führten, eine Reihe unerwarteter im Nukleolus lokalisierter Proteine (308). 

Darunter waren auch Transkriptionsfaktoren. In diesem Zusammenhang wurde der 

Nukleolus auch als „Parkplatz“ regulatorischer Proteine diskutiert (308). Diese Daten 

berücksichtigend, kann spekuliert werden, dass die Vergrößerung der Nukleoli teilweise 

auch durch eine Anhäufung des Effektorproteins AvrBs3 hervorgerufen wird. Dagegen 

spricht jedoch, dass die Nukleoli avrBs4 exprimierender Zellen nicht vergrößert sind, 

obwohl auch GFP-avrBs4 in den Nukleoli detektiert wurde. Für AvrBs1 wurde weder eine 

Kernlokalisierung vorhergesagt noch wurden GFP-Fusionsproteine dieses Effektors im 

Zellkern nachgewiesen (R. Szczesny und U. Bonas, unveröffentlichte Daten). AvrBs1 

könnte aber auch indirekt Einfluss auf die Transkriptionsmaschinerie der Pflanze nehmen, 

indem es pflanzliche Transkriptionsregulatoren modifiziert. Die in dieser Arbeit 

durchgeführten Analysen lassen jedoch nicht auf eine durch AvrBs1 verursachte, erhöhte 

Transkriptionsaktivität schließen. Diese Resultate deuten darauf hin, dass AvrBs1 andere 

molekulare Mechanismen nutzt als AvrBs3, um eine Hypertrophie zu induzieren.  

Interessanterweise, wurden in Zellen, die das hoch-homologe avrBs4 exprimierten, keine 

vergrößerten Nukleoli und kaum nukleoläre Vakuolen beobachtet, obwohl AvrBs4 einige 

der durch AvrBs3 induzierten Gene ebenfalls aktiviert (221). Diese Daten legen die 

Vermutung nahe, dass AvrBs4 die Genexpression weniger stark beeinflusst als AvrBs3.  

 

4.2.4. Ein erhöhter Austritt von Ionen aus Wirtszellen erfolgt nicht nur während der 

HR 

 

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass AvrBs1 und AvrBs3, die beide eine Hypertrophie 

induzieren, auch eine Erhöhung des Ionenaustritts bewirken, wie er normalerweise bei 

einer HR in inkompatiblen Interaktionen gemessen wird (233). Im Falle von AvrBs1 

wurden tatsächlich mikroskopisch und makroskopisch Zelltodreaktionen in N. 

benthamiana beobachtet. Dies deutet an, dass der Ionenaustritt nach Expression von 

avrBs1 durch das Absterben einzelner Mesophyllzellen, ähnlich wie bei einer HR, 

ausgelöst wird. AvrBs3 löst jedoch einen ähnlich veränderten Ionenaustritt wie AvrBs1 
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aus, obwohl kaum nekrotische Reaktionen bei Expression von avrBs3 beobachtet wurden. 

Eine Erhöhung des Ionenaustritts könnte demnach nicht nur das Resultat der Induktion 

einer HR in inkompatiblen Interaktionen, sondern auch eine Virulenzaktivität von T3-

Effektoren sein, jedoch unabhängig von der Hypertrophie. Damit übereinstimmend wurde 

gezeigt, dass ein pflanzliches Protein, dessen Synthese von AvrBs3 induziert wird, für die 

Hypertrophie der Mesophyllzellen verantwortlich ist, aber keinen verstärkten Ionenaustritt 

bewirkt (S. Kay und U. Bonas, unveröffentlichte Daten). Vorstellbar ist, dass die von der 

Pflanze freigesetzten Ionen direkt vom Pathogen für Aufbauprozesse genutzt werden. 

AvrBs4 induziert keinen verstärkten Ionenaustritt.  

Es ist bemerkenswert, dass AvrBs4, welches eine hohe Ähnlichkeit zu AvrBs3 aufweist, 

weder eine starke Chlorose, noch eine stark ausgeprägte Hypertrophie, noch einen 

erhöhten Ionenaustritt oder eine mikroskopisch sichtbar erhöhte Translationsaktivität 

induziert, dafür aber vermutlich eine erhöhte Katalaseproduktion.  

 

Die beobachteten, spezifisch von AvrBs1, AvrBs3 bzw. AvrBs4 induzierten 

Veränderungen in N. benthamiana sind hilfreich für weitere Analysen zur 

molekularen Funktion der Effektorproteine. Für jeden dieser Effektoren wurden bereits 

putative Interaktoren mittels Hefe-Di-Hybrid-Ansatz identifiziert (B. Szurek, D. 

Gürlebeck, J. Piprek, R. Szczesny, T. Lahaye, U. Bonas, unveröffentlichte Daten). Für 

AvrBs3 wurde außerdem eine Vielzahl an induzierten Genen isoliert (221; E. Marois, S. 

Kay und U. Bonas, unveröffentlichte Daten). Um die Relevanz der Interaktoren und 

induzierten Gene für die Pathogen-Wirt-Interaktion zu untersuchen, erfolgen vor allem 

„Silencing“- und Überexpressionsstudien. Bisher wurde dabei analysiert, ob die 

verminderte oder erhöhte Expression des untersuchten Gens einen Einfluss auf die 

Genotyp-spezifische HR hat. Für AvrBs3 konnten außerdem Veränderungen der 

Hypertrophie untersucht werden. In zukünftigen Studien könnte das Methodenspektrum 

erweitert werden und nun auch mikroskopische Analysen und Messungen des 

Ionenaustritts erfolgen. Es könnte außerdem überprüft werden, ob Interaktoren von AvrBs4 

einen Einfluss auf den Katalasegehalt der Peroxisomen haben. 

 

Die durchgeführten Arbeiten geben weitere Einblicke in die Funktionsweise von AvrBs3 

aus Xcv. Abbildung 55 zeigt ein abschließendes Modell, in welchem bereits bekannte 

Daten und neue Resultate zusammengefasst dargestellt sind. In weiterführenden Arbeiten 

ist es nun interessant, (i) wie AvrBs3 von HpaB dissoziiert und durch den T3-Pilus gelangt, 
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(ii) ob AvrBs3 tatsächlich durch Bindung an LeThiC dessen Aktivität hemmt, (iii) ob 

AvrBs3 als Homodimer oder als Heterodimer mit LeML1 im pflanzlichen Zellkern agiert 

und (iv) welche Rolle weitere AvrBs3-Interaktoren spielen. Letztlich induziert AvrBs3 

bestimmte pflanzliche Gene. Eines dieser kürzlich isolierten Gene (upa20) ist für die 

Induktion der Hypertrophie verantwortlich (S. Kay und U. Bonas, unveröffentlichte 

Daten). Es kann nun mikroskopisch untersucht werden, welche morphologischen 

Veränderungen spezifisch durch Upa20 ausgelöst werden. Außerdem ist es interessant zu 

prüfen, ob upa20 auch von AvrBs1 und AvrBs4 induziert wird.  

Von besonderem Interesse ist vor allem die Identifizierung der AvrBs3-responsiven DNA-

Bereiche. Dabei sollte getestet werden, ob AvrBs3 allein oder in einem größeren 

Proteinkomplex, z.B. an Aip8 (LeML1) gebunden, an die Promotorelemente bindet. Für 

AvrXa7 aus X. oryzae pv. oryzae (Xoo) wurde beispielsweise gezeigt, dass es direkt an 

DNA binden kann (366). Bisher wurde jedoch kein spezifisches DNA-Motiv identifiziert. 

Sowohl in Reis als auch in Paprika wurde eine Vielzahl von Genen identifiziert, welche 

durch AvrBs3-Familienmitglieder (auch als TAL („transcription activator-like“ bezeichnet; 

(364)) induziert werden (221, 364; E. Marois, S. Kay und U. Bonas, unveröffentlichte 

Daten). Die Isolierung der Promotoren dieser Gene und DNA-Protein-Interaktionsstudien 

mittels Hefe-Mono-Hybrid-Ansatz und „electrophoretic mobility shift assay“ (EMSA) 

könnten ein spezifische DNA-Sequenz identifizieren, an welche AvrBs3 oder andere TAL-

Effektoren binden. 
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Abbildung 55: Aktuelles Modell zur Wirkungsweise von AvrBs3 aus Xcv.
(A) zeigt die mögliche Situation nach Befall einer Pflanze mit Xcv ohne AvrBs3. (B) zeigt 
die molekulare Wirkungsweise von AvrBs3 und mögliche, durch AvrBs3 ausgelöste Verän-
derungen in der Pflanzenzelle: HpaB unterstützt vermutlich die Translokation von AvrBs3 
durch Bindung an die N-terminalen 50 Aminosäuren des Effektors im Zytoplasma von Xcv 
(1-2). Im Zytoplasma der Wirtszelle dimerisiert AvrBs3 (3) und Importin α, gebunden an 
Importin β, bindet an die NLS des Effektors (4), wodurch der Kernimport von AvrBs3 
vermittelt wird (5). Im Zellkern dissoziieren Importin α und β und werden in das Zytoplas-
ma entlassen (6). 
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AvrBs3 agiert als Transkriptionsaktivator (7). Dafür könnte AvrBs3 direkt an Promotoren 
vor Virulenzzielgenen (7a) oder im Komplex mit einem gebundenen Virulenzzielprotein 
(z.B. LeML1, 7b) binden. Die resultierende erhöhte Genexpression in den Zellen führt zur 
verstärkten rRNA-Synthese und dadurch zur Vergrößerung der Nukleoli und zur Entstehung 
nukleolärer Vakuolen (8). Die Genprodukte könnten eine Unterdrückung der pflanzlichen 
Abwehr (9), die Vergrößerung der Pflanzenzelle (10) und den verstärkten Ionenaustritt (11) 
bewirken. Ein Teil der AvrBs3-Moleküle könnte vor dem Kernimport mit LeThiC interagie-
ren (12) und dadurch die Vitamin B1-Synthese inhibieren. Dies könnte zusätzlich zu einer 
verminderten Abwehr der Pflanze führen (13).
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Anhang 1: Verwendete Plasmide 
 
Plasmid Vektor Gen Referenz 
pBS356 pBluescript II KS avrBs3∆2 O. Rossier; 131 
pBS356∆NLS pBluescript II KS avrBs3∆2∆NLS 324 
pBS356∆SphI pBluescript II KS avrBs3∆2∆SphI O. Rossier; 131 
pBSavrBs31-150 pBluescript II KS avrBs31-150 D. Büttner; 56 
pBS356∆rep-9 pBluescript II KS avrBs3∆2∆rep-9 diese Arbeit; 131 
pBS356∆rep-109 pBluescript II KS avrBs3∆2∆rep-109 diese Arbeit; 131 
pBS356∆rep-27 pBluescript II KS avrBs3∆2∆rep-27 diese Arbeit; 131 
pBS356∆rep-29 pBluescript II KS avrBs3∆2∆rep-29 diese Arbeit; 131 
pBS356∆rep-21 pBluescript II KS avrBs3∆2∆rep-21 diese Arbeit; 131 
pBS356∆rep-121 pBluescript II KS avrBs3∆2∆rep-121 diese Arbeit; 131 
pBS310 pBluescript II KS avrBs3∆3 diese Arbeit; 131 
pBS310∆C pBluescript II KS avrBs3∆3∆C diese Arbeit; 131 
pBS356∆C pBluescript II KS avrBs3∆2∆C D. Gürlebeck; 131 
pBS356N pBluescript II KS avrBs3460-760 diese Arbeit; 131 
 pCR2.1-TOPO  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
pTopoC pCR2.1-TOPO avrBs33106-3496 diese Arbeit;  131 
pUS300∆rep-16 pUC119 avrBs3∆2∆rep-16 145 
pUS300∆rep-9 pUC119 avrBs3∆2∆rep-9 145 
pUS300∆rep-109 pUC119 avrBs3∆2∆rep-109 145 
pUS300∆rep-27 pUC119 avrBs3∆2∆rep-27 145 
pUS300∆rep-29 pUC119 avrBs3∆2∆rep-29 45 
pUS300∆rep-21 pUC119 avrBs3∆2∆rep-21 45 
pUS300∆rep-121 pUC119 avrBs3∆2∆rep-121 145 
 pENTR-T  S. Schornack und T. Lahaye; 131 
pENTR356N pENTR-T avrBs3460-760 diese Arbeit; 131 
pENTR356NC pENTR-T avrBs3460-760, 3106-3496 diese Arbeit; 131 
pENTR356 pENTR-T avrBs3∆2 diese Arbeit; 131 
 pENTR356∆NLS pENTR-T avrBs3∆2∆NLS diese Arbeit; 131 
pENTR356∆SphI pENTR-T avrBs3∆2∆SphI diese Arbeit; 131 
 pENTR/D-TOPO  Invitrogen 
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pENTRCaimpα1 pENTR/D-TOPO Caimpα1 diese Arbeit 
pENTRCaimpα1stop pENTR/D-TOPO Caimpα1 diese Arbeit 
pENTRLeThiC pENTR/D-TOPO LeThiC diese Arbeit 
pENTRLeThiCstop pENTR/D-TOPO LeThiC diese Arbeit 
 pEG202  18 
 pJG4-5  18 
pYB50 pEG202 BD-avrBs31-150 diese Arbeit; 56 
pYP50 pJG4-5 AD-avrBs31-150 diese Arbeit; 56 
pYBhpaB pEG202 BD-hpaB L. Escolar; 56 
pYPhpaB pJG4-5 AD-hpaB L. Escolar; 56 
pYB356 pEG202 BD-avrBs3∆2 324 
pYB310 pEG202 BD-avrBs3∆3 324 
pYB312 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-312 324 
pYB300 pEG202 BD-avrBs3 324 
pYB356∆NLS pEG202 BD-avrBs3∆2∆NLS 324 
pYB356∆NLS::SV40 pEG202 BD-avrBs3∆2∆NLS::SV40 324 
pYB256 pEG202 BD-avrBs4∆N152 Van den Ackerveken; 298 
pYB227∆N pEG202 BD-avrBs4∆N152∆227 D. Gürlebeck, Diplomarbeit, 2001 
pYB356∆Sph pEG202 BD-avrBs3∆2∆SpHI diese Arbeit; 131 
pYB356∆rep-16 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-16 diese Arbeit; 131 
pYB356∆rep-9 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-9 diese Arbeit; 131  
pYB356∆rep-109 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-109 diese Arbeit; 131 
pYB356∆rep-27 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-27 diese Arbeit; 131 
pYB356∆rep-29 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-29 diese Arbeit; 131 
pYB356∆rep-21 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-21 diese Arbeit; 131 
pYB356∆rep-121 pEG202 BD-avrBs3∆2∆rep-121 diese Arbeit; 131 
pYB356∆C pEG202 BD-avrBs3∆2∆C diese Arbeit; 131 
pYB310∆C pEG202 BD-avrBs3∆3∆C diese Arbeit; 131 
pYB356N pEG202 BD- avrBs3460-760 diese Arbeit; 131  
pYBC pEG202 BD-avrBs33106-3496 diese Arbeit; 131 
pYP356∆Sph pJG4 AD-avrBs3∆2∆SpHI diese Arbeit; 131 
pYP356∆rep-16 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-16 diese Arbeit; 131 
pYP356∆rep-9 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-9 diese Arbeit; 131 
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pYP356∆rep-109 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-109 diese Arbeit; 131 
pYP356∆rep-27 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-27 diese Arbeit; 131 
pYP356∆rep-29 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-29 diese Arbeit; 131 
pYP356∆rep-21 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-21 diese Arbeit; 131 
pYP356∆rep-121 pJG4 AD-avrBs3∆2∆rep-121 diese Arbeit; 131 
pYP356∆C pJG4 AD-avrBs3∆2∆C diese Arbeit; 131 
pYP310∆C pJG4 AD-avrBs3∆3∆C diese Arbeit; 131 
pYP356N pJG4 AD-avrBs3460-760 diese Arbeit; 131 
pYPC pJG4 AD-avrBs33106-3496 diese Arbeit; 131 
 pJCL  C. Lorenz und J. Boch, unveröffentlichte Daten 
pJCLCaimpα1stop pJCL AD-Caimpα1 diese Arbeit 
pJCLLeThiCstop pJCL AD-LeThiC diese Arbeit 
 pGBKT7  Clontech, Heidelberg 
 pGADT7  Clontech, Heidelberg 
 pGADT7-Rec2  Clontech, Heidelberg 
 pGBKT7-attR  A. Meyer und T. Lahaye, unveröffentlichte Daten 
 pGAD-attR  A. Meyer und T. Lahaye, unveröffentlichte Daten 
pGBKT7avrBs3 pGBKT7 BD-avrBs3 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2 pGBKT7 BD-avrBs3∆2 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆3 pGBKT7 BD-avrBs3∆3 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆3∆NLS pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆NLS diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆NLS::SV40 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆NLS::SV40 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆C pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆C diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆3∆C pGBKT7 BD-avrBs3∆3∆C diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆SphI pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆SphI diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆rep-9 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆rep-9 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆rep-109 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆rep-109 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆rep-16 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆rep-16 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆rep-27 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆rep-27 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3∆2∆rep-29 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆rep-29 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs4∆2 pGBKT7 BD-avrBs4∆2 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs4∆2∆227 pGBKT7 BD-avrBs3∆2∆227 diese Arbeit 
pGBKT7avrBs3-LZ pGBKT7 BD-avrBs32425-3397 diese Arbeit 
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pGADT7avrBs3-LZ pGADT7 AD-avrBs32425-3397 diese Arbeit 
pGADattLeThiCstop pGAD-attR AD-LeThiC diese Arbeit 
 pGEX-2TKM  58 
 pGEX6p1  Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland 
pGEX300 pGEX-2TKM Gst-avrBs3 B. Szurek; 131 
pGEX6p1356 pGEX6p1 gst-avrBs3∆2 diese Arbeit; 131 
pDS356F pDSK602 avrBs3∆2-FLAG 324 
pDMhpaB pDSK604 hpaB-c-myc 56 
 pDEST15  Invitrogen, Karlsruhe 
pDEST15LeThiCstop pDEST15 GST-LeThiC diese Arbeit 
pBin6Ip19 pBin6I p19 348 
pVS300F pVB60 avrBs3-FLAG 336 
pVSF316 pVB60 avrBs3∆rep-16-FLAG 336 
pVSF341 pVB60 avrBs3∆AD-FLAG 324 
pVGUS pVB60 uidA 336 
 pBI1.4t  232 
pBI356∆SphI pBI1.4t avrBs3∆2∆SphI diese Arbeit; 131 
 pK7FWG2  173 
 pK7CWG  173 
 pK7WGC  173 
 pK7YWG  173 
 pK7WGY  173 
 pGWB14  Tsuyoshi Nakagawa 
 pGWB735.1  S. Schornack, T. Lahaye, unveröffentlichte Daten 
 pSPYNE-35S-GW  S. Schornack, T. Lahaye, unveröffentlichte Daten 
 pSPYCE-35S-GW  S. Schornack, T. Lahaye, unveröffentlichte Daten 
pK7FWG2avrBs3∆2 pK7FWG2 avrBs3∆2-GFP diese Arbeit; 131 
pK7CWGavrBs3∆2 pK7CWG avrBs3∆2-CFP diese Arbeit 
pK7WGCavrBs3∆2 pK7WGC CFP-avrBs3∆2 diese Arbeit 
pK7YWGavrBs3∆2 pK7YWG avrBs3∆2-YFP diese Arbeit 
pK7WGYavrBs3∆2 pK7WGY YFP-avrBs3∆2 diese Arbeit 
pGWB14avrBs3∆2 pGWB14 avrBs∆2-HA diese Arbeit 
pGWB735.1avrBs3∆2 pGWB735.1 YFPC-avrBs3∆2 diese Arbeit 
pK7FWG2avrBs3∆2∆NLS pK7FWG2 avrBs3∆2∆NLS-GFP diese Arbeit; 131 
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pGWB14avrBs3∆2 pGWB14 avrBs3∆2∆NLS-HA diese Arbeit 
pGWB735.1avrBs3∆2∆NLS pGWB735.1 YFPC-avrBs3∆2∆NLS diese Arbeit 
pK7FWG2avrBs3∆2∆SphI pK7FWG2 avrBs3∆2∆SphI-GFP diese Arbeit; 131 
pK7YWGCaimpα1 pK7YWG Caimpα1-YFP diese Arbeit 
pGWB11Caimpα1 pGWB11 Caimpα1-FLAG diese Arbeit 
pSPYNE-35S-GWCaimpα1 pSPYNE-35S-GW Caimpα1-YFPN diese Arbeit 
pK7CWGLeThiC pK7CWG LeThiC-CFP diese Arbeit 
pK7WGCLeThiCstop pK7WGC CFP-LeThiC diese Arbeit 
pK7YWGLeThiC pK7YWG LeThiC-YFP diese Arbeit 
pK7WGYLeThiCstop pK7WGY YFP-LeThiC diese Arbeit 
pGWB735.1LeThiCstop pGWB735.1 YFPC-LeThiC diese Arbeit 
pSPYNE-35S-GWLeThiC pSPYNE-35S-GW LeThiC-YFPN diese Arbeit 
pGWB2LeThiCstop pGWB2 LeThiC diese Arbeit 
pGWB9LeThiCstop pGWB9 6xHIS-LeThiC diese Arbeit 
pGWB11LeThiC pGWB11 LeThiC-FLAG diese Arbeit 
pGWB12LeThiCstop pGWB12 FLAG-LeThiC diese Arbeit 
pGWB14LeThiC pGWB14 LeThiC-3xHA diese Arbeit 
pGWB15LeThiCstop pGWB15 3xHA-LeThiC diese Arbeit 
pGWB20LeThiC pGWB20 LeThiC-10xc-myc diese Arbeit 
pGWB21LeThiCstop pGWB21 10xc-myc-LeThiC diese Arbeit 
pGWB24LeThiCstop pGWB24 GST-LeThiC diese Arbeit 
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Anhang 2: Vollständige Sequenz von LeThiC aus L. esculentum MM 
 
Start- und Stopkodon sind rot markiert, die Nukleotidsequenz um das ATG ist unterstrichen. Der 
für VIGS-Analysen verwendete Genbereich ist grau unterlegt. 
 
ATTCATTTGCTTCAGACGTTGATTGGAAGATGGCGTCTGTCCAAACTGCTTTGACATCACT
CCTATGCAAGAAAGGGAACAATAATCCACAAGTAAATGTTCCAAGAAGTTCCTTCTTGCCA
GGGTTTGATTTGACAGGGCAAGTTGCGGTTACAGGGAGAAGGGAAACGCGTTTCAATTCTT
TTTCAAGCCCGAGAGCAACACTTACCTTTGATCCTCCCAGTACTGATAATAAAGAGAAGAC
AAAGCCAAAGCACACTGTTGATCCTAATGCTCCTGATTTCCTGCCCCTTCCACCATTCGAA
CAATGCTTTCCGAAAAGCTCCAAGGAATACAGTGAAGTTATGCATGAAGAAACTGGTCATG
TACTCAAAGTCCCATTTCGACGTATCCATCTTTCCGGGGATGAACCACATTTCGACACTTA
TGATACCAGTGGTCCTCAGGGTGTTAACCCGCGCGTTGGACTTCCCAAGCTGCGCACGGAG
TGGATTAACAGGAGGGAGAAGTTAGGAGGACCAAGGTATACTCAAATGTTCTATGCTAAGC
AGGGAATCATAACTGAGGAAATGGTGTACTGTGCTGCTCGTGAGAAGATGGATCCGGAATT
TGTGAGGTCAGAAGTTGCTCGGGGCCGTGCAATCATCCCTTCAAACAAGAAGCACCCTGAG
TTGGAGCCAATGATAGTAGGAAGAAAGTTCTTAGTGAAAGTCAATGCCAACATCGGGAACT
CTGCTGTTGTAAGCTCGATTGAAGAAGAAGTTCACAAGCTTCAATGGGCAACAATGTGGGG
TGCAGATACGATTATGGATCTCTCTACTGGTCGTCACATCCACGAGACTCGTGAGTGGATC
TTGCGTAATTCTGCTGTACCAGTAGGCACTGTGCCAATTTACCAAGCACTAGAAAAAGTAA
ACGGGATTGCTGAGAATCTTAGTTGGGAAGTGTTTAGGGAGACCTTAATTGAACAAGCTGA
GCAAGGAGTTGATTACTTCACAATCCATGCCGGAGTCCTTCTCAGGTACATCCCACTGACA
GCAAAACGGATGACCGGAATTGTTTCTCGTGGAGGCTCAATTCATGCAAAGTGGTGCTTAG
CTTATCACAAGGAGAATTTCGCTTATGAACATTGGGATGACATACTTGACATCTGTAATCA
GTACGATATATCGTTATCAATTGGTGATGGACTGAGACCTGGTTCAATTTATGATGCAAAT
GACACCGCTCAGTTTGCTGAGCTCTTGACTCAAGGGGAGCTGACTCGCCGAGCTTGGGAAA
AGGATGTACAGGTTATGAATGAAGGACCTGGACATGTACCAATGCATAAGATTCCCGAGAA
CATGCAGAAACAGCTAGAGTGGTGTAATGAAGCACCATTTTACACTCTTGGACCATTGACA
ACTGATATAGCTCCCGGATATGATCATATCACCTCAGCTATCGGTGCAGCCAATATAGGAG
CACTCGGGACTGCACTTCTGTGTTACGTCACTCCAAAAGAGCATCTTGGTCTGCCTAATCG
CGATGACGTGAAGACAGGTGTAATATCATATAAGATAGCTGCTCATGCAGCTGATCTTGCA
AAAGGTCACCCGCTATCTCAAGCCTGGGATGATGCACTTAGCAAGGCAAGATTTGAGTTCA
GATGGATGGACCAATTCGCTTTATCATTGGACCCCGTTACTGCAATGTCCTTTCACGACGA
AACTTTACCAGCCGATGGGGCTAAAGTGGCACATTTCTGCTCTATGTGCGGGCCTAAGTTT
TGCTCCATGAAAATAACCGAAGATATAAGAAAGTATGCTGAAAATCATGGTTATGGAAATG
CAGAGGAAGCCATTCAGCAGGGCATGGATGCTATGAGTGCAGCGTTTCAAGCTGCAAAAAA
AACCATTAGTGGGGAACAACACGGTGAGGTTGGCGGTGAGATCTACTTGCCAGAGAATTAC
ATCAACTCTTTGAAGAGCCAAAGGAATGTGTAAAGATCGAAAACTGGCTCACAGATTTCTG
AAGTGATCACAACTCCATCGGCCAGTCAAGGAGGCGGTAGTAGGAGCCTCATTATCAAGTG
TTAGCTTCAAATGCTGACTGATCAGGCTGAGAAA 
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Anhang 3: Statistische Auswertungen 

 

3.1. Messung des Gehaltes an Thiamin, Thiaminmonophosphat und Thiamindiphosphat in N. benthamiana-Zellen nach Transformation mit Agrobakterien, 

welche avrBs3 [GV3101(avrBs3)] oder kein Gen [GV3101(pV)] auf der T-DNA enthalten 

 

Nichtparametrische Tests 
 
Behandlung = GV3101(pV) 
 
 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest(c) 
 
   Thiamin 
N 6 

Mittelwert 121,0025 
Parameter der 
Normalverteilung(a,b) Standardabweichung 

24,35920 

Absolut ,249 
Positiv ,249 

Extremste Differenzen 

Negativ -,187 
Kolmogorov-Smirnov-Z ,611 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 

,850 

a  Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung. 
b  Aus den Daten berechnet. 
c    Behandlung = 1  GV3101(pV) 
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Behandlung = GV3101(pVavrBs3) 
 
 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest(c) 
 
  Thiamin 
N 6 

Mittelwert 87,1123 
Parameter der 
Normalverteilung(a,b) Standardabweichung 

11,72088 

Absolut ,221 
Positiv ,221 

Extremste Differenzen 

Negativ -,169 
Kolmogorov-Smirnov-Z ,541 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 

,932 

a  Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung. 
b  Aus den Daten berechnet. 
c    Behandlung = 2  GV3101(pVavrBs3) 
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T-Test 
 
 Gruppenstatistiken 
 

  Behandlung N Mittelwert Standardabweichung Standardfehler des Mittelwertes 
Thiamin GV3101(pV) 6 121,0025 24,35920 9,94460 
  GV3101(pVa

vrBs3) 
6 87,1123 11,72088 4,78503 

 
 
 Test bei unabhängigen Stichproben 
 

    
Levene-Test der 

Varianzgleichheit T-Test für die Mittelwertgleichheit 

    F Signifikanz T df 
Sig. (2-
seitig) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler 
der Differenz 

95% 
Konfidenzintervall 

der Differenz 

                  Untere Obere 
Thiamin Varianzen sind 

gleich 
3,904 ,076 3,071 10 ,012 33,89017 11,03592 9,30060 58,47973 

  Varianzen sind 
nicht gleich 

    3,071 7,197 ,017 33,89017 11,03592 7,93878 59,84156 
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Nichtparametrische Tests 
 
Mann-Whitney-Test 
 
 Ränge 
 

  Behandlung N 
Mittlerer 

Rang Rangsumme 
GV3101(pV) 6 9,17 55,00 
GV3101(pVa
vrBs3) 

6 3,83 23,00 

Thiamin 

Gesamt 12    
 
Statistik für Test(b) 
 
  Thiamin 
Mann-Whitney-U 2,000 
Wilcoxon-W 23,000 
Z -2,562 
Asymptotische 
Signifikanz (2-seitig) 

,010 

Exakte Signifikanz 
[2*(1-seitig Sig.)] 

,009(a) 

Exakte Signifikanz (2-
seitig) 

,009 

Exakte Signifikanz (1-
seitig) 

,004 

Punkt-
Wahrscheinlichkeit 

,002 

a  Nicht für Bindungen korrigiert. 
b  Gruppenvariable: Behandlung 
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Nichtparametrische Tests 
 
Behandlung = GV3101(pV) 
 
 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest(c) 
 
  TMP 
N 6 

Mittelwert 82,6000 
Parameter der 
Normalverteilung(a,b) Standardabweichung 

23,13692 

Absolut ,252 
Positiv ,190 

Extremste Differenzen 

Negativ -,252 
Kolmogorov-Smirnov-Z ,618 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 

,840 

a  Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung. 
b  Aus den Daten berechnet. 
c  Behandlung = GV3101(pV) 
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Behandlung = GV3101(pVavrBs3) 
 
 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest(c) 
 
  TMP 
N 6 

Mittelwert 51,7667 
Parameter der 
Normalverteilung(a,b) Standardabweichung 

15,34157 

Absolut ,165 
Positiv ,165 

Extremste Differenzen 

Negativ -,141 
Kolmogorov-Smirnov-Z ,405 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 

,997 

a  Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung. 
b  Aus den Daten berechnet. 
c  Behandlung = GV3101(pVavrBs3) 
 
 
T-Test 
 
 Gruppenstatistiken 
 

  Behandlung N Mittelwert Standardabweichung 
Standardfehler des 

Mittelwertes 
TMP GV3101(pV) 6 82,6000 23,13692 9,44561 
  GV3101(pVav

rBs3) 
6 51,7667 15,34157 6,26317 
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Test bei unabhängigen Stichproben 
 

    
Levene-Test der 

Varianzgleichheit T-Test für die Mittelwertgleichheit 

    F Signifikanz T df 
Sig. (2-
seitig) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler 
der Differenz 

95% 
Konfidenzintervall 

der Differenz 

                  Untere Obere 
TMP Varianzen 

sind gleich 
1,321 ,277 2,721 10 ,022 30,83333 11,33344 5,58086 56,08580 

  Varianzen 
sind nicht 
gleich 

    2,721 8,684 ,024 30,83333 11,33344 5,05262 56,61405 
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Nichtparametrische Tests 
 
Mann-Whitney-Test 
 
 Ränge 
 

  Behandlung N 
Mittlerer 

Rang Rangsumme 
GV3101(pV
) 

6 8,67 52,00 

GV3101(pV
avrBs3) 

6 4,33 26,00 

TMP 

Gesamt 12    
 
 
 Statistik für Test(b) 
 
  TMP 
Mann-Whitney-U 5,000 
Wilcoxon-W 26,000 
Z -2,082 
Asymptotische 
Signifikanz (2-
seitig) 

,037 

Exakte Signifikanz 
[2*(1-seitig Sig.)] 

,041(a) 

a  Nicht für Bindungen korrigiert. 
b  Gruppenvariable: Behandlung 
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Nichtparametrische Tests 
 
Behandlung = GV3101(pV) 
 
 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest(c) 
 
  TDP 
N 6 

Mittelwert 52,9758 
Parameter der 
Normalverteilung(a,b) Standardabweichung 

16,61058 

Absolut ,162 
Positiv ,162 

Extremste Differenzen 

Negativ -,152 
Kolmogorov-Smirnov-Z ,397 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 

,997 

a  Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung. 
b  Aus den Daten berechnet. 
c  Behandlung = GV3101(pV) 
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Behandlung = GV3101(pVavrBs3) 
 
 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest(c) 
 
  TDP 
N 6 

Mittelwert 19,2258 
Parameter der 
Normalverteilung(a,b) Standardabweichung 

5,68032 

Absolut ,272 
Positiv ,272 

Extremste Differenzen 

Negativ -,172 
Kolmogorov-Smirnov-Z ,665 
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 

,768 

a  Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung. 
b  Aus den Daten berechnet. 
c  Behandlung = GV3101(pVavrBs3) 
 
 
T-Test 
 
 Gruppenstatistiken 
 

  Behandlung N Mittelwert 
Standardab
weichung 

Standardfehler des 
Mittelwertes 

TDP GV3101(pV
) 

6 52,9758 16,61058 6,78124 

  GV3101(pV
avrBs3) 

6 19,2258 5,68032 2,31898 
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 Test bei unabhängigen Stichproben 
 

    
Levene-Test der 

Varianzgleichheit T-Test für die Mittelwertgleichheit 

    F Signifikanz T df 
Sig. (2-
seitig) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler 
der Differenz 

95% 
Konfidenzintervall 

der Differenz 

                  Untere Obere 
TDP Varianzen 

sind gleich 
4,397 ,062 4,709 10 ,001 33,75000 7,16679 

17,781
40 

49,71860 

  Varianzen 
sind nicht 
gleich 

    4,709 6,154 ,003 33,75000 7,16679 
16,319

10 
51,18090 

 
 
Nichtparametrische Tests 
 
Mann-Whitney-Test 
 
 Ränge 
 

  Behandlung N 
Mittlerer 

Rang Rangsumme 
GV3101(pV
) 

6 9,50 57,00 

GV3101(pV
avrBs3) 

6 3,50 21,00 

TDP 

Gesamt 12    
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Statistik für Test(b) 
 
  TDP 
Mann-Whitney-U ,000 
Wilcoxon-W 21,000 
Z -2,882 
Asymptotische 
Signifikanz (2-
seitig) 

,004 

Exakte Signifikanz 
[2*(1-seitig Sig.)] 

,002(a) 

a  Nicht für Bindungen korrigiert. 
b  Gruppenvariable: Behandlung 
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3.2. Größe der Zellkerne (z), von N. benthamiana-Zellen nach Transformation mit Agrobakterien, welche uidA, avrBs3, avrBs1, avrBs4 oder kein 

Gen auf der T-DNA enthalten. 

 

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
1354,7101

400,69869

,071
,071

-,039
,588

,880

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

z

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = unbehandeltc. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
2458,5362

749,39500

,114
,114

-,060
,944

,335

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

z

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = uidAc. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
3718,2319

1358,956

,146
,146

-,091
1,209

,108

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

z

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = avrBs3c. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
1994,8986

771,04067

,140
,140

-,094
1,161

,135

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

z

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = avrBs1c. 
 

 



Anhang 

                                                                                    184 

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
1881,9565

780,83361

,100
,100

-,058
,834

,490

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

z

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = avrBs4c. 
 

Oneway-Statistik 

 

ONEWAY deskriptive Statistiken

z 

69 1354,7101 400,69869 48,23845 1258,4518 1450,9685 584,00 2657,00
69 2458,5362 749,39500 90,21656 2278,5119 2638,5606 942,00 4308,00
69 3718,2319 1358,95595 163,59907 3391,7750 4044,6887 1808,00 7640,00
69 1994,8986 771,04067 92,82239 1809,6744 2180,1227 776,00 4530,00
69 1881,9565 780,83361 94,00132 1694,3798 2069,5332 657,00 3904,00

345 2281,6667 1177,69193 63,40480 2156,9568 2406,3766 584,00 7640,00

unbehandelt 
uidA 
avrBs3
avrBs1
avrBs4
Gesamt 

N Mittelwert 
Standardab-
weichung

Standard-
fehler Untergrenze Obergrenze

95%-Konfidenzintervall für
den Mittelwert

Minimum Maximum
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Test der Homogenität der Varianzen

z

18,152 4 340 ,000

Levene-
Statistik df1 df2 Signifikanz

 

 

Robuste Testverfahren zur Prüfung auf Gleichheit der Mittelwerte

z

69,419 4 162,927 ,000
73,063 4 216,240 ,000

Welch-Test
Brown-Forsythe

Statistika df1 df2 Sig.

Asymptotisch F-verteilta. 
 

 

ONEWAY ANOVA

z 

2,2E+08 4 55135399 73,063 ,000
2,6E+08 340 754623,68
4,8E+08 344

Zwischen den Gruppen
Innerhalb der Gruppen
Gesamt 

Quadrat- 
summe df

Mittel der
Quadrate F Signifikanz
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Post-Hoc-Tests 

 

 

 

 

Mehrfachvergleiche

Abhängige Variable: z

-1103,82609* 147,89574 ,000 -1394,7319 -812,9202
-2363,52174* 147,89574 ,000 -2654,4276 -2072,6159
-640,18841* 147,89574 ,000 -931,0943 -349,2826
-527,24638* 147,89574 ,000 -818,1522 -236,3405
1103,82609* 147,89574 ,000 812,9202 1394,7319

-1259,69565* 147,89574 ,000 -1550,6015 -968,7898
463,63768* 147,89574 ,002 172,7318 754,5435
576,57971* 147,89574 ,000 285,6739 867,4856

2363,52174* 147,89574 ,000 2072,6159 2654,4276
1259,69565* 147,89574 ,000 968,7898 1550,6015
1723,33333* 147,89574 ,000 1432,4275 2014,2392
1836,27536* 147,89574 ,000 1545,3695 2127,1812
640,18841* 147,89574 ,000 349,2826 931,0943

-463,63768* 147,89574 ,002 -754,5435 -172,7318
-1723,33333* 147,89574 ,000 -2014,2392 -1432,4275

112,94203 147,89574 ,446 -177,9638 403,8479
527,24638* 147,89574 ,000 236,3405 818,1522

-576,57971* 147,89574 ,000 -867,4856 -285,6739
-1836,27536* 147,89574 ,000 -2127,1812 -1545,3695
-112,94203 147,89574 ,446 -403,8479 177,9638

-1103,82609* 147,89574 ,000 -1521,7014 -685,9507
-2363,52174* 147,89574 ,000 -2781,3971 -1945,6464
-640,18841* 147,89574 ,000 -1058,0638 -222,3130
-527,24638* 147,89574 ,004 -945,1217 -109,3710
1103,82609* 147,89574 ,000 685,9507 1521,7014

-1259,69565* 147,89574 ,000 -1677,5710 -841,8203
463,63768* 147,89574 ,019 45,7623 881,5130
576,57971* 147,89574 ,001 158,7043 994,4551

2363,52174* 147,89574 ,000 1945,6464 2781,3971
1259,69565* 147,89574 ,000 841,8203 1677,5710
1723,33333* 147,89574 ,000 1305,4580 2141,2087
1836,27536* 147,89574 ,000 1418,4000 2254,1507
640,18841* 147,89574 ,000 222,3130 1058,0638

-463,63768* 147,89574 ,019 -881,5130 -45,7623
-1723,33333* 147,89574 ,000 -2141,2087 -1305,4580

112,94203 147,89574 1,000 -304,9333 530,8174
527,24638* 147,89574 ,004 109,3710 945,1217

-576,57971* 147,89574 ,001 -994,4551 -158,7043
-1836,27536* 147,89574 ,000 -2254,1507 -1418,4000
-112,94203 147,89574 1,000 -530,8174 304,9333

(J) gr 
uidA 
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA 
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA 
avrBs3
avrBs4
unbehandelt
uidA 
avrBs3
avrBs1
uidA 
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA 
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA 
avrBs3
avrBs4
unbehandelt
uidA 
avrBs3
avrBs1

(I) gr 
unbehandelt 

uidA 

avrBs3

avrBs1

avrBs4

unbehandelt 

uidA 

avrBs3

avrBs1

avrBs4

LSD 

Bonferroni 

Mittlere
Differenz (I-J)

Standard-
fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze

95%-Konfidenzintervall

Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.*. 
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3.3. Größe der Nukleoli (n), von N. benthamiana-Zellen nach Transformation mit Agrobakterien, welche uidA, avrBs3, avrBs1, avrBs4 oder kein 

Gen auf der T-DNA enthalten. 

 

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
101,1304

38,21107

,065
,065

-,057
,536

,936

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

n

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = unbehandeltc. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
210,7246

85,63378

,056
,056

-,042
,469

,981

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

n

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = uidAc. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
397,8841

177,15285

,082
,082

-,059
,685

,736

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

n

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = avrBs3c. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
117,2319

59,36927

,112
,101

-,112
,929

,354

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

n

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = avrBs1c. 
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Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstestc

69
91,1304

42,41459

,138
,138

-,104
1,145

,146

N
Mittelwert
Standardabweichung

Parameter der
Normalverteilung

a,b

Absolut
Positiv
Negativ

Extremste Differenzen

Kolmogorov-Smirnov-Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

n

Die zu testende Verteilung ist eine Normalverteilung.a. 

Aus den Daten berechnet.b. 

gr = avrBs4c. 
 

Oneway-Test 

 

ONEWAY deskriptive Statistiken

n 

69 101,1304 38,21107 4,60007 91,9511 110,3097 15,00 176,00
69 210,7246 85,63378 10,30910 190,1532 231,2961 42,00 429,00
69 397,8841 177,15285 21,32670 355,3273 440,4408 107,00 847,00
69 117,2319 59,36927 7,14722 102,9698 131,4939 45,00 407,00
69 91,1304 42,41459 5,10612 80,9413 101,3195 29,00 223,00

345 183,6203 149,38141 8,04242 167,8018 199,4388 15,00 847,00

unbehandelt 
uidA 
avrBs3 
avrBs1 
avrBs4 
Gesamt 

N Mittelwert 
Standardab-
weichung

Standard-
fehler Untergrenze Obergrenze

95%-Konfidenzintervall für
den Mittelwert

Minimum Maximum
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Test der Homogenität der Varianzen

n

49,477 4 340 ,000

Levene-
Statistik df1 df2 Signifikanz

 

 

Robuste Testverfahren zur Prüfung auf Gleichheit der Mittelwerte

n

72,420 4 164,525 ,000
125,887 4 133,253 ,000

Welch-Test
Brown-Forsythe

Statistika df1 df2 Sig.

Asymptotisch F-verteilta. 
 

ONEWAY ANOVA

n 

4582288 4 1145572,1 125,887 ,000
3094005 340 9100,014
7676293 344

Zwischen den Gruppen
Innerhalb der Gruppen
Gesamt 

Quadrat- 
summe df

Mittel der
Quadrate F Signifikanz
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Post-Hoc-Tests 

 
Mehrfachvergleiche

Abhängige Variable: n

-109,59420* 16,24095 ,000 -141,5396 -77,6488
-296,75362* 16,24095 ,000 -328,6990 -264,8082

-16,10145 16,24095 ,322 -48,0468 15,8439
10,00000 16,24095 ,538 -21,9454 41,9454

109,59420* 16,24095 ,000 77,6488 141,5396
-187,15942* 16,24095 ,000 -219,1048 -155,2140

93,49275* 16,24095 ,000 61,5474 125,4381
119,59420* 16,24095 ,000 87,6488 151,5396
296,75362* 16,24095 ,000 264,8082 328,6990
187,15942* 16,24095 ,000 155,2140 219,1048
280,65217* 16,24095 ,000 248,7068 312,5976
306,75362* 16,24095 ,000 274,8082 338,6990

16,10145 16,24095 ,322 -15,8439 48,0468
-93,49275* 16,24095 ,000 -125,4381 -61,5474

-280,65217* 16,24095 ,000 -312,5976 -248,7068
26,10145 16,24095 ,109 -5,8439 58,0468

-10,00000 16,24095 ,538 -41,9454 21,9454
-119,59420* 16,24095 ,000 -151,5396 -87,6488
-306,75362* 16,24095 ,000 -338,6990 -274,8082

-26,10145 16,24095 ,109 -58,0468 5,8439
-109,59420* 16,24095 ,000 -155,4826 -63,7058
-296,75362* 16,24095 ,000 -342,6420 -250,8653

-16,10145 16,24095 1,000 -61,9898 29,7869
10,00000 16,24095 1,000 -35,8884 55,8884

109,59420* 16,24095 ,000 63,7058 155,4826
-187,15942* 16,24095 ,000 -233,0478 -141,2711

93,49275* 16,24095 ,000 47,6044 139,3811
119,59420* 16,24095 ,000 73,7058 165,4826
296,75362* 16,24095 ,000 250,8653 342,6420
187,15942* 16,24095 ,000 141,2711 233,0478
280,65217* 16,24095 ,000 234,7638 326,5405
306,75362* 16,24095 ,000 260,8653 352,6420

16,10145 16,24095 1,000 -29,7869 61,9898
-93,49275* 16,24095 ,000 -139,3811 -47,6044

-280,65217* 16,24095 ,000 -326,5405 -234,7638
26,10145 16,24095 1,000 -19,7869 71,9898

-10,00000 16,24095 1,000 -55,8884 35,8884
-119,59420* 16,24095 ,000 -165,4826 -73,7058
-306,75362* 16,24095 ,000 -352,6420 -260,8653

-26,10145 16,24095 1,000 -71,9898 19,7869

(J) gr
uidA
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA
avrBs3
avrBs4
unbehandelt
uidA
avrBs3
avrBs1
uidA
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
avrBs3
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA
avrBs1
avrBs4
unbehandelt
uidA
avrBs3
avrBs4
unbehandelt
uidA
avrBs3
avrBs1

(I) gr
unbehandelt

uidA

avrBs3

avrBs1

avrBs4

unbehandelt

uidA

avrBs3

avrBs1

avrBs4

LSD

Bonferroni

Mittlere
Differenz (I-J)

Standardf
ehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze

95%-Konfidenzintervall

Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.*. 
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