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1 Zusammenfassung/Summary 

1.1 Zusammenfassung 

 
Die Zellwand-gebundene Invertase (cw-Inv) katalysiert im Apoplasten die Spaltung 

des Transportzuckers Saccharose in Glukose und Fruktose. Sie ist ein 

Schlüsselenzym für die Versorgung von sink-Organen mit Kohlenhydraten und 

wichtig für die Regulation der source-sink Wechselwirkung, die u.a. durch pflanzliche 

Pathogene beeinflusst wird. So konnte eine Induktion der cw-Inv als Antwort auf 

Infektionen der Pflanze mit Bakterien, Pilzen und Viren nachgewiesen werden. Um 

die Rolle der cw-Inv zu entschlüsseln, wurden transgene Tomatenpflanzen (Solanum 

lycopersicum) generiert, die eine reduzierte Expression der beiden blattspezifischen 

cw-Inv Isoformen (Lin6, Lin8) aufwiesen. Die spezifische Hemmung konnte durch 

Messung der cw-Inv Aktivität in verschiedenen Organen belegt werden. Unter 

normalen Wachstumsbedingungen zeigten die transgenen Pflanzen im Vergleich zu 

Wildtyp-Pflanzen keine deutlichen Unterschiede in der Aktivität von 

Schlüsselenzymen des Primärstoffwechsels, in der Photosynthese- und 

Assimilationsrate. Allerdings konnte im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen eine Reduktion 

des Stärke-Gehaltes in ausgewachsenen Blättern gezeigt werden, die vermutlich auf 

eine erhöhte Saccharose-Exportrate zurückzuführen war. Die Ergebnisse lassen 

vermuten, dass der cw-Inv in source-Blättern eine Rolle bei der Regulation des 

Saccharose-Exportes zukommt. Nach Inokulation mit dem virulenten Bakterium 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) zeigten die transgenen Pflanzen im 

Gegensatz zum Wildtyp keine Induktion der cw-Inv, was mit einem deutlich erhöhten 

Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im Apoplasten einherging. Interessanterweise 

zeigten die cw-Inv-reprimierten Pflanzen eine deutlich verzögerte 

Symptomentwicklung, die nicht auf ein vermindertes bakterielles Wachstum 

zurückzuführen war, sondern sehr wahrscheinlich auf die Abwesenheit von Hexosen 

im Apoplasten, die als Signale für die Pflanze dienen, um die Photosyntheserate zu 

vermindern und die Expression von Abwehrgenen zu stimulieren. In 

Übereinstimmung damit konnte in Expressionsanalysen gezeigt werden, dass 

Photosynthese- und Abwehrgene weniger stark in den transgenen Pflanzen reguliert 

waren. Die Daten belegen, dass die cw-Inv während der Interaktion von Tomaten mit 
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Xcv eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von Krankheitsmerkmalen und der 

Hemmung der Photosynthese-Leistung spielt.  

Das nicht veränderte bakterielle Wachstum in cw-Inv-reprimierten Pflanzen lässt 

vermuten, dass Hexosen nicht als Haupt-Ernährungsquelle für Xanthomonas 

fungieren. Um die Ernährungsweise des Bakteriums weiter zu analysieren, wurden in 

Vorarbeiten Xcv Mutanten erzeugt, die eine Deletion in einem putativen Saccharose- 

Symporter (Sym), einer Saccharose-Hydrolase (Suh) bzw. einem Citrat-Transporter 

(CitH) tragen. Diese Proteine sind für ein Wachstum von Xcv auf Saccharose bzw. 

Citrat als einziger Kohlenstoffquelle notwendig. In Tomatenpflanzen führte die 

Infektion mit den Deletionsmutanten zu einer verzögerten Ausbildung von 

Krankheitssymptomen. Am stärksten war dieser Phänotyp bei der Infektion mit der 

Xcv ΔcitH Mutante ausgeprägt und ging mit einer reduzierten Vermehrung der 

Bakterien einher. Dieses Resultat lieferte einen Hinweis darauf, dass Citrat eine 

wichtige Kohlenstoffquelle für Xcv darstellt und essenziell für die Etablierung der 

vollständigen Virulenz in Tomatenpflanzen ist. Überraschenderweise zeigten Xcv 

Δsym und Xcv Δsuh im Vergleich zum Xcv Wildtyp-Stamm keine Veränderungen im 

in planta Wachstum. Allerdings stieg nach Infektion mit Xcv Δsym bzw. Xcv Δsuh das 

Verhältnis von Saccharose zu Hexose im Apoplasten von Tomatenpflanzen deutlich 

an, was wahrscheinlich auf eine reduzierte Hexose-Menge zurückzuführen ist. Damit 

einhergehend zeigten Expressionsanalysen eine im Vergleich zur Xcv Wildtyp- 

Infektion nur schwache (oder keine) Induktion von Abwehrgenen und eine weniger 

stark verminderte Expression von Photosynthese-Genen. Die Daten legen nahe, 

dass Saccharose für die Ernährung von Xcv nicht essenziell ist. Veränderungen in 

der Saccharose-Aufnahme und -Verwertung von Xcv verschieben das Saccharose- 

zu Hexose-Verhältnis im pflanzlichen Apoplasten und beeinflussen damit die 

hexosevermittelte Expression von Abwehr- und Photosynthese-Genen.  

Eine mögliche Ursache für die verminderte Hexose-Menge könnte eine Induktion von 

Hexose-Transportern sein. Durch vergleichende Sequenzanalysen wurden in Xcv 

vier mögliche Zucker-Transporter identifiziert und erste Analysen durchgeführt. 

Zusammenfassend lässt sich folgern, dass die Ernährungsstrategie von Xcv vielseitig 

ist. Das Bakterium greift auf eine Reihe von unterschiedlichen Substraten, vermutlich 

insbesondere Dicarbonsäuren zurück, die im Apoplasten der Pflanze vorhanden 

sind. 
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1.2 Summary 

 

Cell wall-bound invertase (cw-Inv) catalyzes the cleavage of the transport sugar 

sucrose into glucose and fructose. It plays an important role in carbohydrate 

partitioning and regulation of source-sink interaction and is, amongst other factors, 

also influenced by pathogens. An induction of cw-Inv activity has been shown in 

response to bacteria, fungi and viruses. To further investigate the role of cw-Inv, 

transgenic tomato (Solanum lycopersicum) plants silenced in the two major leaf cw-

Inv isoforms (Lin6, Lin8) were generated. The specific inhibition was demonstrated by 

measuring cw-Inv activity in different plant tissues. Under normal growth conditions, 

activities of sucrolytic enzymes as well as photosynthesis and respiration rates were 

unaltered in the transgenics compared to wild-type plants. However, starch levels in 

source leaves were strongly reduced, which was most likely due to an enhanced 

sucrose exudation rate, indicating a role of cw-Inv in the regulation of sucrose export. 

Following Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) infection, transgenic plants 

showed no induction of cw-Inv activity in parallel with an increased sucrose to hexose 

ratio in the leaf apoplast. Interestingly, symptom development was clearly delayed in 

transgenic plants compared to the wild-type control, although this delay was not 

associated with decreased bacterial growth. These differences were likely due to the 

absence of hexose signaling in the transgenics, thus minimizing repression of 

photosynthetic genes as well as induction of pathogenesis-related genes. Expression 

studies indeed revealed a weaker regulation of photosynthetic and pathogenesis-

related genes in transgenic plants. In conclusion, the data suggest an important role 

for cw-Inv during the compatible interaction between tomato and Xcv. It is involved in 

symptom development and inhibition of photosynthesis.  

Due to the unaltered bacterial growth in cw-Inv-silenced tomato plants the data 

suggest that hexoses are not the major carbon source of Xcv. To further investigate 

the nutrition strategy of Xcv, knockout mutants in a putative sucrose symporter 

(Sym), a sucrose hydrolase (Suh) and a citrate transporter (CitH) were generated. 

Xcv Δsym, Xcv Δsuh and Xcv ΔcitH strains did not grow in medium containing 

sucrose or citrate as the sole carbon source, respectively. In planta the mutants 

caused delayed symptom development. However, the effect was most pronounced 

upon infection with the citrate transporter mutant. This also correlated with a reduced 

bacterial growth, an indication that citrate is an important carbon source for Xcv and 
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that citrate uptake is important for the virulence of Xcv. Surprisingly, growth of Xcv 

Δsym and Xcv Δsuh was unaltered in planta. Furthermore, an increased sucrose to 

hexose ratio in the leaf apoplast could be observed, which was most likely caused by 

a decrease in hexose levels. In addition, induction of pathogenesis-related genes as 

observed in Xcv wild-type-infected plants was abolished or strongly reduced in Xcv 

Δsym- and Xcv Δsuh-infected plants. Besides, inhibition of photosynthetic genes was 

more pronounced in Xcv wild type- infected plants than in plants infected with the Xcv 

Δsym or Xcv Δsuh mutants. In conclusion, sucrose seems not to be essential for Xcv 

virulence on tomato. Sucrose uptake and utilization by Xcv leads to changes in 

apoplastic sucrose to hexose ratio followed by altered expression of pathogenesis-

related and photosynthetic genes attributed to the absence of sugar signaling. 

A reduced hexose level in the plant’s apoplast might be due to the induction of 

hexose transporter(s) in Xcv. Comparative sequence analysis of the Xcv genome 

revealed four putative sugar transporters. Deletion mutants were generated and the 

very first analyses were performed. In conclusion, nutrient acquisition of Xcv is 

miscellaneous. The bacterium can utilize a number of different substrates, 

preferentially dicarbon acids, available in the apoplastic space of plants.  
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2 Einleitung 

2.1 Das source/sink-Konzept  

 

Im Laufe der Entwicklung und Differenzierung von höheren Pflanzen unterscheidet 

man verschiedene Zell-und Gewebetypen, die unterschiedliche Funktionen erfüllen. 

Hinsichtlich der Stoffwechselvorgänge lassen sich höhere Pflanzen in source- und 

sink-Organe unterteilen (zusammengefasst in Biemelt und Sonnewald, 2006). 

Photosynthetisch aktive Organe wie z.B. ausgewachsene Blätter produzieren einen 

Überschuss an Assimilaten (hauptsächlich Kohlenhydrate und Aminosäuren) und 

werden als source-Organe bezeichnet. Über das Phloem gelangen die 

Photoassimilate zu den photosynthetisch weniger aktiven oder inaktiven Geweben, 

den sogenannten sink-Organen (Roitsch, 1999). Sink-Gewebe wie etwa Früchte, 

Wurzeln, Samen, Knollen, Meristeme und junge Blätter sind auf einen Netto-Import 

von Assimilaten angewiesen und stehen miteinander in Konkurrenz (Roitsch, 1999; 

Biemelt und Sonnewald, 2006). Die Assimilatverteilung wird durch die relative sink-

Stärke der einzelnen Organe bestimmt. Wichtige Determinanten zur Bestimmung der 

relativen sink-Stärke sind Saccharose-spaltende Enzyme wie z.B. die Zellwand-

gebundene Invertase (cw-Inv) oder Saccharose Synthase (Sus). Werden die 

Assimilate gespeichert, spricht man von Speicher-sinks (z.B. Knollen oder Samen). 

Ihnen gegenüber stehen die metabolischen sinks wie etwa Meristeme und Wurzeln, 

in denen die Assimilate umgesetzt werden und hauptsächlich der Energiegewinnung 

dienen. Der source- oder der sink-Zustand ist nicht statisch und kann im Laufe der 

Entwicklung wechseln (zusammengefasst in Seo et al., 2007). Darüber hinaus 

unterliegt die Kohlenhydratverteilung komplexen Regulationsmechanismen, die etwa 

durch Hormone, Zucker, abiotische Stressoren und Pathogeninfektion gesteuert 

werden (Geiger et al., 1996; Roitsch, 1999). 

Saccharose ist in den meisten höheren Pflanzen die Haupttransportform von 

Kohlenstoff. Der Langstreckentransport der Saccharose von den source- zu sink- 

Geweben erfolgt über das Phloem (Ho, 1988). Die Assimilate werden zunächst 

symplastisch von den Mesophyllzellen zu den Leitgeweben transportiert, wo sie in 

das Phloem beladen werden und dem Massenstrom folgend in der Pflanze verteilt 

werden (Frommer und Sonnewald, 1995; Lalonde et al., 2003). Die Entladung von 

Assimilaten kann analog zur Beladung symplastisch oder apoplastisch erfolgen und 
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ist je nach Pflanzenspezies abhängig vom Gewebetyp und Entwicklungszustand 

(Turgeon, 1989; Viola et al., 2001). Der symplastische Transport wird über 

Plasmodesmen vermittelt, die benachbarte Zellen miteinander verbinden (Lucas et 

al., 1993; Russin et al., 1996). Beim apoplastischen Transport werden Assimilate in 

den Apoplasten entlassen und über Translokatoren in die sink-Zellen aufgenommen 

(Carpaneto et al., 2005). Die Saccharose wird entweder direkt über einen 

Saccharose-Translokator aufgenommen (Eschrich, 1980) oder durch die 

extrazelluläre Invertase in Glukose und Fruktose gepalten. Die Spaltprodukte 

gelangen schließlich über Hexose-Transporter in die Empfängerzellen (Buettner und 

Sauer, 2000).  

Kohlenhydratproduktion, -verteilung und –verbrauch stellen einen komplexen 

Mechanismus dar, der unter Berücksichtigung von Umweltsignalen, Entwicklung und 

Wachstum reguliert (Roitsch, 1999; Bresinsky et al., 2008).  

 

2.2 Invertasen - Eigenschaften und Funktionen 

 
Kohlenhydrate werden von photosynthetisch aktiven Geweben meist in Form von 

Saccharose zu sink-Geweben transportiert und dort für verschiedene metabolische 

und biosynthetische Prozesse genutzt (zusammengefasst in Ruan et al., 2010). In 

höheren Pflanzen gibt es zwei Enzyme, die die Hydrolse der Saccharose 

katalysieren: die Invertasen (Inv) und die Sus. Sus spaltet Saccharose reversibel in 

UDP-Glukose und Fruktose (Geigenberger und Stitt, 1993). Fruktose wird 

anschließend durch Fruktokinasen phosphoryliert, wodurch Fruktose-6-phosphat 

entsteht. Sowohl UDP-Glukose als auch Fruktose-6-phosphat können weiter 

verstoffwechselt werden und werden als Baustein für die Biosynthese von z.B. Stärke 

und Cellulose benötigt (Chourey et al., 1998; Sturm et al., 1999; Coleman et al., 

2009). Inv dagegen spalten Saccharose irreversibel in Glukose und Fruktose 

(Geigenberger und Stitt, 1993) und haben unterschiedliche Funktionen.  

Pflanzen besitzen drei unterschiedliche Isoformen der Inv, die sich in ihren 

biochemischen Eigenschaften und ihrer subzellulären Lokalisation unterscheiden: 

neutrale, vakuoläre und Zellwand-gebundene Inv (Godt und Roitsch, 1997; 

Tymowska-Lalanne und Kreis, 1998; Sturm, 1999; [Abb.1]) 

Neutrale oder alkalische Inv (n-Inv) sind im Zytoplasma lokalisiert und weisen geringe 

Enzymaktivitäten auf (Roitsch und Gonzalez, 2004). Daher ist auch wenig über ihre 
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Funktion bekannt. Das Ausschalten einer von sechs Isoformen der n-Inv in Reis 

beeinflusste das Wurzelwachstum und die Reproduktivität (Jia et al., 2008). Studien 

an Arabidopsis (Barratt et al., 2009) und Lotus (Welham et al., 2009) deuteten auf 

eine wichtige Rolle der n-Inv bezüglich des Wachstums und der Entwicklung von 

Pflanzen.  

Bei den sauren Inv handelt es sich entweder um lösliche vakuoläre Invertasen (v-Inv) 

oder um apoplastisch lokalisierte Isoformen, die über ionische Wechselwirkungen an 

die Zellwand gebunden sind (cw-Inv) (Unger et al., 1994; Sturm, 1999). Trotz 

unterschiedlicher Kompartimentierung besitzen v-Inv und cw-Inv ähnliche 

biochemische und enzymatische Eigenschaften (Sturm, 1999). Ihr Molekulargewicht 

liegt zwischen 55-70 kDa (Sturm, 1999). Beide sauren Inv sind bei pH-Werten von 

vier bis fünf optimal aktiv (Tang et al., 1996). Darüber hinaus liegen sie glykosiliert 

vor und spalten Disaccharide am Fruktoserest, weshalb sie auch als β-

Fruktofuranosidasen bezeichnet werden (zusammengefasst in Roitsch und 

Gonzales, 2004).  

Die v-Inv regulieren das Zuckergleichgewicht in Früchten (Husain et al., 2001) und 

kontrollieren vermutlich die für den Export zur Verfügung stehende Menge an 

Saccharose (Scholes et al., 1996). Eine weitere Funktion der vac-Inv liegt in der 

Regulation des Saccharose- zu Hexose-Verhältnisses in Vakuolen (Sturm und Tang, 

1999; Andersen et al., 2002; Waechter et al., 2003). Darüber hinaus wurde gezeigt, 

dass die Expression einer Hefe-Invertase in transgenen Tabakpflanzen zu einem 

verminderten Wachstum, verringerter Wurzelbildung und erhöhten Mengen an Stärke 

und löslichen Zuckern in den Blättern führte, unabhängig davon, in welchem 

Kompartiment die Invertasen exprimiert wurden (Sonnewald et al., 1991). Eine 

Korrelation zwischen vac-Inv und Wurzel-und Hypokotyllänge in Arabidopsis konnte 

ebenfalls festgestellt werden (Roitsch und Gonzalez, 2004; Sergeeva et al., 2006). 

Des Weiteren wurde in verschiedenen Studien gezeigt, dass “cold-sweetening“, die 

Akkumulation von Zuckern bei Kälte, in Kartoffelknollen im direkten Zusammenhang 

mit vac-Inv steht (Zrenner et al., 1996; Greiner et al., 1999; Chi et al., 2008; Bhaskar 

et al., 2010).  

Die cw-Inv hat eine tragende Funktion bei Differenzierungs- bzw. 

Entwicklungsprozessen und pflanzlichen Abwehrreaktionen (zusammengefasst in 

Sturm und Tang, 1999). Die Rolle der cw-Inv im pflanzlichen Metabolismus wird im 

nächsten Kapitel näher beschrieben.  
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2.2.1 Die Rolle der cw-Inv in der Regulation des pflanzlichen 

Stoffwechsels  

 

In Pflanzen werden cw-Inv-Isoformen von einer kleinen Genfamilie kodiert. In 

Karotten wurden drei Isoformen, InvDc1, InvDc2 und InvDc3, identifiziert (Lorenz et 

al., 1995). Die Expression der InvDc1 Isoform wurde in jungen Blättern und Wurzeln 

sowie in generativen Geweben nachgewiesen, während die beiden anderen 

Isoformen nicht in vegetativen Geweben exprimiert war (Lorenz et al., 1995). Die 

antisense Inhibition der Inv in Karotten führte dazu, dass keine Pfahlwurzel 

ausgebildet wurde und zu einer Zunahme der oberirdischen Teile (Tang et al., 1999), 

was die Schlüsselrolle des Enzyms während der Entwicklung unterstreicht. In Mais 

wurden vier cw-Inv charakterisiert (Taliercio et al., 1999; Kim et al., 2000). Analysen 

haben gezeigt, dass durch das Fehlen einer endosperm-spezifischen cw-Inv die 

Samenentwicklung beeinträchtigt war (Cheng et al., 1996). Während in Arabidopsis 

sechs cw-Inv Isoformen gefunden wurden (Sherson et al., 2003), konnten in Reis 

neun Isoformen identifiziert werden (Ji et al., 2005). In Kartoffeln dagegen sind vier 

cw-Inv Isoformen bekannt, pCD111, pCD141, InvGE und InvGF, die in Abhängigkeit 

von Entwicklungsprozessen und gewebespezifisch exprimiert sind (Hedley et al., 

Abb. 1: Schematischer Überblick über die Invertase-Isoformen in Pflanzen (verändert 
nach Roitsch und Gonzales, 2004). Saccharose (Suc) wird von photosynthetisch aktiven 
Geweben zu sink-Geweben transportiert: Symplastisch über Plasmodesmata (PD) oder 
apoplastisch über Saccharose-Transporter (ST). Im Apoplasten wird die Suc von der Zellwand-
gebundenen Invertase (cw-Inv) hydrolisiert. Glukose (Glc) und Fruktose (Fru) können über 
Hexose-Transporter (HT) in das Zytoplasma transportiert werden. Im Zytosol wird Suc durch die 
neutrale Invertase (n-Inv) gespalten oder mit Hilfe von ST in die Vakuole transportiert. Dort 
erfolgt die Hydrolyse über die vakuoläre Invertase (v-Inv). PS: Photosynthese 
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1993, 1994; Maddison et al., 1999). In weiteren Untersuchungen konnte eine cw-Inv- 

abhängige Regulation der Samen-und Pollenentwicklung nachgewiesen werden 

(Weber et al., 1995; Goetz et al., 2001). 

In Tomaten wurden vier Isoformen beschrieben, die als Lin5, Lin6, Lin7 und Lin8 

bezeichnet werden (Godt und Roitsch, 1997). Die Expression der einzelnen cw-Inv- 

Isoformen wird gewebespezifisch reguliert (Fridman und Zamir, 2003). Lin5 und Lin7 

werden primär in Blüten und Früchten exprimiert (Godt und Roitsch, 1997; Fridman 

und Zamir, 2003; Fridman et al., 2004). Funktionelle Untersuchungen haben gezeigt, 

dass Lin5 eine wichtige, wenn nicht sogar entscheidende Funktion bei der Regulation 

des Zucker-Gehaltes in Tomaten Früchten einnimmt (Fridman et al., 2004; Zanor et 

al., 2009). Die Expression von Lin6 und Lin8 wurde hauptsächlich in vegetativen 

Geweben wie Blättern und Wurzeln nachgewiesen (Godt und Roitsch, 1997; Fridman 

und Zamir, 2003).  

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die cw-Inv das Schlüsselenzym bei 

der apoplastischen Phloementladung und der Versorgung von sink-Geweben mit 

Assimilaten ist (Weber et al., 1995; Tang et al., 1999; Goetz et al., 2001; Roitsch et 

al., 2003). Erste Hinweise bieten Expressionsanalysen, bei denen deutlich wird, dass 

cw-Inv unter normalen Bedingungen hauptsächlich in vegetativen sink-Geweben und 

reproduktiven Organen exprimiert werden (Godt und Roitsch, 1997; Sturm, 1999; 

Fridman und Zamir, 2003). Bei dem Prozess der apoplastischen Phloementladung 

wird Saccharose in den Apoplasten entlassen, durch die cw-Inv hydrolisiert und die 

Spaltprodukte durch spezifische Hexose-Transporter in die sink-Gewebe importiert 

(siehe Abschnitt 2.1). Die Entladung wird dadurch aufrechterhalten, dass die 

irreversible Spaltung der Saccharose ihr Nachfließen aus dem Phloem ermöglicht 

und somit ein Maß für die relative sink-Stärke darstellt (Ho, 1988).  

Auch beim Übergang vom source- in den sink-Status spielt die cw-Inv eine 

entscheidende Rolle. Untersuchungen an transgenen Pflanzen, bei denen eine Hefe-

Invertase überexprimiert wurde, haben gezeigt, dass eine Blockade der 

Phloembeladung im source-Gewebe unter anderem zu einer Anreicherung von 

Photoassimilaten im Apoplasten, einer starken Reduktion der Photosyntheserate und 

einem verminderten Wachstum führte (von Schaewen et al., 1990; Dickinson et al., 

1991; Heineke et al., 1992). Die Überexpression der Hefe-Invertase führte 

gewissermaßen zu einer Umwandlung des source-Gewebes in den sink-Status. Die 

Saccharose wird hydrolisiert und in den Symplasten des Blattes transportiert, statt ins 
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Phloem geladen zu werden (von Schaewen et al., 1990; Dickinson et al., 1991; 

Heineke et al., 1992). Eine ähnliche Beobachtung wurde auch in pathogeninfizierten 

Pflanzen gemacht, was im nächsten Abschnitt genauer erläutert wird. 

 

2.2.2 Die cw-Inv in der Pathogen/Wirt-Interaktion 

 

Eine koordinierte source/sink-Wechselwirkung spielt nicht nur während 

Entwicklungsprozessen von Pflanzen eine Rolle, sondern hat auch in der 

Pflanze/Pathogen-Interaktion eine entscheidende Funktion (Roitsch, 1999). Der 

molekulare Wirkmechanismus ist hierbei noch wenig verstanden. Unabhängige 

Studien haben gezeigt, dass ein erhöhter Energiebedarf wie etwa bei Verwundungen 

(Roitsch et al., 1995; Zhang et al., 1996) oder Pathogeninfektionen die cw-Inv 

induzieren. Eine Induktion der cw-Inv konnte in Interaktionen mit Bakterien (Sturm 

und Chrispeels, 1990), Viren (Herbers et al., 2000), Oomyceten (Essmann et al., 

2008) und Pilzen (Chou et al., 2000; Swarbrick et al., 2006; Horst et al., 2008) 

nachgewiesen werden. Da die cw-Inv ein Schlüsselenzym für die Versorgung von 

sink-Organen mit Kohlenhydraten ist, kann die pathogenvermittelte Induktion der cw-

Inv als Umwandlung von einem source- in einen sink-Zustand interpretiert werden 

(Roitsch et al., 2003). Neuere Untersuchungen deuten an, dass die Pflanze mit einer 

schnellen Induktion des sink-Metabolimus auf die Pathogeninfektion antwortet und 

dass die Geschwindigkeit der Induktion den Ausgang einer Infektion beeinflusst 

(Swarbrick et al., 2006). Um den Energiebedarf für Abwehrreaktionen zu decken, 

steigt in infizierten Blättern resistenter Pflanzen die Aktivität der cw-Inv bei 

Pathogenbefall schneller und in größerem Ausmaß als in befallenen Blättern 

suszeptibler Pflanzen (Swarbrick et al., 2006; Essmann et al., 2008).  
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2.3 Die Interaktion von Pathogenen mit ihren Wirtspflanzen  

 

Pflanzen sind fortwährend Mikroorganismen ausgesetzt. Die Mehrzahl der 

Mikroorganismen ist jedoch nicht in der Lage eine bestimmte Pflanze zu befallen, da 

diese entweder keinen geeigneten Wirt darstellt oder aber die Mikroorganismen nicht 

in der Lage sind die Abwehrmechanismen der Pflanze, die auf strukturellen Barrieren 

(z.B. Zellwand) und biochmeischen Komponenten (z.B. Phytoalexine) beruhen, zu 

überwinden (Heath, 1991; Schloesser, 1997; Heath, 2000; Agrios, 2005). In diesem 

Falle liegt eine als Nicht-Wirtsresistenz bezeichnete Reaktion vor (Heath, 1991). Wird 

die basale Wirtsabwehr unterdrückt oder umgangen, kommt es zur Interaktion 

zwischen Pathogen und Wirt. Die Mikroorganismen durchdringen dabei die Blatt- 

oder Wurzeloberfläche oder dringen über Wunden und Stomata in die Pflanzen ein 

(Chisholm et al., 2006). Die Art der Interaktion ist davon anhängig, ob das Pathogen 

eine resistente oder suszeptible Pflanze befällt. In einer kompatiblen Interaktion 

befallen virulente Pathogene suszeptible Pflanzen, vermehren sich und lösen 

Krankheitsmerkmale aus. Sie rekrutieren Nährstoffe und unterdrücken 

Abwehrreaktionen (Alfano und Collmer, 1997; Buettner und Bonas, 2003; Mudgett, 

2005). In einer inkompatiblen Interaktion befällt ein avirulentes Pathogen eine 

resistente Pflanze. Die pflanzliche Resistenz wird durch die Erkennung eines 

pathogenen Avirulenzproteines (Avr-Protein) durch ein korrespondierendes 

Resistenzprotein (R-Protein) vermittelt (Flor, 1971). Durch diese spezifische 

Interaktion wird in der Pflanze eine Zelltodreaktion (HR, Hypersensitive Reaktion) 

ausgelöst, die die Ausbreitung des Pathogens in der Pflanze verhindert. Viele R-

Proteine scheinen das Avr-Protein indirekt zu erkennen, indem letzteres ein 

pflanzliches Pathogenitätsziel bindet und modifiziert. Diese Veränderung wird 

“überwacht“ (Guard-Theorie), schließlich vom R-Protein erkannt und löst den 

Abwehrmechanismus der Pflanze aus (Van der Biezen und Jones, 1998). Neuere 

Erkenntnisse zeigen allerdings auf, dass die Pflanze im Verlauf der Evolution neben 

den eigentlichen Zielproteinen weitere Kopien entwickelt hat, welche die für die 

Pflanze essenziellen Zielproteine “maskieren“ (Decoy-Modell) (van der Hoorn und 

Kamoun, 2008).  

 



Einleitung 

 

 12 

2.4 Lebensweise unterschiedlicher Pathogene und die Umpro-

grammierung des Wirtsmetabolismus durch Phytopathogene 

 

Zur Besiedlung von Wirtspflanzen haben Pflanzenpathogene wie z.B. Viren, Pilze 

und Bakterien verschiedene Strategien entwickelt, um sich den pflanzlichen 

Stoffwechsel zu Nutze zu machen.  

Viren nutzen Zell-Zell Verbindungen wie Plasmodesmata um sich systemisch 

auszubreiten (zusammengefasst in Biemelt und Sonnewald, 2006). In Studien konnte 

als Folge auf die Induktion der cw-Inv, eine Reduktion photosynthetischer Aktivität 

sowie eine Akkumulation löslicher Zucker und Stärke gezeigt werden (Tecsi et al., 

1996; Herbers et al., 2000), die für den Übergang von einem source- in einen sink- 

Zustand bezeichnend sind. Pilze, wie z.B. Mehltau-und Rostpilze, haben 

spezialisierte Strukturen entwickelt, sogenannte Appressorien oder Hyphen, über die 

sie mit ihrem Wirt interagieren können (Mendgen und Hahn, 2002; Schulze-Lefert 

und Panstruga, 2003). Pathogene Pilze entziehen hierbei aus dem Wirtsgewebe 

Nährstoffe, so dass infizierte Blätter ihren source-Zustand verlieren und in einen sink-

Zustand übergehen (Panstruga, 2003; Biemelt und Sonnewald, 2006). In 

Gerstenblättern, die mit dem Mehltau Blumeria graminis infiziert waren (Swarbrick et 

al., 2006), wurde eine Reduktion der photosynthetischen Aktivität beobachtet, 

während in Albugo candida-infizierten Arabidopsisblättern (Chou et al., 2000) eine 

Akkumulation löslicher Zucker gezeigt wurde. Ferner wurde in Ustillago maydis-

infizierten Maisblättern eine Induktion der pilzlichen Inv nachgewiesen (Horst et al., 

2008).  

Bakterien nutzen ein spezielles Sekretionssystem, das Typ3-Sekretionssystem 

(T3SS), das die Translokation von bakteriellen Effektormolekülen in die Wirtszelle 

vermittelt (Buettner und Bonas, 2002b). Effektoren steuern den pflanzlichen 

Stoffwechsel zu ihren Gunsten um und unterdrücken Abwehrmechanismen des 

Wirtes (Buettner und Bonas, 2003). Eine Induktion der cw-Inv als Antwort auf Stress-

Stimuli wurde in Abschnitt 2.2.2. beschrieben. Durch die pathogenvermittelte 

Induktion der cw-Inv kommt es zu Veränderungen im Gehalt apoplastischer 

Hexosen, die als Regulatoren von zellulären Prozessen und von Abwehrreaktionen 

erachtet werden (Seo et al., 2007). Hexosen dienen zum einen als Nährstoffquelle für 

das Pathogen (Biemelt und Sonnewald, 2006; Berger et al., 2007; Seo et al., 2007), 

die per se ein sink-Organ darstellen. Zum anderen fungieren Hexosen als pflanzliche 



Einleitung 

 

 13 

Signalmoleküle, die sowohl die Expression von Photosynthese (PS)-Genen 

reprimieren (Koch, 1996) als auch die Expression von Abwehrgenen induzieren 

können (Herbers et al., 1996b; Rolland et al., 2006).  

In verschieden Arbeiten wurde gezeigt, dass nach Pathogenbefall die PS-Kapazität 

als auch die Expression von PS-Genen herunterreguliert war, wobei die Induktion der 

cw-Inv Aktivität mit der Akkumulation von löslichen Zucker einherging (Chou et al., 

2000; Herbers et al., 2000; Swarbrick et al., 2006). Darüber hinaus erfolgte, im 

Vergleich zu kompatiblen Wechselwirkungen, eine schnellere und stärkere 

Expression von PR-Genen in inkompatiblen Interaktionen (Swarbrick et al., 2006; 

Berger et al., 2007; Seo et al., 2007). Auch Herbers et al. (2000) konnten zeigen, 

dass in Folge der Infektion von Tabakpflanzen mit dem Kartoffelvirus Y (PVY) die cw-

Inv induziert wurde und lösliche Zucker akkumulierten. Parallel wurde die Expression 

von PS-Genen reprimiert, während die der PR-Gene induziert wurde. Folglich wurde 

die Hypothese aufgestellt, dass erhöhte Mengen an löslichen Zuckern 

Abwehrreaktionen auslösen und sich somit eine stärkere Resistenz gegenüber Viren 

manifestiert.  

Das Modell der zuckerverstärkten Abwehrantwort (Abb.2) während einer 

Pflanze/Pathogen-Interaktion verdeutlicht nochmals die Rolle der Hexosen.  
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Abb. 2: Modell zur zuckerverstärkten 
Abwehrreaktion während einer 
Pflanze/Pathogen-Interaktion 
(verändert nach Seo et al., 2007)  
Pathogenbefall führt zur Induktion der 
cw-Inv. Die erhöhte Aktivität der cw-Inv 
reduziert die Phloembeladung mit Suc 
und hat eine Akkumulation von Hexosen 
im Apoplasten zur Folge. Diese werden 
ins Zytosol transportiert und regulieren 
die Genexpression: PS-Gene werden 
reprimiert, während PR- und cw-Inv 
Gene induziert werden.  
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Abb.3: Bakterielle Fleckenkrank-
heit bei Paprika und Tomate nach 
Infektion mit Xcv.  
A Krankheitsmerkmale auf 
Paprikafrüchten (Abb. aus University 
of Massachusetts Amherst, 
http://www.umassvegetable.org)  
B Xcv-infiziertes Paprikablatt (Abb. 
aus North Carolina State University, 
http://www.ces.ncsu.edu/depts/pp/not
es/Vegetable/vdin018/img_pepl.htm) 
C Symptome der bakteriellen 
Fleckenkrankheit auf Tomaten-
früchten (Abb. aus University of 
Massachusetts Amherst, 
http://www.umassvegetable.org)  
D Krankheitsausprägung eines 
infizierten Tomatenblattes (Abb. aus 
Clemson University, 
http://www.insectimages.org) 

2.5 Das Pflanzenpathogen Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria (Xcv) 

 

Eines der Modellsysteme zum Studium der Interaktion zwischen bakteriellen 

Pathogenen und ihren Wirtspflanzen ist Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 

(Xcv), das auch als Xanthomonas euvesicatoria oder Xanthomonas axonopodis pv. 

vesicatoria (Jones et al., 2004) bezeichnet wurde. Xcv ist ein gram-negatives 

hemibiotrophes Bakterium, das bei Paprika (Capsicum annuum) und Tomate 

(Solanum lycopersicum) die bakterielle Fleckenkrankheit auslöst (Jones et al., 1998), 

die mit der Ausprägung von chlorotischen und nekrotischen Läsionen, Welke und 

Fäule einhergeht (Bonas et al., 2000). Xcv verursacht vor allem in Regionen mit 

feuchtwarmem Klima agrarwirtschaftliche Schäden (Agrios, 2005). Die Krankheit ist 

schwer zu kontrollieren, da viele Bakterienstämme resistent gegenüber den 

eingesetzten Bakteriziden (Stall et al., 1986) sind. Um optimale Lebensbedingungen 

zu erlangen, benötigt Xcv Temperaturen zwischen 24°C und 30°C und eine hohe 

relative Luftfeuchtigkeit (Tamir-Ariel et al., 2007). Die Bakterien gelangen über 

Wassertropfen, durch Stomata oder Verwundungsstellen in den Interzellularraum.  
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Die Pathogenität vieler gram-negativer phytopathogener Bakterien, wie 

Xanthomonas, Pseudomonas, Ralstonia und Erwinia ist von einem T3SS abhängig 

(He et al., 2004), was die Translokation bakterieller Effektoren in die Wirtszelle 

ermöglicht (Alfano und Collmer, 1996). Ein funktionsfähiges T3SS ist für die Virulenz 

essenziell und somit für die Entwicklung von Krankheitsmerkmalen und die 

Vermehrung von Bakterien (Staskawicz et al., 2001). Mutanten, die kein T3S-Apparat 

mehr besitzen, können sich in suszeptiblen Pflanzen nicht mehr vermehren und 

keine Krankheitsmerkmale auslösen. In resistenten Pflanzen hingegen sind T3SS-

defiziente Mutanten nicht in der Lage eine HR zu induzieren (Noel et al., 2001; 

Buettner und Bonas, 2002a). Der T3S-Apparat durchspannt die innere und äußere 

Membran von Bakterien und ist mit einem Hrp-Pilus (hypersensitive response and 

pathogenicity) assoziert. Diese nadelförmige Struktur durchdringt die pflanzliche 

Zellwand (Buettner und Bonas, 2002b). Essenziell für die Translokation bakterieller 

Effektoren ist die kanalbildende Komponente des T3SS, Hrp F (Buettner und Bonas, 

2002b). Das T3SS von Xcv wird von einem chromosomalen hrp Gencluster kodiert, 

der in sechs Transkriptionseinheiten organisiert ist und etwa 30 Effektoren in die 

Pflanzenzelle transloziert (Bonas et al., 1991; Cornelis und Van Gijsegem, 2000; 

Buettner und Bonas, 2002b; Thieme et al., 2007; White et al., 2009). Unter den 

sekretierten Proteinen von Xcv befinden sich beispielsweise AvrBs2 (Guerlebeck et 

al., 2006), XopX (Metz et al., 2005) oder XopD (Kim et al., 2008), die zur Virulenz 

beitragen, indem sie die pflanzliche Abwehr unterdrücken. Für einige Effektorproteine 

aus Pseudomonas syringae konnten enzymatische Aktivitäten nachgewiesen 

werden, wodurch sie die Funktion von Wirtsproteinen regulieren können 

(zusammengefasst in Kay und Bonas, 2009). AvrBs3 aus Xcv fungiert als 

Transkriptionsfaktor, der gezielt an pflanzliche Promotoren bindet und die Expression 

von Wirtsgenen induziert (Cunnac et al., 2007; Kay et al., 2007). Trotz zahlreicher 

Untersuchungen zur Funktionsweise von Effektoren ist für die große Mehrheit der 

molekulare Wirkungsmechanismus noch unbekannt. Weitere Studien sind notwendig, 

um die Rolle der Effektoren in der bakteriellen Virulenz besser zu verstehen.  

 

2.6 Bakterielle Transportsysteme – ein Überblick 

 

Lebende Zellen sind durch eine biologische Membran von ihrer Umwelt abgegrenzt. 

Dabei spielt die Zytoplasmamembran (ZM) eine zentrale Rolle für die Zellfunktion 
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(Madigan et al., 2003). Sie ist nicht nur der Ort, an dem die protonenmotorische Kraft 

erzeugt und genutzt wird, sondern stellt eine Permeabilitätsbarriere dar, die 

verhindert, dass Bestandteile des Zytoplasmas passiv in die Zellen gelangen oder sie 

verlassen (Dills et al., 1980). So ermöglichen Transportproteine nicht nur die 

Aufnahme und den Austausch verschiedener Stoffe sondern kontrollieren auch den 

Fluss unterschiedlicher Substanzen, auch entgegen eines Konzentratiosgradienten 

(Saier, 2000; Madigan et al., 2003).  

Kleine hydrophobe Moleküle können durch die Membran diffundieren. Dabei versteht 

man unter Diffusion einen Prozess, bei dem eine durch thermische Bewegung 

zustande kommende, bezüglich des einzelnen Teilchens ungerichtete, passive 

Durchmischung von Teilchen (Bresinsky et al., 2008). Kleine, hydrophile und 

geladene Moleküle hingegen müssen gezielt transportiert werden (Law et al., 2008). 

Bei dem Transport unterscheidet man zwischen Kanälen und Carriern. Kanäle 

ermöglichen in einem diffusionsabhängigen Prozess den Transport einer gelösten 

Substanz von einer Seite der Membran auf die andere (Saier, 2000). Bei einem 

carriervermittelten Transport hingegen wird das Substrat spezifisch gebunden und 

nach Konformationsänderungen des Transporters durch die Membran geschleust 

(Varela und Wilson, 1996; West, 1997). Dabei ist die Transportrate von Carriern 

geringer als von Kanälen. Eine typische Eigenschaft von Carriern ist der 

Sättigungseffekt (Saier, 2000), obwohl beide Klassen diesen Effekt zeigen.  

Bei Bakterien unterscheidet man drei Arten von Transportsystemen 

(zusammengefasst in Law et al., 2008). Sogenannte Primäre Aktive Transporter, wie 

P-Typ ATPasen und ABC-Transporter (ABC, ATP-binding cassette), transportieren 

Ionen oder Substanzen entgegen eines Konzentrationsgefälles (zusammengefasst in 

Saier, 2000; Law et al., 2008). Die hierfür erforderliche Energie liefert die Hydrolyse 

von ATP (Paulsen et al., 1997; zusammengefasst in Kelly und Thomas, 2001). Das 

Transportprotein kann, muss aber nicht phosphoryliert werden, während das Substrat 

nicht phosphoryliert ist.  

Sekundäre Aktive Transporter ermöglichen durch einen elektrochemischen 

Ionengradienten den Transport von Substanzen (zusammengefasst in Pao et al., 

1998; Kelly und Thomas, 2001). Etwa 25% aller bekannten Transmembranproteine 

bei Prokaryoten gehören zur Gruppe der MFS-Transporter (major facilitator 

superfamily), die unter den Sekundären Transportern die größte Familie darstellen 

(Saier et al., 1999). Diese Transportproteine sind durch 12 α-Helices charakterisiert, 
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die einen Kanal bilden, durch den die transportierte Substanz in die Zelle gelangt 

(Pao et al., 1998; Saier et al., 1999). Dabei gibt es drei verschiedene 

Transportformen. Uniporter transportieren ein Molekül in eine Richtung. Als Symport 

wird ein Transportvorgang bezeichnet, bei dem zwei Substrate gleichzeitig in eine 

Richtung geschleust werden. Antiporter hingegen transportieren zwei Substrate in 

entgegengesetzte Richtung (diskutiert in Rosen und Kashket, 1978; Dills et al., 

1980). Der am besten untersuchte MFS-Symporter ist die LacY Permease aus E.coli 

(unter anderem beschrieben in Kaback, 2005; Guan und Kaback, 2006).  

Gruppentranslokatoren stellen die dritte Klasse von Transportsystemen dar, bei dem 

die Translokation des Substrates an dessen chemische Modifikation gekoppelt ist 

(zusammengefasst in Law et al., 2008). Die am besten untersuchten Fälle von 

Gruppentranslokation sind der Transport von Glukose, Mannose und Fruktose, die 

während des Prozesses durch das Phosphotransferasesystem (PTS) phosphoryliert 

werden (zusammengefasst in Dills et al., 1980; Saier, 2000). Das Substrat gelangt 

schließlich in modifizierter Form auf die andere Seite der Membran 

(zusammengefasst in Law et al., 2008). 

 

2.7 Die Ernährungsweise von Phytopathogenen Bakterien 

 

Für die Vermehrung von phytopathogenen Bakterien wie Xanthomonas, die im 

pflanzlichen Apoplasten leben, ist sowohl die Fähigkeit die pflanzliche Abwehr zu 

unterdrücken als auch ihrem Wirt Nährstoffe zu entziehen von zentraler Bedeutung 

(Tang et al., 2005; Chen et al., 2010). Die Mechanismen zur Regulation des 

Wirtsmetabolismus zu Gunsten des Pathogens und die damit verbundene 

Ernährungsweise von Bakterien sind bisher wenig verstanden.  

Die Verwertung von Kohlenhydraten impliziert ihre Verfügbarkeit im natürlichen 

Habitat von Bakterien (Blanvillain et al., 2007). Ferner sind die Erkennung dieser 

Metabolite und die koordinierte Induktion von Transportsytemen und 

Stoffwechselenzymen wichtig (Galperin, 2004; Cases und de Lorenzo, 2005).  

Der Apoplast stellt den Bakterien eine Reihe an Metaboliten zur Verfügung, 

allerdings nur in sehr geringen Konzentrationen (Nadwodnik und Lohaus, 2008). Des 

Weiteren unterscheidet sich die Zusammensetzung der apoplastischen Flüssigkeit in 

verschiedenen Pflanzenarten. So konnten Nadwodnik und Lohaus (2008) zeigen, 

dass die Konzentration an Zuckeralkoholen höher ist als die an Saccharose. Sie 
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betrug zwischen verschiedenen Pflanzenspezies etwa 1 mM und weniger. Im 

Apoplasten von Sellerie wurde Mannitol gemessen, während im Apoplasten von 

Pfirsichbäumen Sorbitol nachgewiesen wurde. In Mais oder Spinat hingegen konnten 

beide Zuckeralkohole nicht bestimmt werden. Da Saccharose der zentrale 

Transportzucker in den meisten höheren Pflanzen ist, liegt die Vermutung nahe, dass 

sie auch eine zentrale Rolle als Kohlenstoffquelle und Energielieferant für Pathogene 

darstellt. Auch die Gehalte an Saccharose und Hexose schwankten zwischen den 

untersuchten Pflanzenarten und waren im Falle von Saccharose sehr gering (Lohaus 

et al., 2001; Nadwodnik und Lohaus, 2008). In einer weiteren Studie (Solomon und 

Oliver, 2001) unterschieden sich sowohl die Zusammensetzung als auch der Gehalt 

an Aminosäuren in unterschiedlichen Pflanzenspezies. Lohaus et al. (2001) konnten 

zusätzlich organische Säuren wie Lactat und Malat nachweisen.  

Als Folge der unterschiedlichen Zusammensetzung der apoplastischen Flüssigkeit 

und der geringen Konzentration an verfügbaren Metaboliten müssen Pathogene 

spezielle und effektive Aufnahmesysteme besitzen. Inwiefern solche 

Aufnahmesysteme zur Pathogenität beitragen ist Gegenstand neuerer 

Untersuchungen. Die Aufnahme von Fruktose (de Crecy-Lagard et al., 1995) und 

Saccharose (Blanvillain et al., 2007; Sutton et al., 2007; Wahl et al., 2010) wurde 

bereits beschrieben. In Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag) wurde eine 

intrazelluläre Saccharose-Hydrolase (suh) entdeckt, die allein für die Spaltung der 

Saccharose verantwortlich ist und keine Ähnlichkeiten zu Invertasen aufweist (Kim et 

al., 2004). Durch vergleichende Sequenzanalysen konnte ein Gen identifiziert 

werden, das Homologien zu dem in Arabidopsis thaliana beschriebenem SUC1-

Transporter (Sauer und Stolz, 1994) aufweist. Weiterhin konnten in Uromyces fabae 

(Voegele et al., 2001) Glukose-Transporter beschrieben werden. In X. campestris pv. 

campestris wurde mit Hilfe von Transkriptomdaten ein Gen für die Galaktose-

Aufnahme identifiziert (Serrania et al., 2008). Eine weitere Nahrungsquelle scheint 

Citrat zu sein. Sowohl für Pectobacterium atrosepticum (Urbany und Neuhaus, 2008) 

als auch für Xcv (Tamir-Ariel et al., 2007; Tamir-Ariel et al., 2011) ist Citrat essenziell 

für die Virulenz des Bakteriums. Eine Mutation in dem Citrat-Transporter von Xcv 

zeigte sowohl in vitro als auch in planta reduziertes bakterielles Wachstum. 

Außerdem wurden in Tomatenpflanzen nach Infektion mit der Transporter-Mutante 

keine Krankheitssymptome ausgeprägt (Tamir-Ariel et al., 2007).  
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2.8  Zielsetzung dieser Arbeit  

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle der cw-Inv in der kompatiblen Interaktion 

zwischen Tomatenpflanzen und Xcv untersucht und Einblicke in die 

Ernährungsstrategie von Xcv gewonnen werden.  

Funktionelle Analysen zur Rolle der cw-Inv in der kompatiblen Interaktion wurden 

bisher nicht durchgeführt. In Vorarbeiten wurden mittels RNAi-Technologie transgene 

Tomatenpflanzen mit reduzierter cw-Inv Aktivität generiert (Lin8-RNAi Pflanzen). 

Diese cw-Inv reduzierten Tomaten sollten anhand von biochemischen und 

physiologischen Methoden zunächst auf grundlegende Veränderungen im 

Primärstoffwechsel und in der Photosynthese-Leistung analysiert werden. Des 

Weiteren sollte in dem Modellsystem Tomate/Xcv der Effekt der reduzierten cw-Inv 

Aktivität auf Modifikationen des Kohlenstoffmetabolismus und auf Auswirkungen in 

der Ausprägung von Krankheitsmerkmalen näher charakterisiert werden. Dazu 

wurden Tomatenpflanzen mit Xcv infiltriert und molekularbiologischen und 

biochemischen Analysen unterzogen.  

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war Einblicke in die Ernährungsweise von 

Xcv zu bekommen. Über die Fähigkeit spezielle Metabolite aufzunehmen und zu 

verwerten ist bisher wenig bekannt. In Xag ist suh für die Spaltung der Saccharose 

verantwortlich (Kim et al., 2004). In Xcv wurde kürzlich ein Citrat-Transporter, citH, 

charakterisiert, der entscheidend zur Virulenz von Xcv beiträgt (Tamir-Ariel et al., 

2007; Tamir-Ariel et al., 2011). In Vorarbeiten wurden durch vergleichende Analysen 

Kandidatengene für Citrat-Transporter sowie für Saccharose-Transporter in Xcv 

identifiziert und durch triparentale Konjugation Xcv Mutanten generiert. Die 

Bedeutung von Saccharose- bzw. Citrat-Verfügbarkeit als Nährstoffquelle für Xcv in 

der Interaktion mit Tomatenpflanzen sollte näher charakterisiert werden. Dazu wurde 

das Wuchsverhalten dieser Mutanten in vitro und in planta untersucht. Letztere 

Analysen sollten zudem Aufschluss über den Einfluss der Mutation auf die 

Entwicklung von Krankheitsmerkmalen geben.  

Durch vergleichende Analysen des Xanthomonas Genoms sollten weitere putative 

Zucker-Transporter identifiziert, Mutanten hergestellt und anschließend in vitro und in 

planta untersucht werden, um einen Einblick in die Ernährungsstrategie von Xcv zu 

bekommen.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 

 

Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Chemikalien, Enzyme und 

Verbrauchsmaterialien von den Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA), Fermentas (St. Leon-Rot), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 

und VWR (Darmstadt) bezogen. Die für die Kultivierung von Pflanzen in den 

Gewächshäusern notwendigen Materialien stammen von der Bayerischen 

Gärtnereigenossenschaft e. G., Nürnberg. 

Radioaktive Chemikalien wurden von der Firma Hartmann Analytic (Braunschweig) 

und Kits zur Aufreinigung von Plasmiden, PCR-Produkten und DNA Fragmenten aus 

Agarosegelen von Qiagen (Hilden) bezogen. 

 

3.2 Antibiotika 

 

Folgende Antibiotika wurden verwendet:  

 
Tab. 1: Verwendete Antibiotika 

Antibiotikum Endkonzentration 

Ampicilin (Amp) 200 μg/ ml 

Gentamycin (Gm) 15 μg/ ml 

Kanamycin (Km)  50 μg/ ml 

Rifampicin (Rif) 100 μg/ ml
  

Spectinomycin (Sp) 100 μg/ ml 

Tetracyclin (Tet) 100 μg/ ml 

 

3.3 Bakterienstämme 

 

Für Klonierungen, Herstellung von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) 

Deletionsmutanten und in planta Inokulationsexperimente wurden folgende 

Bakterienstämme verwendet:  
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Tab. 2: Verwendete Bakterienstämme 

Stamm  relevanter Genotyp  
Herkunft/ 
Referenz 

E. coli XL1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 
proAB lacI

q
Z∆ M15 Tn10 (Tet

R
)] 

Bullock et al. 
(1987) 

E. coli TOP10F´ F-(Tet
R
) mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 

DlacX74 deoR recA1 araD139 D(ara-leu)7697 galU galK 
rspL (StrR) end A1 nupG 

Invitrogen 

E. coli DH5α λ pir  f- Φ80d lacZΔM15Δ(lacZya-argF), U169, recA1, endA1, 
hsdR17 Sp

R
  

 

Bonas et al. 

E. coli K12 HB101 Helfer pRK 2013; Km
R
 DSMZ 

Xcv 75-3 Wt, Rif 
R
  Bonas et al. 

(1989) 

Xcv ΔhrpX 75-3 ΩhrpX, TTSS-Insertionsmutante, Rif 
R
, Sp

R
  Bonas et al. 

(1989) 

Xcv 75-3 Δsym Δsym, Rif 
R
 , XCV3616 C.Börnke 

(unveröffentlicht) 

Xcv 75-3 Δsuh Δsuh, Rif 
R
, XCV3618 C.Börnke 

(unveröffentlicht) 

Xcv 75-3 ΔcitH ΔcitH, Rif 
R
, XCV3613 G.Czap 

(unveröffentlicht) 

Xcv 75-3 ΔcitH/sym ΔcitH/sym, Rif  , XCV3613/XCV3616 G.Czap 
(unveröffentlicht) 

Xcv 75-3 Δ0768 Δ0768, Rif 
R
, XCV0768 diese Arbeit 

Xcv 75-3 Δ1599 Δ1599, Rif 
R
, XCV1599  diese Arbeit 

Xcv 75-3 Δ1809 Δ1809, Rif 
R
, XCV1809 diese Arbeit 

Xcv 75-3 Δ1810 Δ1810, Rif 
R
 , XCV1810 diese Arbeit 

Xcv 75-3 + 
pBBR1MCS-5 

Wt mit pBBR1MCS-5, Gm 
R
, Rif 

R
 diese Arbeit 

Xcv 75-3 Δsym :: 
pBBR1MCS-5 sym 

Δsym mit pBBR1MCS-5 sym, Gm 
R
, Rif 

R
  J.Schuster 

(unveröffentlicht) 

Xcv 75-3 Δsuh :: 
pBBR1MCS-5 suh 

Δsuh mit pBBR1MCS-5 suh, Gm 
R
, Rif 

R
 diese Arbeit 

Xcv 75-3 ΔcitH :: 
pBBR1MCS-5 citH 

ΔcitH mit pBBR1MCS-5 citH, Gm 
R
, Rif 

R
  diese Arbeit 

3.4 Vektoren 

 

Folgende Vektoren wurden verwendet:  
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Tab. 3: Verwendete Vektoren  

Bezeichnung Verwendung/ Resistenz Herkunft/ Referenz 

pCR-Blunt E. coli Klonierungsvektor, Km
R
 Invitrogen (Karlsbad, USA) 

pCR2.1 
E. coli Klonierungsvektor, Amp

R
, 

Kan
R
 

Invitrogen (Karlsbad, USA) 

pGEM-T
®
 Easy E. coli Klonierungsvektor, Amp

R
 Promega (Madison, USA) 

pOK 
Suizidvektor für triparentale 
Konjugation, Sp 

R
 

Huguet et al. (1998)  

pBBR1MCS-5 
Expressionsvektor für 
Komplementation von Xcv, Gm 

R
 

Kovach et al. (1995) 

 

3.5 Plasmide 

 

Folgende Plasmide wurden verwendet:  

 

Tab. 4: Verwendete Plasmide 

Bezeichnung Verwendung/ Resistenz Herkunft/ Referenz 

pOK Δsym Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R
 C. Börnke 

pOK Δsuh Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R
 C. Börnke 

pOK ΔcitH Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R G.Czap 

pOK ΔcitH/sym Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R G.Czap 

pOK Δ0768 Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R diese Arbeit 

pOK Δ1599 Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R diese Arbeit 

pOK Δ1809 Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R diese Arbeit 

pOK Δ1810 Donorplasmid für triparentale Konjugation, Sp 
R diese Arbeit 

pBBR1MCS-5 sym 
Expressionspasmid für Komplementation von 
XcvΔsym, Gm 

R
 

J.Schuster 

pBBR1MCS-5 suh 
Expressionspasmid für Komplementation von 
XcvΔsuh, Gm 

R
 

diese Arbeit 

pBBR1MCS-5 citH 
Expressionspasmid für Komplementation von 
XcvΔcitH, Gm 

R
 

diese Arbeit 

 

3.6 Oligonukleotide und Sequenzierungen 

 

PCR-Primer wurden bei der Firma Metabion (Martinsried) bestellt und sind in Tabelle 

5 aufgelistet. Primer für „Real-Time“ PCR Analysen wurden mithilfe der Primer3plus 

Online-Software (www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) abgelei-

tet (Untergasser et al., 2007). Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech 

AG (Konstanz) durchgeführt. 
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Tab. 5: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide 

Nr. 
Bezeichnun
g 

Zielgen Sequenz 5´-3´ Verwendung/Referenz 

NK 66 5´-fwd sym Xcv sym GGATCCATGTCGTCGACCGTTC
CTAAGCTC 

Deletion von XCV3616, C.Börnke 

NK 67 5´-rev sym Xcv sym GACCAGGCAGGCCGCCGGCGT
GAGGTGGCCAG 

Deletion von XCV3616, C.Börnke 

NK 68 3´-fwd sym Xcv sym CCTCACGCCGGCGGCCTGCCT
GGTCGCCGCCG 

Deletion von XCV3616, C.Börnke 

NK 69 3´-rev sym Xcv sym TCTAGACTACGCCC 
CTGCCGGGCTCGTC 

Deletion von XCV3616, C.Börnke 

NK 60 5´-fwd suh Xcv suh GGATCCATGGCATCATCCGCGC
GCGCT 

Deletion von XCV3618, C.Börnke, 

NK 61 5´-rev suh Xcv suh CACGTTGTGCAGGATGCGCAGG
CGGGTGGTG 

Deletion von XCV3618, C.Börnke 

NK 62 3´-fwd suh Xcv suh CCGCCTGCGCATCCTGCACAAC
GTGAT 

Deletion von XCV3618, C.Börnke 

NK 63 3´-rev suh Xcv suh GTCGACTCTAGATCAGCCCTTA
CGCTGCAACCA 

Deletion von XCV3618, C.Börnke 

GC 1 5´-fwd citH Xcv citH GGATCCCGCGCTCGGTTTCGGA
ATG 

Deletion von XCV3613, G.Czap 

GC 2 5´-rev citH Xcv citH CGGCCAGAAAACC 
CGTCGAGCGAGATCAG 

Deletion von XCV3613, G.Czap 

GC 3 3´-fwd citH Xcv citH CTCGCTCGACGGGTTTTCTGGC
CGTCATTCC 

Deletion von XCV3613, G.Czap 

GC 4 3´-rev citH Xcv citH TCTAGAGGGAACAGACCAAACA
ACAACCC 

Deletion von XCV3613, G.Czap 

NK 33 fwd sym-k nk Xcv sym GGCCATGGATCCATGTCGTCGA
CCGTTCCTAA 

Komplementation von XcvΔsym, 
diese Arbeit 

NK 34 rev sym-k nk Xcv sym GGCCATTCTAGACTACGCCCCT
GCCGGGC 

Komplementation von XcvΔsym, 

diese Arbeit 
NK 35 fwd suh-k nk Xcv suh GGCCATAAGCTTATGGCATCAT

CCGCGCGC 
Komplementation von XcvΔsuh, diese 
Arbeit 

NK 36 rev suh-k nk Xcv suh GGCCATGAATTCTCAGCCCTTA
CGCTCAAC  

Komplementation von XcvΔsuh, diese 

Arbeit 
NK 37 fwd citH-k nk Xcv citH GGCCATAAGCTTATGCTGACCG

CGCTCGG 
Komplementation von XcvΔcitH, diese 
Arbeit 

NK 38 rev citH-k nk Xcv citH GGCCATGAATTCCTAGCGCGCC
AAAGGGAAC  

Komplementation von XcvΔcitH, diese 

Arbeit 
NK 1 5´-fwd 0768 Xcv 0768 GTCGACATGACTACTGCCAGGC

CCGC  
Deletion von XCV0768, diese Arbeit 

NK 2 5´-rev 0768  Xcv 0768 CGGCCACATCATGGCGTTGGGC
GCTTGAGAATCCACGACG  

Deletion von XCV0768, diese Arbeit 

NK 3 3´-fwd 0768 Xcv 0768 CGTCGTGGATTCTCAAGCGCCC
AACGCCATGATGTGGCCG 

Deletion von XCV0768, diese Arbeit 

NK 4 3´-rev 0768 Xcv 0768 GGATCCTCACTTGGCCTGGGCC
GGC  

Deletion von XCV0768, diese Arbeit 

NK 5 5´-fwd 1599  Xcv 1599 GTCGACAATCCTCCGTGCCCAG
CG  

Deletion von XCV1599, diese Arbeit 

NK 6 5´-rev 1599 Xcv 1599 CCAGCGCATATACTGCCAACAT
GGCCCAACCGATTCACCAGCC  

Deletion von XCV1599, diese Arbeit 

NK 7 3´-fwd 1599  Xcv 1599 GGCTGGTGAATCGGTTGGGCCA
TGTTGGCAGTATATGCGCTGG 

Deletion von XCV1599, diese Arbeit 

NK 8 3´-rev 1599  Xcv 1599 GGATCCGCCCCAGATACCGTAG
AACACG 

Deletion von XCV1599, diese Arbeit 

NK 9 5´-fwd 1810 Xcv 1810 GTCGACATGGCAGTAGCAAGAG
AGC 

Deletion von XCV1810, diese Arbeit 

NK 10 5´-rev 1810 Xcv 1810 GCAAGCCAAGTGATAGATCGCA
CGCAACCAGAGCATTGC 

Deletion von XCV1810, diese Arbeit 

NK 11 3´-fwd 1810 Xcv 1810 GCAATGCTCTGGTTGCGTGCGA
TCTATCACTTGGCTTGC 

Deletion von XCV1810, diese Arbeit 

NK 12 3´-rev 1810 Xcv 1810 GGATCCGGACAAAGTGATCGAG
ACG 

Deletion von XCV1810, diese Arbeit 

NK 13 5´-fwd 1809 Xcv 1809 GTCGACATGTCCAGTGTTTCCAT
TGACGGC 

Deletion von XCV1809, diese Arbeit 

NK 14 5´-rev 1809 Xcv 1809 GCGGATCTGGTTGGGGAACATG
GAACAGCGCAGCGGAAATGAT 

Deletion von XCV1809, diese Arbeit 
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NK 15 3´-fwd 1809 Xcv 1809 ATCATTTCCGCTGCGCTGTTCCA
TGTTCCCCAACCAGATCCGC 

Deletion von XCV1809, diese Arbeit 

NK 16 3´-rev 1809 Xcv 1809 GGATCCCAACTCCTTGCCCTTG
GTCTCG  

Deletion von XCV1809, diese Arbeit 

SB 129 Lin8-5´ LIN8 CACCGGTACTGGAAATTGGG Lin8-RNAi Konstrukt, S.Sonnewald 

SB 130 Lin8-3´ LIN8 ACAGGCCATTGAACCAATTG Lin8-RNAi Konstrukt, S.Sonnewald 

SB 43 GAPDH-5´ GAPDH CGTTAAGTGATGGGAGC Northern Blot, S.Sonnewald 

SB 44 GAPDH-3´ GAPDH TTCACTGACAAGGACAAG Northern Blot, S.Sonnewald 

LQL 18S rRNA-5´ 18S 
rRNA 

CCAAATAAATAATGCTGCTTCC  Northern Blot, Lien Quynh Le 

LQL 18S rRNA-3´ 18S 
rRNA 

CATCCTTGGCAAATGCTTTCGCA
GTTGTTCG 

Northern Blot, Lien Quynh Le 

NK 98 fwd GS-1 GS-1 GAGAAGACAGTGAAGAGATCC Northern Blot, diese Arbeit  

NK 99 rev GS-1 GS-1 GTCACCCGGAATAGGTTTGG Northern Blot, diese Arbeit 

NK 100 fwd GluB GluB GACAATGCAAATACATGGATCC Northern Blot, diese Arbeit 

NK 101 rev GluB GluB GCTGAATATAGTCCGAAATGC Northern Blot, diese Arbeit 

NK 102 fwd GDH-1 GDH-1 GCTAATGACATGGAAGACAGC Northern Blot, diese Arbeit 

NK 103 rev GDH-1 GDH-1 GGTCACAGTTGTGAGTCTTGC Northern Blot, diese Arbeit 

NK 106 fwd PC PC GCAGCTGCCCCAGTTGCCAG Northern Blot, diese Arbeit 

NK 107 rev PC PC CCAACCATTCCAGCTCCCTGG Northern Blot, diese Arbeit 

NK 110 fwd Sgr-1 Sgr-1 GGGAGTTGATGAAGAAAAGC  Northern Blot, diese Arbeit 

NK 111 rev Sgr-1 Sgr-1 CCAAATAAATAATGCTGCTTCC  Northern Blot, diese Arbeit 

NK 116 fwd PR1b-1 PR1b-1 CTGGTGCTGGGGAGAATC qPCR, diese Arbeit 

NK 117 rev PR1b-1 PR1b-1 GTCCGATCCAGTTGCCTACA qPCR, diese Arbeit 

NK 118 fwd GluB GluB ATGTGAAGGGAGGGAGTCCT qPCR, diese Arbeit 

NK 119 rev GluB GluB CCGAAATGCTTCTCGATTTC qPCR, diese Arbeit 

NK 120 fwd PR-Q PR-Q GGACACCTAGCATGACCTC qPCR, diese Arbeit 

NK 121 rev PR-Q PR-Q TGGAGTTTGTTATGGAAGGCT qPCR, diese Arbeit 

NK 122 fwd RbcS tom RbcS AGGTGTGGCCACCAATTAAC qPCR, diese Arbeit 

NK 123 rev RbcS tom  RbcS GTCTCGAA TTCCAAGCAAGG qPCR, diese Arbeit 

NK 124 fwd FNR FNR CCACTGGAACTGGAATTGCT qPCR, diese Arbeit 

NK 125 rev FNR FNR GGGCCTTCTCCTTCATTTTC qPCR, diese Arbeit 

NK 126 fwd PC PC CTGCTGCTGTTGCTATTCCA qPCR, diese Arbeit 

NK 127 rev PC PC CAAAGACGCCTTCACAGTCA qPCR, diese Arbeit 

NK 128 fwd Sgr-1 Sgr-1 TGGGGTAGGTGAGGAAAATG qPCR, diese Arbeit 

NK 129 rev Sgr-1 Sgr-1 GCTGCTTCCACAAACCCTAT qPCR, diese Arbeit 

NK 130 fwd GDH-1 GDH-1 CACCTGCTGTGGTAACTGCA qPCR, diese Arbeit 

NK 131 rev GDH-1 GDH-1 AAGCAGGGCTTCTGTAGCAA qPCR, diese Arbeit 

NK 132 fwd CLH CLH TTGTTGTTGCTCCTCAGTGG qPCR, diese Arbeit 

NK 133 rev CLH CLH AGGTGATGCTGCAATCCTTC qPCR, diese Arbeit 

NK 134 fwd Pao Pao AGTGGGTTGCTTTGGATGAC qPCR, diese Arbeit 

NK 135 rev Pao Pao GCTTCAGGTCCTTGAGATGC qPCR, diese Arbeit 

NK 142 fwd Actin Aktin TAATCCCAAGGCCAACAGAG  qPCR, (Mason et al., 2008) 

NK 143 rev Actin  Aktin GAAAGCACAGCCTGGATAGC  qPCR, (Mason et al., 2008) 

NK 144 Oligo d(T) Oligo dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTT 

cDNA Synthese 
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3.7 Pflanzenmaterial und Wachstumsbedingungen 

 

Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (MM)) wurden im 

Gewächshaus ausgesät und bei 16 h Licht mit Zusatzbeleuchtung (150 µmol quanta 

m-2s-1) bei 22 °C und 8 h Dunkelheit bei 20°C angezogen. Zwei Wochen nach 

Aussaat wurden die Pflanzen pikiert und in folgende Bedingungen transferiert: 16 h 

Licht bei 25 °C und 8 h Dunkelheit bei 22 °C; 60% Luftfeuchtigkeit.  

Transgene Lin8-RNAi Pflanzen mit verminderter Expression der cw-Inv wurden wie in 

Kocal et al. (2008) beschrieben erstellt und positive Linien selektiert. Für die im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurden drei positive Linien (33, 

50, 57) ausgewählt, die eine maximale cw-Inv Aktivität von 5 µmol min -1m-2 hatten. 

Nachkommen der T1 Generation dienten der Charakterisierung der transgenen 

Linien. Für weitere Analysen wurden Pflanzen der T2 Generation verwendet.  

 

3.8 Infektion von Tomatenpflanzen mit Xcv  

 

Für die Infektionsexperimente wurden ca. sechs Wochen alte Tomatenpflanzen 

verwendet. Xcv Bakterienkulturen wurden über Nacht in NYG Medium bei 28°C 

kultiviert, bei 4500rpm für 15 min bei 4°C zentrifugiert und mit sterilem 10mM MgCl2 

gewaschen. Die Zellen wurden in 10mM sterilem MgCl2 resuspendiert und die 

Bakteriensuspension, soweit nicht anders angegeben, auf eine Konzentration von 

5*104 colony forming units(cfu) ml -1 eingestellt (oD 600 von 0,0001). 

Die Bakterien wurden von der Blattunterseite über das stumpfe Ende von 

Einwegspritzen injiziert. Als Kontrolle für die Wundreaktion wurden Blätter mit 10mM 

MgCl2 infiziert. Für biochemische und molekularbiologische Analysen wurden 

Blattproben zu angegeben Zeiten nach Infektion genommen und sofort in flüssigem 

Stickstoff gefroren. Zur Bestimmung des bakteriellen Wachstums in planta wurden 

Blattscheiben in 500 µl sterilem Wasser aufgenommen.  

 

3.9 Anzucht und Transformation von Bakterien 

 

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in bzw. auf LB Medium mit entsprechenden 

Antibiotika bei 37°C. 



Material und Methoden 

 

 26 

Alle Antibiotika bzw. Zusätze wurden in Wasser gelöst und sterilfiltriert. Ausnahmen: 

Rif wurde in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst und X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-

β-D-galactosid) in DMF (Dimethylformamid). Alle Antibiotika bzw. Zusätze wurden 

den Medien nach dem Autoklavieren in entsprechender Konzentration hinzugefügt. 

Die Transformation von E. coli mittels Hitzeschock wurde nach Standardprotokoll 

bzw. nach den Angaben des Herstellers der kompetenten Zellen durchgeführt. Die 

Selektion von Transformanten erfolgte je nach Resistenzmarker des Plasmids durch 

Zugabe eines geeigneten Antibiotikums in das entsprechende Medium. 

 

3.10 Anzucht von Xcv  

 
Soweit nicht anders angegeben wurden die verschiedenen Xcv-Stämme in flüssigem 

oder festem NYG Medium mit 100 µg ml -1 Rif bei 28°C angezogen. Bei den 

Komplementationsstämmen wurde zusätzlich 15 µg ml -1 Gm ins Medium zugesetzt. 

Als Minimalmedium diente M9 (Sambrook et al., 1989), versetzt mit 0,5% 

Saccharose, 0,5% Glukose oder 10 mM Citrat. Die Zellen wurden in Flüssigkultur bei 

200rpm geschüttelt, um eine optimale Sauerstoffversorgung zu gewährleisten.  

 

3.11 Erstellung von Xcv Deletionsmutanten 

 

Xanthomonas Deletionsmutanten wurden mittels triparentaler Konjugation erstellt. 

Hierfür wurden 3 Bakterienstämme benötigt. Der Rezipient, der Empfänger 

genetischen Materials, ist der zu transformierende Xanthomonas Stamm. Der Donor 

ist der E. coli Stamm DH5α mit dem entsprechenden pOK Deletionsplasmid, welches 

neben der Sp-Resistenz das Gen für die Levansucrase besitzt. Die Levansucrase 

wandelt Saccharose in ein viskoses Fructanpolymer um. Ist das Enzym im Inneren 

der Bakterienzelle aktiv, können Bakterien nicht mehr auf saccharosehaltigem 

Medium wachsen. Zur Generierung der Xcv Deletionsmutanten wurden mittels 

genspezifischer Primer mit DNA aus Xcv als Matrize zwei Fragmente erzeugt (94°C 

für 30 s, 60°C für 1 min, 72°C für 45 s; 35 Zyklen), die an den zu deletierenden 

Bereich angrenzen. Die beiden PCR-Produkte wurden mittels einer „overlap 

extension“ PCR mit 5´fwd und 3´rev Primern (94°C für 1 min, 60°C für 1 min, 72°c für 

3 min; 31 Zyklen) fusioniert. Das PCR-Produkt wurde in den pGEM-T Easy 
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(Promega) Vektor und schließlich in das Suizidplasmid pOK (Huguet et al., 1998) 

kloniert. Als dritte Komponente wird ein E. coli Helfer Stamm benötigt, der das für 

den Transfer genetischen Materials notwendige F-Plasmid trägt. Durch Konjugation 

kann dieses auf den Donor übertragen werden, der seinerseits damit in der Lage ist, 

Sex-Pili zum Rezipienten aufzubauen und das Deletionsplasmid aufzunehmen.  

Der Rezipient wurde 2 Tage bei 28° C auf NYG Medium angezogen, die E.coli 

Stämme über Nacht bei 37°C auf LB-Medium (Helfer mit 50 µg ml -1 Km, bzw. Donor 

mit 100 µg ml -1 Sp). Anschließend wurde von jedem Stamm ca.5×10mm 

Bakterienrasen von der Platte abgenommen, in 500 µl NYG-Medium resuspendiert 

und wie folgt gemischt: 50 µl Rezipient, 10 µl Donor und 10 µl Helfer. Von diesem 

Mix wurden 50 µl auf eine NYG Platte aufgetropft und unter der Sterilbank leicht 

getrocknet. Die Platte wurde über Nacht bei 28°C inkubiert und die gewachsenen 

Bakterien am nächsten Tag von der Platte abgenommen und in 500 µl NYG Medium 

resuspendiert. Anschließend wurde die Bakteriensupension 30 s bei 13.000 rpm 

abzentrifugiert und das Pellet in 100 µl NYG resuspendiert. Jeweils 50 µl wurden auf 

selektivem NYG Medium (+Rif/ +Sp) ausplattiert und 2 bis 3 Tage bei 28°C kultiviert. 

Die gewachsenen Klone wurden parallel auf eine NYG Platte (+Rif, +Sp) und eine 

zweite NYG Platte (+Rif, +Sp, +5% Saccharose) ausgestrichen. Integriert das 

Deletionsplasmid in das Genom der Bakterien können diese nicht mehr auf 

Saccharose wachsen, sind aber resistent gegenüber Rif und Sp. Jeweils zwei Klone, 

die Spectinomycin resistent und Saccharose sensitiv waren wurden in 3 ml flüssiges 

NYG Medium (+Rif) überführt und bei 28°C über Nacht inkubiert. Von dieser Kultur 

wurde am nächsten Tag wieder ein Aliquot in 3 ml frisches NYG Medium (+Rif) 

überimpft und ebenfalls bei 28°C üN inkubiert. Durch das Wachstum der Zellen ohne 

Selektionsdruck soll das Plasmid wieder aus den Zellen ausgeschleust werden. 

Anschließend wurden die Zellen auf 103, 102 und 101 Zellen ml -1 verdünnt und auf 

NYG Platten (+Rif) mit 5% Saccharose ausplattiert. Die Platten wurden bei 28°C für 

zwei Tage kultiviert. Die erhaltenen Klone wurden parallel auf NYG Platten (+Rif, 

+Sp) und NYG Platten (+Rif, +5% Saccharose) ausgestrichen. Bakterienzellen, die 

das Plasmid verloren haben können nun wieder auf einem Medium mit Saccharose 

wachsen und sind nicht mehr Spectionmycin resistent. Zur Überprüfung der Mutation 

wurden Klone mittels Colony-PCR überprüft. 

Hierfür wurden die Bakterien in NYG Flüssigkultur angezogen. 500 µl einer dicht 

gewachsenen Kultur wurden 8 min bei 8000 rpm abzentrifugiert, das Zellpellet in 500 
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µl 1 mM MgCl2 resuspendiert und 8 min bei 95° denaturiert. Anschließend wurde 

erneut zentrifugiert und vom Überstand 1-2 µl als Matrize für eine PCR mit 

genspezifischen Primern eingesetzt. 

 

3.12 Komplementation von Xcv Deletionsmutanten  

 
Für die Komplementation der vorhandenen Xcv Deletionsmutanten wurden die 

kodierenden Bereiche von sym, suh und citH mittels der Primer NK 33 bis NK 38 

amplifiziert (94°C für 1 min, 60°C für 1 min, 72°c für 3 min; 35 Zyklen). Die PCR 

Produkte wurden in den Expressionsvektor pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) kloniert 

und auf selektivem Medium ausplattiert. Positive Klone wurden mittels 

Restriktionsverdau identifiziert. Die Komplementation erfolgte mittels triparentaler 

Konjugation. Hierfür wurden, wie zuvor für die Erstellung der Deltionsmutanten drei 

Bakterienstämme benötigt. Der Rezipient ist die zu komplementierende 

Deletionsmutante. Der Donor ist der E. coli Stamm XL1 Blue mit dem 

entsprechenden pBBR1MCS-5 Expressionsplasmid, welches die Gm-Resistenz 

trägt. Der Rezipient wurde 2 Tage bei 28° C auf NYG Medium angezogen, die E.coli 

Stämme über Nacht bei 37°C auf LB Medium (Helfer mit 50 µg ml -1 Km, bzw. Donor 

mit 15 µg ml -1 Gm). Anschließend wurde von jedem Stamm ca.5×10mm 

Bakterienrasen von der Platte abgenommen, in 500 µl NYG Medium resuspendiert 

und wie folgt gemischt: 50 µl Rezipient, 10 µl Donor und 10 µl Helfer. Von diesem 

Mix wurden 50 µl auf eine NYG Platte aufgetropft und unter der Sterilbank leicht 

getrocknet. Die Platte wurde über Nacht bei 28°C inkubiert und die gewachsenen 

Bakterien am nächsten Tag von der Platte abgenommen und in 500 µl NYG Medium 

(+Rif, +Gm) resuspendiert. Anschließend wurde die Bakteriensupension 30 s bei 

13.000 rpm abzentrifugiert und das Pellet in 100 µl NYG (+Rif, +Gm) resuspendiert. 

Jeweils 50 µl wurden auf selektivem NYG Medium (+Rif/ +Gm) ausplattiert und 2 bis 

3 Tage bei 28°C kultiviert. Die gewachsenen Klone wurden in 3 ml flüssiges NYG 

Medium (+Rif, +Gm) überführt und bei 28°C über Nacht inkubiert. Von dieser Kultur 

wurde am nächsten Tag wieder ein Aliquot in 3 ml frisches NYG Medium (+Rif, +Gm) 

überimpft und ebenfalls bei 28°C üN inkubiert. Von dieser Flüssigkultur wurden 500 

µl wie oben beschrieben gewaschen und zur Überprüfung der Komplementation 1-2 

µl als Matrize für eine Colony-PCR mit genspezifischen Primern eingesetzt.  
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3.13 Molekularbiologische Methoden 

3.13.1 Molekularbiologische Standardmethoden 

 
Molekularbiologische Stanardmethoden wie PCR, Schneiden von DNA mit 

Restriktionsenzymen, DNA-Ligation, Reinigung von DNA-Fragmenten, Agarose-

Gelelektrophorese, Transfer von Nukleinsäuren auf Nylon-Membranen, 

Transformation von E. coli-Zellen, Präparation von Plasmiden, und die radioaktive 

Markierung von DNA-Fragmenten zur Verwendung als Hybridisierungssonde wurden 

nach den Angaben der Hersteller bzw. Anleitungen in „Molecular Cloning“ (Sambrook 

et al., 1989) durchgeführt. 

 

3.13.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Xcv 

 

Eine 20 ml üN-Xcv Bakterienkultur wurde bei 130000 rpm für 5 min zentrifugiert, die 

Zellen zunächst in TE-Puffer gewaschen, pelletiert, in 5M NaCl resuspendiert und 

erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde schließlich in 900 µl TE-Puffer 

resuspendiert, mit 300 µl 5% Na-Lauroylsarcosine und 25 µl Pronase (10 µg/ml in 

TE-Puffer) versetzt, invertiert und anschließend 3h bei 37°C inkubiert. Diese 

Suspension wurde mit 500 µl Phenol versetzt, gemischt und zentrifugiert (10000 rpm, 

5 min). Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal wiederholt. Anschließend wurde die 

DNA zweimal mit einem 500 µl Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) extrahiert. 

Die obere, wässrige Phase wurde mit 10% (v/v) 3M Natriumacetat gemischt, 2-fach 

Vol 100% Ethanol zugegeben, vorsichtig gemischt und die DNA schließlich 2h bei -

20°C gefällt. Anschließend wurde 5min bei 10000rpm zentrifugiert und das Pellet in 

70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet 5 min in der 

Speedvac-Zentrifuge getrocknet, in 100 µl TE/RNAse aufgenommen und die DNA 30 

min bei 37°C gelöst.  

 

3.13.3 RNA-Isolierung und Northern Blot 

 

RNA aus Pflanzengewebe wurde nach der Methode von Logemann et al. (1987) 

isoliert. Die RNA-Konzentration wurden an einem ND-1000 Spectrophotometer 

(Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bestimmt.  
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Nach einem Denaturierungsschritt wurden 10 μg Gesamt-RNA in einem 1,5% (w/v) 

Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillartransfer über Nacht auf eine 

Nylonmembran (GeneScreen, NEN, Boston, USA) übertragen.  

Nach Vernetzung der Nukleinsäuren mit der Membran unter UV-Licht wurde die 

Membran 2 h in Church-Puffer (Church und Gilbert, 1984) bei 65°C prähybridisiert. 

Für die Detektion der nachzuweisenden mRNA wurden entsprechende cDNA-

Fragmente mit 40 μCi [α32P]dCTP mittels High Prime Mix (Roche) nach 

Herstellerangaben radioaktiv markiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde 2 min 

bei 95°C denaturiert, zum Hybridisierungspuffer gegeben und über Nacht bei 65°C 

hybridisiert. Nach Waschen mit steigender Stringenz (SSC+0,1% SDS) wurde die 

Membran auf einem Röntgenfilm (Kodak) bei -80°C exponiert, um spezifische 

Signale zu detektieren.  

 

3.13.4 DNAse Verdau und cDNA Synthese 

 

Um RNA von möglichen DNA-Kontaminationen zu befreien, wurde die Gesamt-RNA 

den Herstellerangaben entsprechend mit DNaseI (Fermentas) behandelt. Die cDNA 

wurde mit Hilfe der RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transkriptase 

(Fermentas) laut Herstellerangaben synthetisiert. Falls nicht anders erwähnt, wurden 

Oligo(dT)30 Oligonukleotide als Primer für die cDNA Synthese eingesetzt. 

 

3.13.5 Quantitative „Real-Time“ PCR (qPCR) 

 

Zur quantitativen Bestimmung von Transkriptmengen wurde eine qPCR auf einem 

Mx3000P qPCR System (Stratagene) mit dem Brilliant II SYBR® Green QPCR 

Master Mix (Stratagene) entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Als 

Matrize wurde 1:10, 1:100 oder 1:1000 verdünnte cDNA eingesetzt. Die 

Genexpressionswerte wurden auf die Expression von Aktin (Mason et al., 2008) als 

interne Kontrolle normalisiert (Primer-Nr. NK 142 und NK 143). Folgender 

Temperaturzyklus wurde verwendet: 10 min 95°C, gefolgt von 40 Zyklen 15 s 95°C, 

30 s 60°C and 15 s 72°C. Die Effizienz der verwendeten Primerpaare wurde vorab 

anhand von Verdünnungs-reihen bestimmt. Die Berechnung der relativen 
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Genexpression erfolgte unter Berücksichtigung der Primereffizienzen mithilfe der 

MxPro v4.10 Software von Stratagene. 

3.14 Biochemische und Physiologische Methoden 

3.14.1 Bestimmung des Xcv Wachstums in planta  

 

Um das Wachstum von Xcv-Stämmen in planta zu bestimmen wurden sechs 

Wochen alte Tomaten mit einer Bakteriensuspension von 5*104 cfu ml -1 infiziert. Zur 

Bestimmung der Bakteriendichte wurden Blattscheiben (0,5 cm2; Korkbohrer 4) in 

sterilem H2O homogenisiert und serielle Verdünnungen angefertigt. Ein Aliquot wurde 

auf selektivem NYG Medium (+Rif bzw. +Rif/+Gm) ausplattiert. Nach zwei bis drei- 

tägiger Kultivierung bei 28°C erfolgte die Auszählung gewachsener Kolonien. 

 

3.14.2 Extraktion und Bestimmung von Enzymaktivitäten 

 

Zur Bestimmung von Enzymaktivitäten wurde 10 µg bis 20 µg Blattmaterial in 

eiskalten Extraktionspuffer (50 mM Tris / HCl, pH 6,8, 5 mM MgCl2, 5 mM DTT, 1 mM 

EDTA, 1 mM EGTA, 15% (v/v) Glycerin, 0.1 mM Pefabloc Proteinase Inhibitor) 

homogenisiert und bei 4°C zentrifugiert. Ein Aliquot des Überstandes wurde über 

Sephadex G25 Säulchen entsalzt. Diese Extrakte wurden für verschiedene 

Messungen verwendet. Aktivitäten der vakuolären und neutralen Invertasen, 

Glukokinase und Fruktokinase wurden wie von Zrenner et al. (1995) beschrieben 

bestimmt. Die ADP-Glukose Pyrophosphorylase (AGPase) Aktivität wurde wie bei 

(Leidreiter et al., 1995) beschrieben ermittelt. Für die Bestimmung der Saccharose 

Synthase (SUS) Aktivität wurden die Proben in einem Puffer (0,1 M Hepes, pH 7,8, 

0,17 M Saccharose und 10,6 mg ml -1 UDP) für 15 min bei 30°C inkubiert und die 

Reaktion durch 4 minütiges Erhitzen auf 95°C abgestoppt. Die freigewordene Menge 

an UDP-Glukose wurde wie von Hajirezaei et al.(2000) beschrieben bestimmt. Die 

Konzentration von Proteinen in Extrakten wurde durch die Methode nach Bradford 

(Bradford, 1976) bestimmt.  

Das Pellet diente zur Bestimmung der cw-Inv Aktivität. Hierfür wurde das 

Zellwandsediment zweimal im Puffer (5 mM Tris, pH 7,0) gewaschen, zentrifugiert 

und anschließend in einem 50 mM Acetatpuffer, pH 5,2 in Anwesenheit von 0,1 M 
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Saccharose für genau 90 min bei 37°C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde durch 

Zugabe von 1 M Tris-HCl, pH 8,0 neutralisiert und die Reaktion durch 5 minütiges 

Erhitzen auf 95°C abgestoppt. Die freigewordene Menge an Glukose wurde wie von 

Hajirezaei et al. (2000) beschrieben ermittelt.  

 

3.14.3 Bestimmung der Gehalte löslicher Zucker und Stärke 

 

Lösliche Zucker wurden aus Blattscheiben (0,5 cm2) mit 1 ml 80% Ethanol bei 80°C 

extrahiert. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden die Überstande im 

Vakuumkonzentrator zum Trocknen eingeengt, in 250 µl Wasser aufgenommen und 

die Gehalte löslicher Zucker spektrophotometrisch im Messpuffer (100 mM Imidazol, 

pH 6,9, 5 mM MgCl2, 1 mM ATP, 2 mM NAD, 2 U ml-1 Glukose-6-Phosphat-

Dehydrogenase von Leuconostoc) bei 340 nm bestimmt. Durch 

nacheinanderfolgende Zugabe von Hexokinase, Phosphoglukose-6-Isomerase (PGI) 

und β-Fruktosidase (Invertase) wurden die entsprechenden Reaktionen gestartet und 

die Gehalte an Glukose, Fruktose und Saccharose bestimmt. Die Analyse erfolgte im 

Mikrotiterplatten-Photometer (BioTek, Bad Friedrichshall). Das nichtlösliche Pellet 

(Stärke-Extrakt) wurde mit 0,2 M KOH versetzt, 1h bei 95°C inkubiert und durch 

Zugabe von 1M Essigsäure neutralisiert. Ein Aliquot wurde schließlich mit 

Amyloglucosidase (2mg/ml in 50mM Natriumacetat, pH 5,2) versetzt und üN bei 

55°C inkubiert. Die Amyloglucosidase hydrolisiert die Glukoseketten der Stärke in 

Glukose, die spektrophotometrisch bei 340 nm quantifiziert wurde (Hajirezaei et al., 

2000).  

 

3.14.4 Analyse von Phloemexudaten 

 

Die Analyse Saccharose-Effluxes erfolgte in modifizierter Form nach Kronberg et al. 

(2007). Phloemexudate wurden von ausgewachsenen source Blättern gesammelt. 

Dazu wurden die Blätter an der Petiole direkt am Stängel mit einer Rasierklinke 

geschnitten und sofort in ein Gefäß mit 5 mM EDTA überführt. Die Schnittkanten 

wurden dann in ein Plastikröhrchen mit 4 ml 5 mM EDTA gestellt und die Blätter 

ambienter Belichtung (150 µE) ausgesetzt. Die Exudate wurden nach 1, 2, 3, 4 und 

5h gesammelt, schockgefroren und der Saccharose-Gehalt wie oben beschrieben 
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bestimmt. Die Exudationsrate für Saccharose wurde aus dem linearen Bereich der 

Zeitkinetik berechnet. 

 

3.14.5 Extraktion apoplastischer Flüssigkeit 

 

Für die Extraktion apoplastischer Flüssigkeit wurden zwei Tomatenblätter geerntet, 

die Mittelrippe entfernt und kurz in Wasser abgespült. Nach dem Trocknen wurden 

die Blätter mit 50 mM Hepes/KOH, pH 6,8 5 min Vakuum-infiltriert. Dann wurde die 

Blattoberfläche getrocknet, mit der Schnittseite nach unten in Alufolie eingewickelt 

und in ein 50 ml Reaktionsgefäß mit abgeschnitter Spitze gesetzt. Dieses wurde in 

einen Zentrifugenbecher gestellt und bei 1400 rpm, 4°C für 8 min zentrifugiert. 

Aliquots von 30 µl bis 50 µl wurde für die Bestimmung der Gehalte löslicher Zucker 

eingesetzt. Um die Reinheit der Präparation zu bestimmen, wurde der Chlorophyll-

Gehalt ermittelt.  

 

3.14.6 Chlorophyll-Gehalt 

 

Chlorophyll wurde aus Blattscheiben (0,5 cm2) mit 80% Ethanol bei 80°C extrahiert 

und der Gehalt photometrisch (Uvikon XL, Goebel Instrumentelle Analytik, Ludwigs-

hafen) bei 652 nm und 720 nm wievon Arnon (1949) beschrieben bestimmt.  

 

3.14.7 Photosynthesemessungen 

 

Photosynthetische Parameter wurden mit einem kombinierten System zur 

Bestimmung von Gaswechsel- und Chlorophyllfluoreszenz-Parametern gemessen 

(GFS-3000 und MINI-Imaging PAM Chlorophyll Fluorometer, Walz, Effeltrich).  

Die Parameter wurden von einer 8 cm2 großen Blattfläche eines infizierten Tomaten-

blattes bei 350 µl l-1 CO2 und einer Photonenflussdichte von 320 µmol m-2 s-1 bei 

25°C gemessen. Die Berechnung der Assimilationsrate und ETR erfolgte wie bei 

Horst et al. (2008) beschrieben.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Analyse transgener Tomatenpflanzen mit reduzierter Aktivität 

der Zellwand-gebundenen Invertase (Lin8-RNAi) 

4.1.1 Charakterisierung der Lin8-RNAi Tomatenpflanzen 

 

In unterschiedlichen Interaktionen von Pflanzen und Pathogenen konnte eine 

Induktion der cw-Inv Aktivität und Expression gezeigt werden (Biemelt und 

Sonnewald, 2006). Um die Rolle der cw-Inv während der kompatiblen Interaktion 

zwischen Tomaten und Xcv zu analysieren, sollten transgene Tomaten mit 

reduzierter cw-Inv Aktivität in source-Blättern untersucht werden. Da die beiden 

blattspezifischen Isoformen Lin6 und Lin8 eine hohe Sequenzhomologie aufweisen, 

konnte ein RNAi Konstrukt generiert werden, dass beide Isoformen hemmt (Lin8-

RNAi). Dieses Lin8-RNAi-Konstrukt (Abb.4A) wurde mit Hilfe des Agrobakterium-

vermittelten Gentransfers in Tomatenpflanzen (cv. Moneymaker, MM) eingebracht. 

Es wurden 65 Kanamycin resistente Pflanzen generiert und nach dem Transfer ins 

Gewächshaus auf reduzierte cw-Inv Aktivität in source-Blättern getestet (S. 

Sonnewald). Dabei zeigten zehn Linien im Vergleich zu Wildtyp (WT)-Pflanzen eine 

Reduktion von 85% bis 90% (Daten nicht gezeigt).  

 

4.1.1.1 Untersuchungen zur Aktivität der cw-Inv in verschiedenen 

Geweben 

 

Zur weiteren Charakterisierung der Lin8-RNAi Pflanzen wurden die Linien 33, 50 und 

57 ausgewählt. Um den Effekt der Hemmung zu prüfen, wurde die cw-Inv Aktivität in 

verschiedenen Geweben ermittelt. Verglichen zu WT-Pflanzen zeigte sich hierbei die 

stärkste Reduktion der cw-Inv Aktivität spezifisch in source-Blättern (90%; siehe auch 

Werte Tabelle 6), während in sink-Blättern und in Petiolen eine Restaktivität von 40% 

bzw. 60% nachweisbar war (Abb.4B). In allen anderen getesteten Geweben, wie z.B. 

Wurzeln, Früchten oder Samen, konnte keine bzw. nur eine geringe Abnahme der 

cw-Inv Aktivität gezeigt werden. Somit scheint das Lin8-RNAi Konstrukt primär die 

cw-Inv Aktivität der source-Blätter zu reduzieren. 
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4.1.1.2 Einfluss der reduzierten cw-Inv Aktivität auf verschiedene Enzyme 

des Kohlenhydratmetabolismus 

 
Um die Auswirkungen einer reduzierten cw-Inv Aktivität auf den primären 

Kohlenhydrat (KH) Stoffwechsel von Tomatenpflanzen näher zu charakterisieren, 

wurden die Aktivitäten verschiedener Schlüsselenzyme ermittelt (Tab.6). In den drei 

ausgewählten transgenen Lin8-RNAi Linien waren die Aktivitäten der vakuolären und 

neutralen Invertasen verglichen zum WT nicht signifikant verändert. Auch die 

Aktivität der SUS, die die reversible Hydrolyse von Saccharose im Cytosol 

katalysiert, war in den transgenen Linien nicht verändert. Darüber hinaus waren die 

Abb.4: RNAi-vermittelte Hemmung der cw-Inv in Tomaten.  
A Schematische Darstellung des Lin8-RNAi Konstruktes. Ein 400 bp langes Fragment von 
Lin8 wurde in sense und antisense Orientierung unter der Kontrolle des konstitutiven 35S 
CaMV Promotors in den Transformationsvektor pK7GWIWG2(II) (Karimi et al., 2002) 
inseriert. 
B Cw-Inv Aktivität in [µmol min

-1
 g

-1
 fw] verschiedenen Geweben von drei unabhängigen 

Lin8-RNAi Linien (33, 50 und 57) im Vergleich zu Kontroll-Pflanzen. Gezeigt sind die 
Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) von fünf unabhängigen Proben. fw, Frischgewicht.  
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Aktivitäten der beiden untersuchten Hexokinasen in transgenen und WT-Pflanzen 

annähernd gleich. Für die Aktivität der ADP-Glukose Pyrophosphorylase (AGPase) 

konnte in den Lin8-RNAi Linien eine tendenzielle Erhöhung gezeigt werden, die nur 

in der Linie 57 signifikant war.  

 

Tab.6: Aktivitäten von Schlüsselenyzmen des Primärstoffwechsels in WT und Lin8-RNAi 
Pflanzen.  
Die Daten zeigen den Mittelwert (± SD) von acht Proben aus vier unterschiedlichen Pflanzen. 
Signifikante Unterschiede im Vergleich zum WT (*p-Wert: 0,05) wurden mit Hilfe des t-Test 
ermittelt.GK, Glukokinase; FK, Fruktokinase  

 

4.1.1.3 Vergleichende Analyse der Gehalte löslicher Zucker und Stärke in 

Lin8-RNAi und WT-Pflanzen 

 

Um den Einfluss der cw-Inv Verringerung auf den Kohlenhydratstatus zu 

untersuchen, wurden, wie in Tab.7 dargestellt, die Gehalte löslicher Zucker und 

Stärke in Lin8-RNAi und WT-Pflanzen bestimmt. Obwohl sich ein leichter Anstieg der 

AGPase-Aktivität in den Lin8-RNAi Linien zeigte, führte, verglichen zum WT, die 

reduzierte cw-Inv Aktivität zu einer etwa 50%igen Abnahme im Stärke-Gehalt. 

Während die Mengen an Glukose und Saccharose sich nicht wesentlich veränderten, 

wurde eine Zunahme im Fruktose-Gehalt ermittelt.  

 [µmol m-2min-1] [nmol min-1 mg-1 Protein] 

Genotyp cw-Inv vac-Inv n-Inv SUS GK FK AGPase 

 
Wildtyp 

40,54 
± 12,86 

4,20 
± 1,03 

4,80 
± 1,60 

49,18 
± 10,74 

0,31 
± 0,13 

2,75 
± 0,40 

5,17 
± 2,50 

 
Lin8-

RNAi 33 
3,41* 
± 0,67 

3,63 
± 1,38 

3,28 
± 0,39 

41,06 
± 7,20 

0,24 
± 0,09 

2,78 
± 0,54 

8,41 
± 3,13 

 
Lin8-

RNAi 50 
3,58* 
± 1,29 

5,55 
± 1,10 

2,27 
± 0,97 

42,83 
± 12,76 

0,20 
± 0,08 

3,11 
± 0,50 

11,37 
± 4,32 

 
Lin8-

RNAi 57 
 

1,50* 
± 0,45 

3,95 
± 1,55 

3,65 
± 1,28 

38,95 
± 9,04 

0,33 
± 0,18 

3,32 
± 0,72 

9,26* 
± 2,60 
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Abb.5: ETR und CO2 Assimilationsrate in Lin8-RNAi und WT Pflanzen.  
ETR (A) und CO2-Assimilationsrate (B) wurden unter ambienten Bedingungen in 
Lin8-RNAi und WT-Pflanzen (Linien 33, 50 und 57) bestimmt. Die Daten zeigen 
den Mittelwert (±SD) von vier Proben eines repräsentativen Experimentes.  

Tab.7: Gehalt löslicher Zucker und Stärke in Lin8-RNAi Pflanzen im Vergleich zu WT-Pflanzen.  
Die Proben wurden nach 6h Belichtungsdauer entnommen. Gezeigt ist der Mittelwert (± SD) von 15 
Proben aus vier verschiedenen Pflanzen. Signifikante Veränderungen zum WT wurden mittels t-Test 
ermittelt und sind mit einem Stern markiert (p-Wert: 0,001). 

 

4.1.1.4 Vergleichende Untersuchung der Photosyntheseraten 

 

Um zu prüfen ob der verminderte Gehalt an Stärke auf eine verringerte 

Photosynthese-Leistung zurückzuführen ist, wurden die Elektronentransportrate 

(ETR) und die CO2-Assimilationsrate in Lin8-RNAi Linien und WT-Pflanzen bestimmt. 

Für beide Parameter waren keine Veränderungen nachweisbar (Abb.5). 

 

 

 

 

 

  

Kohlenhydrate 
[mmol m-2] 

Genotyp Glukose Fruktose Saccharose Stärke 

 
Wildtyp 1,38 ± 0,35 1,98  ± 0,33 0,60 ± 0,17 5,81  ± 1,44 

 
Lin8-RNAi 33 1,46 ± 0,31 3,09* ± 0,76 0,62 ± 0,13 3,28* ± 0,84 

 
Lin8-RNAi 50 1,37 ± 0,54 2,25  ± 0,75 0,73 ± 0,19 3,05* ± 0,60 

 
Lin8-RNAi 57 

 
1,76 ± 0,60 3,50* ± 0,80 0,75 ± 0,30 3,33* ± 0,90 
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4.1.1.5 Einfluss der reduzierten cw-Inv Aktivität auf den Saccharose-Efflux  

 

Eine weitere Ursache für den verminderten Stärke-Gehalt in den cw-Inv reprimierten 

Pflanzen wäre eine erhöhte Saccharose-Exportrate. Da die Reduktion der cw-Inv 

Aktivität bei der Linie 57 am stärksten ausgeprägt war (siehe Tab.6), wurde in dieser 

Linie die Saccharose-Effluxrate im Vergleich zum WT bestimmt (Abb.6). Für die Linie 

57 (67,2 µmol g-1 fw h-1) konnte im Vergleich zum WT (32,8 µmol g-1 fw h-1) eine 

zweifache Erhöhung der Saccharose-Exportrate pro Stunde ermittelt werden. Dieses 

Ergebnis deutet auf eine Limitation des Saccharose-Exportes aus source-Blättern 

durch die Aktivität der cw-Inv.  

 

 

 

4.1.2 Analyse von Lin8-RNAi Pflanzen nach Infektion mit Xcv 

 

Um die Rolle der cw-Inv in der kompatiblen Interaktion zwischen Tomate und Xcv zu 

studieren, wurden Lin8-RNAi und WT-Pflanzen mit dem virulenten Xcv 75-3 Stamm 

infiziert. Als Kontrolle wurden Blätter mit 10mM MgCl2 infiltriert. Für nachfolgende 

Experimente wurde ein geringer Bakterientiter (5x104 colony-forming units [cfu] ml-1) 

gewählt, um möglichst „natürliche“ Bedingungen nachzuahmen. Dabei sollten das 

bakterielle Wachstum und die physiologische Veränderungen untersucht werden.  

 

Abb.6: Saccharose-Efflux 
aus source-Blättern in der 
transgenen Linie 57 im 
Vergleich zum WT.  
Phloem-Exudate wurden von 
abgetrennten source Blättern 
gesammelt und der 
Saccharose-Gehalt nach 1, 2, 
3, 4 und 5h im WT sowie in 
der transgenen Linie 57 
bestimmt. Die Daten zeigen 
den Mittelwert (±SD) von fünf 
Proben. Signifikante Unter-
schiede gegenüber dem WT 
sind mit einem Stern (p-Wert: 
0,05) markiert und wurden mit 
Hilfe des t-Tests ermittelt. 
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Abb.7: Aktivität der cw-Inv in Tomatenblättern nach Infektion mit Xcv.  
Blätter von WT und Lin8-RNAi Pflanzen wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 

infiziert. Die Probennahme erfolgte vor (0), 4, 6, 8, 12 und 14 dpi. Die Mittelwerte von fünf 
Proben (± SD) sind gezeigt. 
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4.1.2.1 Untersuchungen zur cw-Inv Aktivität in Lin8-RNAi und WT-

Pflanzen  

 
Biemelt und Sonnewald (2006) konnten 72h nach Infektion mit Xcv (1x108 cfu ml-1) in 

Tomatenblättern eine Induktion der cw-Inv Aktivität zeigen. In der vorliegenden Arbeit 

nahm die cw-Inv Aktivität in WT-Pflanzen nach Infektion mit einem niedrigen Titer 

stetig zu und erreichte nach 8 Tagen ihre maximale Aktivität (Abb.7). Im weiteren 

Versuchsverlauf bis 14 Tage nach Infektion (dpi) blieb die cw-Inv Aktivität auf hohem 

Niveau. Im Vergleich hierzu veränderte sich die cw-Inv Aktivität der drei 

ausgesuchten transgenen Linien (33, 50 und 57) nach Xcv-Infektion nicht oder nur 

geringfügig.  
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4.1.2.2 Veränderungen im Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im 

Apoplasten von WT- und Lin8-RNAi Pflanzen 

 

Um zu untersuchen ob eine Veränderung in der cw-Inv Aktivität eine Änderung im 

Gehalt an Saccharose und Hexose zur Folge hat, wurden in unabhängigen 

Experimenten nach Xcv-Behandlung von WT und Lin8-RNAi Pflanzen die Gehalte 

löslicher Zucker und Stärke in Blättern bestimmt. Innerhalb der Experimente zeigte 

sich aber eine hohe Varianz. Außerdem konnten zwischen transgenen und WT-

Pflanzen keine signifikanten Unterschiede im Kohlenhydratstatus festgestellt werden 

(Daten nicht gezeigt). Um aufzuzeigen, dass die beobachteten Unterschiede in der 

cw-Inv Aktivität zwischen Lin8-RNAi und WT-Pflanzen einen Einfluss auf das 

Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im Apoplasten haben, wurde die extrazelluläre 

Flüssigkeit aus source-Blättern isoliert und die Gehalte an löslichen Zuckern ermittelt. 

Für dieses Experiment wurde ein hoher Bakterientiter gewählt, um eine starke und 

schnelle Reaktion in den Pflanzen auszulösen. Vor Infektion mit Xcv war zwischen 

den Genotypen kein signifikanter Unterschied im Saccharose- zu Hexose-Verhältnis 

festzustellen (Tab.8). Nach Infektion mit Xcv blieb das Verhältnis in WT-Pflanzen 

nahezu unverändert, wohingegen in den transgenen Linien als Antwort auf die Xcv-

Inokulation ein signifikanter Anstieg des Saccharose- zu Hexose-Verhältnisses 

bestimmt wurde. Dies deutet darauf hin, dass eine Reduktion der cw-Inv Aktivität zur 

Akkumulation von Saccharose im Apoplasten führt.  

 

Tab.8: Veränderungen im Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im Apoplasten von Lin8-RNAi 
Pflanzen und zu WT-Pflanzen.  
Die Daten zeigen den Mittelwert (± SD) von sechs Proben vor (-) und 48h nach Infektion mit Xcv 
(1x10

8 
cfu ml

-1
). Statistisch signifikante Unterschiede zum WT sind mit einem Stern markiert (p-Wert: 

0,05). 

 

 

Genotyp 

 

Xcv 75-3 

-                    + 
   

Wildtyp 1,37  ± 0,54 1,03  ±  0,32 

Lin8- RNAi 33 2,44  ± 1,00 6,16*  ±  1,58 

Lin8- RNAi 50 3,24  ± 1,77 10,51* ±  2,05 

Lin8- RNAi 57 1,01  ± 0,42 3,63*  ±  0,77 
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4.1.2.3 Phänotypische Veränderungen in Tomatenblättern nach Infektion 

mit Xcv  

 

In mehreren Infektionsexperimenten zeigten Lin8-RNAi Pflanzen eine verzögerte 

Ausprägung von Krankheitsmerkmalen. In WT-Pflanzen waren 8 Tage nach Infektion 

wässrige Läsionen und einzelne chlorotische Bereiche sichtbar. Nach 12 Tagen 

wurden die Blätter nekrotisch, bis sie schließlich nach 15 bis 16 Tagen abstarben 

(Abb.8). Im Vergleich hierzu traten in den transgenen Linien erste 

Krankheitsmerkmale erst nach 10 Tagen auf. Nach 16 Tagen entwickelten die Blätter 

Chlorosen und erst etwa nach 20 Tagen kam es zur Bildung von nekrotischem 

Gewebe. Innerhalb der transgenen Linien waren geringe Unterschiede in der 

Ausbildung von Krankheitsmerkmalen zu beobachten. Nekrotische Blattbereiche 

entwickelten sich in den Linien 33 und 50 zwei Tage früher als in Linie 57, womit die 

Verzögerung in der Ausprägung von Krankheitssymptomen in der Linie 57 am 

deutlichsten war. Ähnlich wie die Kontrollinfektion mit MgCl2 zeigten die mit dem 

T3SS-defizienten (Δ hrpX) Xcv Stamm-infizierten Blätter nur Wundreaktionen und 

keine Krankheitsmerkmale. 

Abb.8: Phänotypische Veränderung von Tomate nach Infektion mit Xcv.  
Source Blätter von WT und Lin8-RNAi Pflanzen wurden mit Xcv 75-3 oder einer T3SS-
defizienten (Δ hrpX) Mutante mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 und 10 mM 

MgCl2 als Kontrolle infiltriert. Die infizierten Blätter wurden 16 Tage nach Infektion 
fotografiert. 

MgCl2 Xcv 75-3 Xcv Δ hrpX MgCl2 Xcv 75-3 Xcv Δ hrpX

WT

50

33
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MgCl2 Xcv 75-3 Xcv Δ hrpX MgCl2 Xcv 75-3 Xcv Δ hrpX
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50

33

57
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4.1.2.4 Vergleichende Analyse des bakteriellen Wachstums in planta  

 

Die langsamere Entwicklung von Krankheitssymptomen in den transgenen Linien 

lässt vermuten, dass eine reduzierte cw-Inv Aktivität zu einer verminderten 

Suszeptibilität gegenüber Xcv führt. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde das 

bakterielle Wachstum in planta über einen Zeitraum von 16 Tagen untersucht. Neben 

dem Xcv 75-3 Stamm wurden die Blätter auch mit einer T3SS-defizienten (Δ hrpX) 

Xcv Mutante infiziert. Diese hrpX-Mutante kann keine Effektorproteine in die 

Pflanzenzelle translozieren und ist somit nicht in der Lage, Krankheitsmerkmale 

hervorzurufen. Ein verbessertes Wachstum von T3SS-defizienten Mutanten in 

Wirtszellen wurde in verschiedenen Studien (Hauck et al., 2003; Kim et al., 2005) als 

Indikator für eine Minderung der basalen Abwehr beschrieben. Die T3SS-defiziente 

Xcv Mutante löste weder in WT-Pflanzen noch in den transgenen Lin8-RNAi Linien 

Krankheitssymptome aus und zeigte in allen Genotypen nur ein geringfügiges 

Wachstum. Überraschenderweise zeigte der Xcv 75-3 WT-Stamm kein vermindertes 

Wachstum in Lin8-RNAi Pflanzen. Die Bakteriendichte war in allen Linien 

vergleichbar mit der in WT-Pflanzen. Die Zellzahl in WT-Pflanzen ging nach 16 

Tagen zurück, während sie in allen transgenen Linien länger in der stationären 

Phase blieb. Die beobachtete Verzögerung in der Entwicklung von 

Krankheitsmerkmalen ging somit nicht mit einem reduzierten bakteriellen Wachstum 

einher.  
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Abb.9: Vergleich des bakteriellen Wachstums in planta nach Xcv-Infektion. 
Die Bakteriendichte des Xcv 75-3 Stammes und der T3SS-defizienten Xcv 
Mutante wurde im Rhythmus von zwei Tagen über einen Zeitraum von 16 Tagen in 
planta bestimmt. Gezeigt ist ein repräsentatives Experiment mit zwei Proben aus 
zwei infizierten Blätter von zwei Pflanzen ± SD.  

MM 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

Xcv 75-3

Xcv hrpX

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

# 50

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

# 57 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

Tage nach Infektion

c
fu

 m
l 

-
1

c
fu

 m
l 

-
1

WT

50

33

57

Tage nach Infektion

MM 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

Xcv 75-3

Xcv hrpX

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

# 50

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

# 57 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8

Tage nach Infektion

c
fu

 m
l 

-
1

c
fu

 m
l 

-
1

WT

50

33

57

Tage nach Infektion

 

4.1.2.5 Veränderungen in der Photosyntheserate und des Chlorophyll-

Gehaltes 

 

Die unterschiedliche Entwicklung von Krankheitsmerkmalen und das unveränderte 

bakterielle Wachstum in Lin8-RNAi und WT-Pflanzen ließen darauf schließen, dass 

eine Xcv-Infektion die Photosynthese beeinträchtigt. In einer Reihe von 

Pflanze/Pathogen-Interaktionen konnte eine Reduktion in der Expression von PS-

Genen und in der PS-Leistung aufgezeigt werden (Chou et al., 2000; Herbers et al., 

2000; Berger et al., 2004; Scharte et al., 2005; Bonfig et al., 2006). Um die 

Auswirkung der Infektion mit Xcv auf die PS-Kapazität zu studieren, wurden 

Tomatenblätter nach Xcv-Infektion mittels Chlorophyll-fluoreszenz-Imaging 

untersucht. Hierzu wurden Blätter von WT- und transgenen Pflanzen mit einem 

niedrigen Bakterientiter bzw. 10mM MgCl2 als Kontrolle infiziert und die 

Chlorophyllfluoreszenz unter ambienten Bedingungen im 2-tägigen Rhythmus über 

16 Tage untersucht. Die Integrität des Photosystems II wurde als 

Elektronentransportrate (ETR) dargestellt (Abb.10). Wie bereits in Abb.5 gezeigt, gab 
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es vor der Infektion zwischen den Genotypen keine Unterschiede in der ETR. In den 

mit 10mM MgCl2-infizierten Kontrollpflanzen nahm die ETR 8 bis 10 Tage nach 

Infektion um 20% bis 30% ab. Dieser Rückgang ist wahrscheinlich auf eine 

altersbedingte Verringerung der PS-Leistung zurückzuführen. Nach Infektion mit Xcv 

75-3 nahm die ETR ab Tag acht kontinuierlich ab und kam nach 14 Tagen zum 

Erliegen. In der Linie 57, welche die stärkste Verzögerung in der Entwicklung von 

Krankheitssymptomen und die deutlichste Inhibition der cw-Inv Aktivität aufzeigte, 

war die ETR an Tag 14 um 30% und an Tag 16 um 60% verringert. Einen ähnlichen, 

weniger stark ausgeprägten Verlauf zeigten auch die Linien 33 und 50. 

Parallel dazu wurde der Chlorophyll (Chl) -Gehalt in infizierten Blättern bestimmt. Die 

stärkere Verringerung der PS-Kapazität nach Xcv-Infektion in WT-Pflanzen ging mit 

einer deutlichen Verringerung des Chl-Gehaltes einher. Hingegen zeigten die 

transgenen Linien eine weniger starke Abnahme des Chl-Gehaltes, was in 

Übereinstimmung mit den Veränderungen in der ETR steht.  

Zusammengefasst deuten die Daten daraufhin, dass die Lin8-RNAi Pflanzen ihre PS-

Kapazität länger aufrechterhalten können, was den verzögerten Verlauf der Xcv- 

Infektion erklären würde.  
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Abb.10: Veränderungen in der ETR und im Chl-Gehalt in Lin8-RNAi und WT-Pflanzen. 
Tomatenpflanzen (WT und Linien 33, 50 und 57) wurden mit Xcv 75-3 und 10mM MgCl2 infiltriert, 
anschließend die ETR und der Chl-Gehalt über einen Zeitraum von 16 Tagen bestimmt. Die ETR 
wurde bei 350 µl l

-1
 CO2 und einer Belichtung von 150 µmol m

-2
 s

-1
 untersucht. Die Daten zeigen 

den Mittelwert (± SD) von vier Proben eines repräsentativen Experimentes.  
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4.1.2.6 Expressionsstudien von Photosynthese-, PR- und Seneszenz-

assoziierten Genen 

 

Da nach Infektion mit Xcv zwischen transgenen und WT-Pflanzen Unterschiede in 

der PS-Leistung und im Chl-Gehalt nachgewiesen wurden, sollte auch auf 

transkriptioneller Ebene untersucht werden, ob entsprechende Veränderungen 

stattgefunden haben. Hierfür wurden die Transkriptmengen von PS-, PR- und einigen 

ausgewählten Seneszenz-assoziierten Genen mittels Northern Blot Analyse in Linie 

57 im Vergleich zum WT untersucht. Vergleichbar zur altersbedingten Abnahme der 

ETR von MgCl2-infizierten transgenen und WT-Pflanzen, nahm die Expression von 

Rubisco (RbcS) im Versuchszeitraum von 16 Tagen ab (Abb.11A). Nach Infektion mit 

Xcv zeigten WT-Pflanzen 6 Tage nach Infektion eine, im Vergleich zu MgCl2-

infizierten Kontrollpflanzen, deutliche Reduktion der Transkriptmenge von RbcS, die 

nach 14 Tagen kaum noch detektierbar war. Im Gegensatz hierzu konnte für die 

Linie 57 auch 16 Tage nach Infektion noch die Expression von RbcS nachgewiesen 

werden. Für die Expression von zwei weiteren Genen des PS-Apparates, der 

Ferredoxin-NADPH Reduktase (FNR) und von Plastocyanin (PC), wurde in einem 

unabhängigen Experiment ein ähnlicher Verlauf beobachtet (Abb.11B). Das 

Expressionsprofil von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH), einem 

Marker für Veränderung im pflanzlichen Primärstoffwechsel, zeigte, dass es 

zwischen Lin8-RNAi und WT-Pflanzen keine Expressionsunterschiede gab. Als 

Seneszenz-assoziierte Markergene wurde die Expression der Glutamin Synthase 

(GS-1) und der Glutamatdehydrogenase (GDH) untersucht (Pageau et al., 2006). 

Des Weiteren wurde die Expression von staygreen (Sgr-1) untersucht, ein durch 

Seneszenz induziertes Gen, welches die Degradation von Chlorophyll reguliert (Park 

et al., 2007). Erwartungsgemäß stieg die Expression dieser Gene in MgCl2-infizierten 

Lin8-RNAi (Linie 57) und WT-Pflanzen mit zunehmenden Blattalter an. Verglichen 

hierzu, war in Xcv-infizierten WT-Pflanzen an Tag 14 und 16 eine deutliche Induktion 

zu detektieren. Dagegen war die Expression von Sgr-1, GS-1 und GDH in der Lin8-

RNAi Linie 57 nach Infektion mit Xcv lediglich leicht erhöht (Abb.11A).  

Neben PS- und Seneszenz-assoziierten Genen wurde auch die Expression von 

Abwehrgenen untersucht. Dabei wurden folgende Gene ausgesucht: die basische β-

1,3-Glukanase (GluB), eine Chitinase (PR-Q) und der Proteinase Inhibitor (Pin-II). 
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Abb.11: Northern Blot Analyse der Expression von PS-, Abwehr- und Seneszenz-
assoziierten Genen in Lin8-RNAi Pflanzen nach Infektion mit Xcv.  
Nach Behandlung mit Xcv und 10mM MgCl2 als Kontrolle wurde Gesamt-RNA aus 
Tomatenblättern isoliert. Die Probennahme erfolgte vor (0), 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 und 16 dpi. 
Pro Spur wurden 10 µg Gesamt-RNA geladen. Nach Transfer der RNA auf eine 
Nylonmembran wurden die Transkripte mit radioaktiv markierten Sonden detektiert. 18S 
rRNA diente als Ladekontrolle. A und B stellen zwei unterschiedliche Experimente dar. 
Abkürzungen siehe Text. 

 

Wie in Abb.11A dargestellt, kam es in Xcv-infizierten WT-Pflanzen zu einer 

deutlichen Akkumulation, insbesondere gegen Ende des Untersuchungszeitraumes. 

Eine Induktion von GluB, PR-Q und Pin-II blieb in den transgenen Pflanzen nach 

Xcv-Inokulation aus.  
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4.2 Untersuchungen zur Ernährungsstrategie von Xanthomonas 

campestris pv. vesicatoria 

 

Die Analyse cw-Inv defizienter Tomaten belegte, dass die cw-Inv den Saccharose- 

Export limitiert und das Verhältnis von Saccharose zu Hexosen im Apoplasten 

reguliert. Des Weiteren wurde nach Xcv-Infektion eine im Vergleich zu Wildtyp- 

Pflanzen verzögerte Entwicklung von Krankheitsmerkmalen und eine geringere 

Hemmung der Photosynthese gezeigt. Trotz der Akkumulation von Saccharose im 

Apoplasten war das bakterielle Wachstum in planta in Lin8-RNAi Pflanzen nicht 

verändert (Kocal et al., 2008). Das impliziert, dass Xcv neben Hexosen vermutlich 

weitere Nährstoffe für die Vermehrung in Pflanzen verwerten kann.  

Der pflanzliche Apoplast stellt als Lebensraum von Xcv eine Reihe von Metaboliten 

wie Zuckeralkohole, Aminosäuren und organische Säuren (Lohaus et al., 2001; 

Solomon und Oliver, 2001; Nadwodnik und Lohaus, 2008) zur Verfügung. Dabei ist 

die Kohlenstoffversorgung für das Bakterium von zentraler Bedeutung. Kim et al. 

(2004) konnten zeigen, dass XCV3618 für eine Saccharose-Hydrolase (suh) kodiert, 

die in Xag allein für die Verwertung von Saccharose verantwortlich ist. XCV3613 

kodiert für einen Citrat-Transporter (citH), der für die Virulenz von Xcv bei Tomaten 

essenziell ist (Tamir-Ariel et al., 2011).  

Da die Geninformation des Xanthomonas Stammes 75-3 bisher nicht bekannt ist, 

wurde auf Basis der Genom-Information des weitgehend ähnlichen Xanthomonas 

Stammes Xcv 85-10, mit Hilfe der BacMap Datenbank (http://wishart.biology. 

ualberta.ca/BacMap/index.html) nach verwandten Sequenzen gesucht. Drei 

homologe Zielgene, XCV3613 (im weiteren citH), XCV3616 (im weiteren sym) und 

XCV3618 (im weiteren suh) wurden identifiziert. Die Bedeutung dieser Genprodukte 

hinsichtlich ihrer Aufnahme und Verwertung von Metaboliten sollte im Rahmen dieser 

Arbeit näher untersucht werden.  

 

4.2.1 Analysen zur Saccharose-Verwertung durch Xcv 

 

Um Einblick in die Ernährungsstrategie von Xcv zu gewinnen, wurden mittels 

bioinformatischer Analysen nach Kandidaten gesucht, die in den Transport von 

Saccharose involviert sind. Durch den Vergleich der Nukleotidsequenz wurde 
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zunächst ein als Saccharose-Transporter annotiertes Gen identifiziert (XCV 3616, 

sym), das zur Familie der Glykosid-Pentosid-Hexuronid/Kationen-Symporter gehört. 

Sym besitzt auf DNA-Ebene eine 99%ige Homologie zu einer Sequenz, die für einen 

zytoplasmatischen Saccharose-Transporter aus Xag kodiert. Des Weiteren zeigte 

sich ebenfalls auf DNA-Ebene eine 95%ige bzw. 98%ige Homologie zu Zucker-

Transportern aus Xanthomonas oryzae pv.oryzae und Xanthomonas fuscanc 

subsp.aurantifolii. Außerdem wurde das Gen XCV3618 (suh) identifiziert, das für eine 

Saccharose-Hydrolase kodiert. Suh besitzt auf DNA-Ebene 93% Homologie zu der 

von Kim et al. (2004) beschriebenen Hydrolase aus Xag und 94% Homologie zu 

einer α-Amylase aus X.axonopodis pv. citri und X.fuscanc subsp. aurantifolii.  

 

4.2.1.1 Konstruktion und Analyse der Xcv sym und Xcv suh 

Deletionsmutanten  

 

Für die Erstellung von Deletionsmutanten von sym und suh mittels triparentaler 

Konjugation wurden zunächst zwei Teilfragmente (5´-Fragment, Primer NK66/67 für 

sym und Primer NK 60/61 für suh; 3´-Fragment, Primer NK 68/69 für sym, Primer NK 

62/63 für suh) der Zielgene amplifiziert. Die jeweiligen 5´fwd-Primer und 3´rev-Primer 

(NK 66 und NK 69 bzw. NK 60 und NK 63) wurden so abgeleitet, dass die 

homologen Enden der 5´- bzw. 3´-Fragmente in einer Overlap-Extension-PCR 

zusammenlagern. Die so erzeugten, verkürzten Versionen von sym und suh besitzen 

eine Deletion von 456 bzw. 622 Basenpaaren (Abb.12A und C). Sowohl bei sym als 

auch bei suh kam es durch die Deletion zu einer Verschiebung des Leserahmens 

(G.Czap, unveröffentlicht). Die Konstrukte wurden anschließend in den pGEM-T 

Easy Vektor (Promega) ligiert und die Deletion durch Sequenzierung bestätigt. 

Schließlich wurde die deletierte Version in den Suizidvektor pOK (Huguet et al., 

1998) kloniert. Nach erfolgter triparentaler Konjugation wurden positive Klone mit den 

jeweiligen 5´fwd-Primern und 3´rev-Primern (NK 66 und NK 69 bzw. NK 60 und NK 

63) in einer Colony-PCR überprüft. Als Referenz diente der Xanthomonas WT-

Stamm Xcv 75-3. 

Abb.12B zeigt das Ergebnis zur Überprüfung der Deletionsmutante Xcv Δsym, 

während in Abb.12D das Ergebnis zur Überprüfung der Deletion von suh (Xcv Δsuh) 

dargestellt ist. Die genomische Größe des sym Gens beträgt 1326 bp, die der 
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A B

C D

Deletionsmutante 870 bp. Das suh Wildtyp-Gen weist eine Größe von 2022 bp auf, 

während Xcv Δsuh eine Größe von 1400 bp besitzt.  

 

 

Abb.12: Deletion von sym und suh in Xcv 75-3.  
A und C Schematische Darstellung der Generierung von Xcv Δsym und Xcv Δsuh. Zwei 
Teilfragmente mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen wurden mit genspezifischen Primern 
amplifiziert und über eine Overlap-Extension-PCR fusioniert. Die entstandenen Konstrukte (Δsym 
und Δsuh) wurden in pGEM-T Easy ligiert, sequenziert,anschließend in den Suizidvektor pOK 
kloniert und letzlich über triparentale Konjugation die Deletionsmutanten Xcv Δsym (870 bp) und 
Xcv Δsuh (1400 bp) generiert. B und D PCR-Analyse zur Überprüfung der Deletionsmutanten. 
Die erzeugten Mutanten wurden mittels Colony-PCR überprüft. Dargestellt sind die verkürzten 
genomischen Größen von Xcv Δsym bzw. Xcv Δsuh im Vergleich zu Xcv 75-3. Pfeile und Zahlen 
zeigen Richtung und Position der Primer an. Schraffierte Flächen, der deletierte Bereich im 
Genlokus; bp, Basenpaare. 
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4.2.1.2 Wachstum der erstellten Mutanten auf verschiedenen Medien 

 

Mit Hilfe eines Minimalmediums (M9), das 0,5% Saccharose als einzige 

Kohlenstoffquelle enthielt, sollte gezeigt werden, dass die Deletionsmutanten Xcv 

Δsym und Xcv Δsuh einen potenziellen Defekt in der Saccharose-Aufnahme bzw. -

Verwertung besitzen. Um zu zeigen, dass die Mutanten kein generelles 

Wachstumsdefizit aufweisen, wurden die Wachstumsanalysen im Vergleich zu dem 

Xcv WT-Stamm (Xcv 75-3) auch im Vollmedium durchgeführt. Hierbei wurde das 

Wachstum der Bakteriensuspensionen über die Zeit verfolgt (Abb.13). Gegenüber 

dem Wildtyp konnte über die Zeit kein differenzielles Wachstum der beiden 

Deletionsmutanten in Vollmedium festgestellt werden. In Minimalmedium mit 

Saccharose zeigte sich jedoch ein anderes Bild: Der Xcv WT-Stamm erlangte eine 

vergleichbare Zelldichte wie im Vollmedium, jedoch erst nach einer längeren 

Zeitspanne. Bei den Mutanten-Stämmen konnte kein bzw. nur ein sehr geringes 

Wachstum beobachtet werden (Abb.13B). Der geringe Anstieg nach etwa 12 h ist auf 

die im Medium enthaltenen Aminosäuren (0,05%) zurückzuführen. Ohne diese 

zugesetzten Aminosäuren konnte selbst der Xcv WT-Stamm keine Saccharose 

verwerten (Daten nicht gezeigt). Um nachzuweisen, dass durch die Mutation nur die 

Saccharose-Aufnahme beeinträchtigt war, wurde der Deletionsstamm Xcv Δsym 

auch auf glukosehaltigem Medium angezogen. Es konnten jedoch im Vergleich zum 

Wildtyp keine Wachstumseinbußen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Das 

bestätigt, dass sowohl ein funktioneller Saccharose-Transporter als auch eine 

funktionelle Hydrolase essenziell für das bakterielle Wachstum auf 

saccharosehaltigem Medium sind.  

 



Ergebnisse 

 

 52 

0 5 10 15 20 25 30

0,01

0,1

1

10

Xcv 75-3

Xcv sym

Xcv suh

0 10 20 30 40 50 60

0,01

0,1

1

10
Xcv 75-3

Xcv sym

Xcv suh

A B
Vollmedium 0,5% Saccharose

o
D

6
0
0

Zeit [h]Zeit [h]

o
D

6
0
0

0 5 10 15 20 25 30

0,01

0,1

1

10

Xcv 75-3

Xcv sym

Xcv suh

0 10 20 30 40 50 60

0,01

0,1

1

10
Xcv 75-3

Xcv sym

Xcv suh

A B
Vollmedium 0,5% Saccharose

o
D

6
0
0

Zeit [h]Zeit [h]

o
D

6
0
0

 

4.2.1.3 Einfluss von sym und suh auf die Virulenz und Symptom-

entwicklung in Tomatenpflanzen  

4.2.1.3.1 In planta Wachstumsraten und phänotypische Veränderungen in 

Tomatenblättern 

 

Neben der biochemischen Grundcharakterisierung der Mutanten sollte überprüft 

werden, inwieweit Xcv Δsym und Xcv Δsuh in ihrer Fähigkeit, sich im Apoplasten von 

Tomaten zu vermehren und Krankheitssymptome auszuprägen, beeinflusst waren. 

Hierfür wurden Tomatenpflanzen mit einer Bakterienkonzentration von 5*104 cfu ml-1 

infiziert. Abb.14 zeigt eine repräsentative Wachstumskurve in planta der 

untersuchten Xcv Genotypen. Zwischen den Deletionsmutanten und dem Wildtyp-

Stamm wurden keine signifikanten Veränderungen im bakteriellen Wachstum 

nachgewiesen. Die Bakterienzahl verdoppelte sich 2 Tage nach Infektion und 

erreichte nach 8 Tagen ihre maximale Dichte. Nach 14 Tagen der Infektion 

erreichten die Bakterien eine Dichte von etwa 108 Zellen ml-1.  

Abb.13: In vitro Wachstumsanalysen von Xcv-Stämmen.  
Wachstum von Xcv 75-3, Xcv Δsym und Xcv Δsuh in Vollmedium (A) und M9 Minimalmedium mit 
0,5% Saccharose als einzige Kohlenstoffquelle (B). oD600, optische Dichte bei 600nm. 
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Im Gegensatz zum bakteriellen Wachstum gab es bei der Entwicklung von 

Krankheitsmerkmalen Unterschiede: Während mit Xcv 75-3-infizierte Tomatenblätter 

nach 10 Tagen Chlorosen und erste Nekrosen aufzeigten, entwickelten die mit Xcv 

Δsym- bzw. Xcv Δsuh-infizierten Blätter die ersten Chlorosen erst 2 Tage später 

(Abb.15). Nach 14 Tagen zeigten alle Blätter Nekrosen auf, wobei diese bei den mit 

dem Xcv WT-Stamm-infizierten Pflanzen stärker ausgeprägt waren. Obwohl im 

bakteriellen Wachstum keine Unterschiede festgestellt wurden, konnte im Vergleich 

zu einer Infektion mit dem Xcv WT-Stamm eine Verzögerung in der Ausbildung von 

Krankheitsmerkmalen nach Infektion mit Xcv Δsym und Xcv Δsuh beobachtet 

werden.  

 

Abb.14: Bakterielles Wachstum 
von Xcv 75-3, Xcv Δsym und 
Xcv Δsuh in Tomatenblättern. 
Die Bakteriendichte der Xcv 
Genotypen wurde über einen 
Zeitraum von 14 Tagen in planta 
ermittelt. Gezeigt ist ein repräsen-
tatives Experiment mit zwei 
Proben aus zwei infizierten Blätter 
von zwei Pflanzen. Die Fehler-
balken zeigen die SD.  
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4.2.1.3.2 Vergleichende Untersuchungen zum Chlorophyll-Gehalt  

 
Parallel zu dem beobachteten Phänotyp nahm der Gehalt an Chlorophyll im Verlauf 

der Infektion ab. Während die Abnahme im Chl-Gehalt bei Xcv 75-3-infizierten 

Blättern etwa 50% betrug, sank der Gehalt an Chlorophyll nach Infektion mit Xcv 

Δsym und Xcv Δsuh nur um 25% bzw. 35% (Abb.16).  

Abb.15: Phänotypische Veränderung von Tomatenblättern nach Infektion mit Xcv 
75-3, Xcv Δsym und Xcv Δsuh.  
Vollständig entwickelte Blätter wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 und 

10mM MgCl2 als Kontrolle infiltriert. Der Infektionsverlauf zwischen 10 und 14 Tagen 
nach Infektion wurde dokumentiert.  
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4.2.1.3.3 Expressionsstudien ausgewählter Gene mittels qPCR 

 

Trotz verzögerter Entwicklung von Krankheitssymptomen wurden im bakteriellen 

Wachstum keine Unterschiede festgestellt. Es sollte überprüft werden, inwiefern 

Zucker als Signalmoleküle fungieren und die Expression von Genen regulieren.  

Hierfür wurde das Expressionsniveau der Abwehrgene PR-Q, PR1b-1 und GluB, 

sowie einiger ausgewählter Seneszenz-assoziierter Marker wie Sgr-1 und GDH-1 

untersucht. Zusätzlich wurde auch die Genexpression der Chlorophyllase (CLH), 

einem Enzym des Chlorophyll-Abbaus und den PS-Genen RbcS und FNR mittels 

qPCR analysiert. Als Matrize diente cDNA vor (0) und 12 Tage nach Infektion mit Xcv 

75-3, Xcv Δsym und Xcv Δsuh sowie 10mM MgCl2 als Kontrolle. Die Ergebnisse sind 

in Abb.17 dargestellt.  

Nach Infektion mit Xcv 75-3 kam es zu einer deutlichen Akkumulation der Transkripte 

von PR-Q, PR1b-1 und GluB. Diese blieb nach Infektion mit den Xcv Mutanten aus 

(GluB) oder war deutlich verringert (PR-Q und PR1b-1). Überraschenderweise waren 

die Seneszenzmarker Sgr-1 und GDH-1 entgegen dem beobachteten Phänotyp nach 

Infektion mit Xcv Δsym und Xcv Δsuh stärker induziert als nach Xcv WT-Inokulation. 

Für die Expression von RbcS und FNR wurde eine Abnahme gezeigt, die nach 

Infektion mit Xcv 75-3 stärker ausgeprägt war. Parallel zur Ausprägung von 

Krankheitsmerkmalen und dem oben beschriebenen Chl-Abbau zeigte sich eine 
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Abb.16: Veränderungen im Chlorophyll-Gehalt nach Infektion mit Xcv 75-3, 
Xcv Δsym und Xcv Δsuh.  
Tomatenpflanzen wurden mit Xcv-Stämmen und 10mM MgCl2 infiltriert und der 
Chlorophyll-Gehalt vor (0),6 und 12 Tage nach Infektion photometrisch 
bestimmt. Die Daten zeigen die Mittelwerte (± SD) von fünf Proben.  
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klare Induktion der CLH, die nach Infektion mit Xcv Δsym und Xcv Δsuh ausblieb. 

Diese Daten weisen darauf hin, dass die Seneszenz und der Chl-Abbau entkoppelt 

sind und dass die Deletion von sym und suh zuckervermittelte Abwehrantworten 

unterdrücken.  
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4.2.1.3.4 Veränderungen im Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im 

pflanzlichen Apoplasten 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Deletion des Saccharose-

Transporters sym und der Saccharose-Hydrolase suh in Xcv zu Unterschieden bei 

der Entwicklung von Krankheitsmerkmalen in Tomate führte. Die Veränderungen in 

der Genexpression könnten mit einem veränderten Gehalt an Zuckern erklärt 

werden, die als Signalmoleküle die Genexpression beeinflussen. Um dies zu 

untersuchen, wurde nach Infektion das Verhältnis von Saccharose zu Hexosen im 

Apoplasten bestimmt (Tab.9).  

 

Tab.9: Veränderungen im Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im Apoplasten nach Infektion mit 
Xcv Genotypen.  
Daten zeigen den Mittelwert (± SD) von 11 bis 27 Proben (Xcv 75-3, n=27; Xcv Δsym, n=19; Xcv 
Δsuh, n=11).Tomatenblätter wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 infiziert, die 

apoplastische Flüssigkeit 8 Tage nach Infektion isoliert und die Gehalte löslicher Zucker 
photometrisch bestimmt. Statistisch signifikante Unterschiede zu Xcv 75-3 sind mit einem Stern 
markiert (p-Wert: 0,05). 

 

Xcv Genotypen 
Saccharose 
zu Hexosen 

Xcv 75-3 3,42 ± 2,00 

Xcv sym 4,98* ± 2,08 

Xcv suh  14,69* ± 2,99 

 

Sowohl die Infektion mit Xcv Δsym, als auch mit Xcv Δsuh führte im Vergleich zur 

Infektion mit Xcv 75-3 zu einem statistisch signifikanten Anstieg des Saccharose- zu 

Hexose-Verhältnisses. Dieser Anstieg war verglichen zur Infektion mit dem Xcv WT-

Stamm nach Infektion mit Xcv Δsym um das 1,5-Fache erhöht, mit Xcv Δsuh um das 

4,3-Fache. In beiden Fällen war die Erhöhung vermutlich auf einen reduzierten 

Hexose-Gehalt und nicht auf eine Akkumulation von Saccharose zurückzuführen 

(siehe Anhang). Wie in Abb.13 dargestellt, führte die Deletion des Saccharose-

Abb.17: Nachweis der Expression von PS-, Abwehr- und Seneszenz-assoziierten Genen nach 
Infektion von Tomatenblättern mit Xcv-Stämmen mittels qPCR.  
Dargestellt ist die relative Expression von PR-Q, PR1b-1, GluB, Sgr-1, GDH-1, CLH, RbcS und FNR 
vor (0) und 12 Tage nach Infektion. Die Daten wurden auf die Expression von Aktin relativ zur Probe 
vor der Infektion (0) normalisiert. Die Werte stellen den Mittelwert (± SD) von je drei Replikaten dar.  
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Abb.18: Bestimmung der cw-Inv Aktivität in Tomatenblättern nach 
Infektion mit Xcv-Stämmen. 
Tomatenblätter wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 infiziert. 

Die Probennahme erfolgte vor (0) und 10 Tage nach Infektion. Die Fehlerbalken 
zeigen die SD (n=5). 
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Transporters und der Saccharose-Hydrolase auf saccharosehaltigem Medium zu 

einem Wachstumsdefizit, das in planta vermutlich durch andere C- und N-Quellen 

kompensiert wird. Allerdings wurde eine Veränderung in der Expression von 

ausgewählten PS- und Abwehrgenen aufgezeigt, die vermutlich auf den reduzierten 

Hexose-Gehalt im Apoplasten zurückzuführen ist.  

 

4.2.1.3.5 Untersuchungen zur Aktivität der cw-Inv  

 

Die veränderte Expression von zuckerregulierten Genen ist vermutlich auf eine 

Veränderung im apoplastischen Kohlenhydratstatus zurückzuführen. Diese 

Modifikation könnte sich aus einer Veränderung der cw-Inv Aktivität ergeben. Daher 

wurde die Aktivität des Enzyms vor (0) und 10 Tage nach Infektion mit Xcv 75-3, Xcv 

Δsym bzw. Xcv Δsuh sowie in 10mM MgCl2-infiltrierten Pflanzen bestimmt (Abb.18). 

Eine Induktion der cw-Inv Aktivität wurde für alle getesteten Xcv-Stämme ermittelt. 

Somit führte die Deletion von sym und suh sehr wahrscheinlich zu keiner 

Veränderung in der cw-Inv Aktivität.  
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Abb.19: Komplementation von sym und suh. 
PCR Analyse zur Überprüfung der Komplementation von sym (A) und suh (B). Die 
erzeugten, komplementierten Stämme wurden durch Colony-PCR überprüft. 
Dargestellt ist der Xcv WT-Stamm und die entsprechenden Deletionsmutanten im 
Vergleich zum komplementierten Stamm. bp, Basenpaare. 

4.2.1.4 Komplementationsstudien zu Xcv Δsym und Xcv Δsuh  

 

Für die Komplementation der vorhandenen Deletionsmutanten Xcv Δsym und Xcv 

Δsuh wurden die kompletten Leserahmen von sym und suh mittels der Primer 

NK33/NK34 sowie NK35/NK36 amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in den pCR-

Blunt Vektor (Invitrogen) ligiert und durch Sequenzierung bestätigt. Schließlich wurde 

der vollständige ORF über die angefügten Restriktionsschnittstellen in den 

Expressionsvektor pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) kloniert. Nach der 

triparentalen Konjugation wurden positive Klone auf Gm-haltigem Medium selektiert 

und anschließend mit den Primern NK66/NK69 für sym bzw. NK35/NK36 für suh 

durch Colony-PCR überprüft. Als Referenz dienten der Xcv 75-3 WT-Stamm und die 

entsprechenden Deletionsmutanten. Abb.19A zeigt das Ergebnis zur Überprüfung 

der Komplementation von sym, während in Abb. 19B das Ergebnis zur Überprüfung 

der Komplementation von suh dargestellt ist. Die genomische Größe des sym Gens 

beträgt 1326 bp, die der Deletionmutante 870 bp. Der komplementierte Stamm 

besitzt beide Kopien. Das suh Wildtyp-Gen weist eine Größe von 2022 bp auf, 

während Xcv Δsuh eine Größe von 1400 bp besitzt. Auch hier trägt der 

komplementierte Stamm beide Genkopien.  
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Abb.20: In vitro Wachstumsanalysen der komplementierten Xcv Δsym und 
Xcv Δsuh Stämme. 
Wachstum von Xcv 75-3 + pBBR1MCS-5, XcvΔsym::pBBR1MCS-5 sym und 
XcvΔsuh::pBBR1MCS-5 suh in Vollmedium (A und C) und M9 Minimalmedium 
mit 0,5% Saccharose (B und D). oD600, optische Dichte bei 600nm. 
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4.2.1.4.1 Biochemische Charakterisierung der erstellten Komplementanten 

 

Um aufzuzeigen, dass das in Abschnitt 4.2.1.2 dargestellte Wachstumsdefizit von 

Xcv Δsym und Xcv Δsuh komplementiert, wurde das Wachstum auf Minimalmedium 

(M9) mit 0,5% Saccharose überprüft. Als Kontrolle wurde der Expressionsvektor 

pBBR1MCS-5 in den Xcv WT-Stamm eingebracht, damit dieser im gleichen 

Selektionsmedium wie die Komplementanten angezogen werden konnte. Schließlich 

wurde das Wachstum einer Bakteriensuspension über die Zeit verfolgt (Abb.20). Im 

Vollmedium konnte im Verlauf des Experimentes kein differenzielles Wachstum der 

komplementierten Stämme gegenüber dem Wildtypen festgestellt werden. In M9-Suc 

konnte gezeigt werden, dass das Wachstumsdefizit durch Komplementation wieder 

aufgehoben werden konnte. Sowohl XcvΔsym::pBBR1MCS-5 sym (Abb.20B) als 

auch XcvΔsuh::pBBR1MCS-5 suh (Abb.20D) zeigten ein mit Xcv 75-3+pBBR1MCS-5 

vergleichbares Wachstum. Es wurde allerdings festgestellt, dass die maximale 

Zelldichte in M9-Suc erst nach 50 bis 60 Stunden erreicht wurde.  
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Abb.21: Bakterielles Wachstum von Xcv 75-3 + pBBR1MCS-5, XcvΔsym::pBBR1MCS-5 
sym und XcvΔsuh::pBBR1MCS-5 suh in Tomatenblättern. 
Die Bakteriendichte der Xcv Genotypen wurde über einen Zeitraum von 14 Tagen 
(XcvΔsym::pBBR1MCS-5sym in A) bzw. 16 Tagen (XcvΔsuh::pBBR1MCS-5suh in B) in planta 
bestimmt. Gezeigt ist das Ergebnis von zwei unabhängigen Experimenten mit zwei Proben aus 
zwei infizierten Blätter von zwei Pflanzen. Fehlerbalken zeigen die SD.  

4.2.1.4.2 In planta Wachstumsraten nach Infektion von Tomatenpflanzen  

 

Damit nachgewiesen werden konnte, dass die Komplementation auch in planta 

erfolgreich war, wurden Tomatenpflanzen in zwei unabhängigen Experimenten mit 

einer Bakterienkonzentration von 5*104 cfu ml-1 infiziert. Abb. 18 zeigt 

Wachstumskurven von den untersuchten Xcv Komplementanten im Vergleich zum 

Xcv 75-3 + pBBR1MCS-5. Zwischen den Komplementationsstämmen und dem 

Wildtyp-Stamm wurden keine signifikanten Veränderungen im bakteriellen Wachstum 

aufgezeigt. Während sich die Bakterien die ersten Tage nach Infektion in einer 

exponenziellen Phase befanden, wurde die stationäre Phase des Wachstums nach 6 

Tagen erreicht. XcvΔsym::pBBR1MCS-5 sym (Abb.18A) erlangte nach 14 Tagen 

eine Dichte von etwa 5*107 Zellen ml-1, während XcvΔsuh::pBBR1MCS-5 suh eine 

Zelldichte von circa 3*107 Zellen ml-1 erreichte. 

 

 

4.2.1.4.3 Phänotypische Veränderungen nach Infektion von 

Tomatenpflanzen 

 

Parallel zum bakteriellen Wachstum wurde die Entwicklung von Krankheits-

merkmalen beobachtet. Die Infektion mit XcvΔsym::pBBR1MCS-5 sym führte ähnlich 
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Abb.22: Phänotypische Veränderungen nach Infektion mit Xcv 75-3+ 
pBBR1MCS-5, Xcv Δsym::pBBR1MCS-5 sym (A) und Xcv Δsuh::pBBR1MCS-5 
suh (B). 
Die Blätter wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 und 10mM MgCl2 

infiltriert. Infizierte Blätter wurden 14 (A) bzw. 16 (B) Tage nach Infektion fotografiert.  

Xcv suh :: 

pBBR1MCS-5 suhMgCl2

Xcv 75-3 + 

pBBR1MCS-5

16 Tage nach Infektion

Xcv sym :: 

pBBR1MCS-5 symMgCl2

Xcv 75-3 + 

pBBR1MCS-5

14 Tage nach Infektion

A

B

wie der Xcv Wildtyp mit dem Leervektor nach 12 Tagen zur Bildung von Chlorosen. 

Nach 14 Tagen wurde die Ausbildung von nekrotischem Gewebe sichtbar (Abb.22A), 

was mit einem Einrollen der Blätter einherging. Die Kontrollinfektion mit MgCl2 zeigte 

altersbedingte Vergilbungen. Die Infektion mit XcvΔsuh::pBBR1MCS-5 suh 

verdeutlichte eine ähnliche Ausprägung von Krankheitssymptomen. Auch hier zeigte 

sich parallel zum Xcv Wildtypen mit Leervektor nach 12 Tagen Chlorosen, die im 

Verlauf immer stärker wurden und nach 16 Tagen schließlich stark nekrotisch waren 

(Abb.22B). Die Kontrollinfektion zeigte eine typische Verwundungsreaktion. Die 

Komplementation der Deletionsmutanten XcvΔ sym und Xcv Δsuh führte dazu, dass 

die Virulenz wiederhergestellt wurde.  
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4.2.2 Untersuchungen zur Citrat-Verwertung durch Xcv  

 

In verschiedenen Studien wurde über die Notwendigkeit der Citrat-Verwertung für die 

bakterielle Virulenz berichtet (Tamir-Ariel et al., 2007; Urbany und Neuhaus, 2008). 

So waren neben der Analyse zur Saccharose-Verwertung auch die Verwertung von 

Citrat durch Xcv von Interesse. Durch vergleichende Sequenzanalysen wurde ein 

Gen identifiziert, das für einen Citrat-Transporter in Xcv 85-10 kodiert. XCV3613 (im 

weiteren citH genannt) besitzt 97% Homologie zu Citrat-Transportern verschiedener 

Xanthomonaden, u.a. zu X. fuscanc subsp. aurantifolii, X. axonopodis pv. citri oder X. 

campestris pv. vasculorum.  

Um einen Effekt von citH auf die Verwertung von Citrat zu überprüfen, wurde die 

Deletionsmutante Xcv ΔcitH generiert und diese im Vergleich zum Xcv Wildtypen 

(Xcv 75-3) näher charakterisiert. 

 

4.2.2.1 Konstruktion und Analyse der Xcv citH Deletionsmutante 

 

Für die Herstellung von Xcv ΔcitH wurden zunächst zwei Teilfragmente aus dem 5´- 

bzw. 3´-Ende des Zielgens amplifiziert (G. Czap, unveröffentlicht). Für citH wurden 

die Primer GC 1 bis 4 verwendet. Der 5´fwd-Primer und der 3´rev-Primer (GC 1 und 

GC 4) wurden so gewählt, dass beide Teilfragmente mit Hilfe der homologen Enden 

in einer Overlapping-PCR fusioniert werden konnten. Der Xcv ΔcitH-Stamm besitzt 

eine Deletion von 633 Basenpaaren (Abb.23A). Wie bei sym und suh kam es auch 

bei citH durch die Deletion zu einer Verschiebung des Leserahmens. Das Fragment 

wurde anschließend in den pGEM-T Easy Vektor ligiert und die Deletion durch 

Sequenzierung bestätigt. Schließlich wurde ΔcitH in den Suizidvektor pOK (Huguet 

et al., 1998) kloniert. Nach beschriebener Konjugation wurden positive Klone 

selektiert und anschließend mit dem 5´fwd-Primer (GC 1) und dem 3´rev-Primer (GC 

4) in einer Colony-PCR überprüft. Als Referenz diente hierbei Xcv 75-3. 

Abb.23B zeigt das Ergebnis zur Überprüfung der Deletionsmutante Xcv ΔcitH. Die 

genomische Größe des citH Gens beträgt 1329 bp, die der Deletionmutante 663 bp.  
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4.2.2.2 In vitro Untersuchungen zur Verwertung von Citrat 

 

Zur Überprüfung der Deletion im Citrat-Transporter citH wurde das Wachstum der 

Deletionsmutante Xcv ΔcitH auf Minimalmedium (M9) mit 10 mM Citrat über die Zeit 

untersucht (Abb.24). Der Xcv WT-Stamm diente hierbei als Kontrolle. Dabei zeigte 

die Deletionsmutante Xcv ΔcitH gegenüber dem Wildtypen im Vollmedium keine 

signifikant veränderte Bakterienzahl (Abb.24A). In M9-Cit jedoch wies die Mutante 

kein Wachstum auf, während der Xcv WT-Stamm Citrat aufnehmen und verwerten 

konnte (Abb.24B). Der geringe Anstieg für die Xcv ΔcitH-Mutante während der 

Messdauer ist wie zuvor bei Xcv Δsym und Xcv Δsuh auf die geringe Menge an 

Aminosäuren (0,05%) zurückzuführen, die für das Wachstum von Xcv notwendig zu 

sein scheint (Daten nicht gezeigt). Somit konnte nachgewiesen werden, dass ein 

funktioneller Citrat-Transporter essenziell für das bakterielle Wachstum ist.  

Abb.23: Deletion von citH in Xcv 75-3.  
A Schematische Darstellung der Erstellung der Xcv ΔcitH Mutante. Zwei Teilfragmente mit 
den Restriktionsenzym-Schnittstellen BamHI und XbaI wurden mit genspezifischen Primern 
amplifiziert und über eine Overlapping-PCR fusioniert. Das entstandene Konstrukt (ΔcitH) 
wurde in pGEM-T Easy ligiert, sequenziert und in den Suizidvektor pOK kloniert. 
Anschließend wurde durch triparentale Konjugation die Deletionsmutante Xcv ΔcitH (663 bp) 
generiert. B PCR-Analyse zur Überprüfung der Deletionsmutante Xcv ΔcitH. Die erzeugte 
Mutante wurde durch Colony PCR überprüft. Dargestellt ist die verkürzte genomische Größe 
von Xcv ΔcitH im Vergleich zum Xcv WT-Stamm. Zahlen und Pfeile zeigen Position und 
Richtung der Primer an. Schraffierte Fläche, deletierter Bereich im Genlokus; bp, 
Basenpaare. 
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4.2.2.3 Untersuchungen nach Infektion der Wirtspflanze  

4.2.2.3.1 In planta Wachstumsraten und phänotypische Veränderungen 

 

Die Aufnahme und Verwertung von Citrat als Virulenzfaktor wurde bereits 

beschrieben (Tamir-Ariel et al., 2007; Urbany und Neuhaus, 2008; Tamir-Ariel et al., 

2011). Inwieweit der Citrat-Verbrauch bei der Virulenz in der Interaktion zwischen 

Tomate und Xcv 75-3 eine Rolle spielt, sollten die folgenden Experimente zeigen. 

Tomatenblätter wurden mit einer Bakterienkonzentration von 5*104 cfu ml-1 infiziert, 

das bakterielle Wachstum und die Ausbildung von Krankheitssymptomen analysiert. 

In Abb.25 ist eine repräsentative Wachstumskurve in planta dargestellt. Bereits 2 

Tage nach Infektion zeigte die Citrat-Transporter-Mutante im Vergleich zum Wildtyp- 

Stamm ein reduziertes Wachstum. Dieser Trend setzte sich im Versuchszeitraum 

von 16 Tagen weiter fort. Der WT-Stamm erreichte 10 Tage nach Infektion seine 

maximale Zelldichte von 108 Zellen ml-1 und erlangte mit zunehmender Ausprägung 

von Krankheitsmerkmalen eine Bakteriendichte von 5*107 Zellen ml-1 nach 16 Tagen. 

Die Wachstumsrate der Xcv ΔcitH Mutante blieb um den Faktor 5 hinter dem WT-

Stamm und erreichte nach 12 Tagen eine maximale Dichte, die sich an Tag 16 um 

5*107 Zellen ml-1 einpendelte.  

 

 

 

Abb.22: Vergleichende Wachstumsanalysen von Xcv 75-3 und Xcv ΔcitH.  
Dargestellt ist das Wachstum in Vollmedium (A) und Minimalmedium mit 10mM Citrat (B). 
oD600, optische Dichte bei 600nm. 
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Abb.25: Bakterielles Wachstum 
von Xcv 75-3 und Xcv ΔcitH.  
Die Bakteriendichte wurde über 
einen Zeitraum von 16 Tagen in 
planta bestimmt. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Experiment mit 
zwei Proben aus zwei infizierten 
Blätter von zwei Pflanzen. 
Fehlerbalken zeigen die SD.  

 

In Übereinstimmung mit dem verminderten Wachstum der Mutante entwickelten sich 

Krankheitsmerkmale verzögert. Tomatenblätter entwickelten 10 Tage nach Infektion 

mit Xcv 75-3 erste Chlorosen und zeigten nach 12 Tagen Nekrosen. Die mit Xcv 

ΔcitH-infizierten Blätter entwickelten die ersten Chlorosen an Tag 16 (Abb.26) und 

zeigten erst nach 23 Tagen nekrotischen Blattbereiche. WT-infizierte Blätter 

hingegen starben 14 bis 16 Tagen nach Infektion ab.  

Zusammenfassend wurde im Vergleich zu einer Infektion mit dem Xcv WT-Stamm 

eine Verzögerung in der Ausbildung von Krankheitsmerkmalen nach Infektion mit 

Xcv ΔcitH beobachtet, die auf ein reduziertes Wachstum der Bakterien, v.a. am 

Anfang der Infektion, zurückzuführen ist. Der Citrat-Transporter scheint also eine 

tragende Rolle bei der Virulenz von Xcv zu spielen.  
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Xcv 75-3 Xcv ΔcitHMgCl2

12 dpi

23 dpi

16 dpi

 

4.2.2.3.2 Untersuchungen zum Chlorophyll-Gehalt  

 

Die auf Grund des reduzierten Wachstums vermittelte Verzögerung in der 

Ausbildung von Krankheitssymptomen spiegelte sich auch im Chl-Gehalt der 

infizierten Blätter wider. Während die Infektion mit Xcv 75-3 nach 12 Tagen zu einer 

Reduktion von etwa 50% führte, nahm der Chll-Gehalt nach Infektion mit Xcv ΔcitH 

um etwa 25% ab (Abb.27).  

Abb.26: Phänotypische Veränderungen von Tomatenblättern nach 
Infektion mit Xcv 75-3 und Xcv ΔcitH.  
Source Blätter wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml

-1
 und 10mM 

MgCl2 als Kontrolle infiltriert. Infizierte Blätter wurden 16 Tage nach Infektion 
fotografiert. dpi, Tage nach Infektion  
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Abb.27: Bestimmung des 
Chlorophyll-Gehaltes 
nach Infektion mit Xcv 
75-3 und Xcv ΔcitH.  
Tomatenpflanzen wurden 
mit Xcv-Stämmen und 
10mM MgCl2 infiltriert und 
der Chlorophyll-Gehalt 
photometrisch bestimmt. 
Die Daten zeigen den 
Mittelwert (± SD) von fünf 
Proben. 
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4.2.2.3.3 Expressionsanalysen ausgewählter Gene mittels qPCR 

 

Die reduzierte Virulenz und die damit verbundene mögliche Veränderung in der 

Genexpression von Abwehrgenen wurde mittels qPCR untersucht.  

Hierfür wurde die Expressionshöhe der Abwehrgene PR-Q, PR1b-1 und GluB sowie 

einiger ausgewählter Seneszenz-assoziierter Markergene wie Sgr-1 und GDH-1 

bestimmt. Zusätzlich wurde auch die Expression von CLH und der PS-Gene RbcS 

und FNR analysiert. Als Matrize diente cDNA vor und 12 Tage nach Infektion mit Xcv 

75-3 und Xcv ΔcitH. 

Wie in Abb.28 dargestellt, führte die Infektion mit Xcv 75-3 zu einer deutlichen 

Induktion von PR-Q, PR1b-1, GluB, Sgr-1 und CLH, die nach Infektion mit Xcv ΔcitH 

nicht erfolgte. Die Expression von RbcS und FNR zeigte eine Reduktion, die nach 

Infektion mit Xcv 75-3 stärker ausgeprägt war und die stärkere Abnahme im Chl-

Gehalt und in der PS-Leistung reflektiert.  
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Abb.28: Nachweis der Expression von PS-, Abwehr- und Seneszenz- 
assoziierten Genen nach Infektion von Tomatenblättern mit Xcv 75-3 und Xcv 
ΔcitH mittels qPCR.  
Dargestellt ist die relative Expression von PR-Q, PR1b-1, GluB, Sgr-1, GDH-1, CLH, 
RbcS und FNR vor (0) und 12 Tage nach Infektion. Die Werte wurden auf die 
Expression von Aktin relativ zur Probe vor der Infektion normalisiert. Die Daten stellen 
den Mittelwert ± SD von je drei Replikaten dar. 
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Abb.29: PCR Analyse zur 
Überprüfung der Komplementation 
von citH. 
Der erzeugte Komplementations-
stamm wurde durch Colony-PCR 
überprüft. Dargestellt ist der Xcv WT-
Stamm und die  Deletionsmutante im 
Vergleich zum komplementierten 
Stamm.  bp

1500

700
600

X
c
v
 7

5
-3

X
c
v
 Δ

c
it
H

 :
: 

p
B

B
R

1
M

C
S

-5
 c

it
H

X
c
v
 Δ

c
it
H

bp

1500

700
600

X
c
v
 7

5
-3

X
c
v
 Δ

c
it
H

 :
: 

p
B

B
R

1
M

C
S

-5
 c

it
H

X
c
v
 Δ

c
it
H

4.2.2.4 Konstruktion und Analyse des Komplementationsstammes     

Xcv ΔcitH::pBBR1MCS-5 citH 

 

Für die Komplementation von Xcv ΔcitH wurde der komplette Leserahmen von citH 

mittels der Primer NK37/NK38 amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in den pCR-Blunt 

Vektor ligiert und durch Sequenzierung bestätigt. Schließlich wurde der ORF über die 

Restriktionsenzym-Schnittstellen HindIII und EcoRI in den Expressionsvektor 

pBBR1MCS-5 (Kovach et al., 1995) kloniert. Anschließend wurde das Plasmid durch 

triparentale Konjugation in Xcv ΔcitH eingebracht. Positive Klone wurden selektiert 

und mit den Primern NK37/NK38 für citH durch Colony-PCR überprüft. Als Referenz 

dienten Xcv 75-3 und die Deletionsmutante Xcv ΔcitH. Abb.29 zeigt das Ergebnis zur 

Überprüfung der erfolgreichen Komplementation von citH. Die genomische Größe 

des citH Gens beträgt 1329 bp, die der Deletionmutante 663 bp. Der 

komplementierte Stamm besitzt beide Gen-Kopien. 

 

 

4.2.2.4.1 Biochemische Charakterisierung der erstellten Komplementante 

von citH 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Deletion des Citrat-Transporters 

dazu führt, dass Xcv Citrat im Medium nicht verwerten kann. Des Weiteren führte die 

Deletion von citH zu einem reduzierten bakteriellen Wachstum in planta. Zur 

Überprüfung der Komplementation wurde nun das Wachstum über die Zeit in M9 mit 
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10mM Citrat verfolgt. Als Kontrolle wurden die Wachstumsanalysen auch in 

Vollmedium durchgeführt (Abb.30). Hier waren das Wachstum des Xcv WT-Stammes 

und von XcvΔcitH::pBBR1MCS-5 citH nahezu identisch (Abb.30A). Durch Zugabe 

von Citrat zu M9-Medium konnte das Wachstumsdefizit der Deletionmutante Xcv 

ΔcitH durch das Einbringen des kompletten ORFs komplementiert werden 

(Abb.30B). Verglichen zum Vollmedium jedoch war die Bakteriendichte reduziert und 

die maximale Dichte wurde erst nach 50 Stunden erreicht. 

 

 

4.2.2.4.2 In planta Wachstumsraten und phänotypische Veränderungen 

nach Infektion der Wirtspflanze  

 

Um zu zeigen, dass die Komplementation auch in planta erfolgt, wurden 

Tomatenpflanzen mit einer Bakterienkonzentration von 5*104 cfu ml-1 infiziert. In 

Abb.31 ist eine Wachstumskurve von XcvΔcitH::pBBR1MCS-5 citH im Vergleich zu 

Xcv 75-3 + pBBR1MCS-5 dargestellt. Zwischen dem Komplementationsstamm und 

dem Wildtyp-Stamm wurden keine signifikanten Veränderungen im bakteriellen 

Wachstum nachgewiesen. Bis 6 Tage nach Infektion befanden sich die Bakterien in 

der log-Phase. Die Plateauphase wurde nach 6 Tagen erreicht. 

XcvΔcitH::pBBR1MCS-5 citH und der WT-Stamm erlangten nach 14 Tagen eine 

Dichte von etwa 5*107 Zellen ml-1.  

 

 

Abb.30: In vitro Wachstumsanalyse von XcvΔcitH::pBBR1MCS-5citH. 
Wachstum von Xcv 75-3 + pBBR1MCS-5 und XcvΔcitH::pBBR1MCS-5citH in Vollmedium (A) und 
Minimalmedium mit 10mM Citrat (B). oD600, optische Dichte bei 600nm. 
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Trotz vergleichbaren Wachstums zeigte die Infektion mit XcvΔcitH::pBBR1MCS-5 

citH keine vergleichbare Entwicklung von Krankheitsmerkmalen. Nach Infektion mit 

dem Xcv Wildtyp mit Leervektor kam es nach 12 Tagen zur Bildung von Chlorosen. 

Das Gewebe wurde 14 Tage nach Infektion nekrotisch (Abb.32). Die Infektion mit der 

Komplementationsmutante zeigte auch nach 22 Tagen keine phänotypischen 

Veränderungen.  

 

 

 

 

 

 

Abb.31: Bakterielles Wachstum 
von Xcv 75-3 + pBBR1MCS-5 und 
XcvΔcitH::pBBR1MCS-5citH in 
Tomatenblättern. 
Die Bakteriendichte wurde über 
einen Zeitraum von 14 Tagen 
bestimmt. Gezeigt ist das Ergebnis 
eines Experimentes mit zwei Proben 
aus zwei infizierten Blätter von zwei 
Pflanzen. Fehlerbalken zeigen die 
SD.  
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Abb.32: Phänotypische Veränderungen nach Infektion mit Xcv 75-3+ 
pBBR1MCS-5 und XcvΔcitH::pBBR1MCS-5 citH.  
Die Blätter wurden mit einer Bakteriendichte von 5x10

4
cfu ml

-1
 und 10mM MgCl2 

infiltriert. Infizierte Blätter wurden 14 Tage nach Infektion dokumentiert. 

Xcv citH :: 

pBBR1MCS-5  citHMgCl2

Xcv 75-3 + 

pBBR1MCS-5

14 Tage nach Infektion
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4.2.3 In silico Analysen zur Identifizierung möglicher Zucker-Transporter 

in Xcv  

 

Untersuchungen zur Saccharose-Verwertung belegten, dass das Ausschalten des 

spezifischen Transporters und der Hydrolase trotz unveränderten Wachstums in 

planta zu einer verzögerten Entwicklung von Krankheitsmerkmalen führte. Dieser 

Effekt war vermutlich auf das Fehlen von Zuckern als Signalmoleküle 

zurückzuführen. Die Expression von Abwehr-, PS- und Seneszenz-assoziierten 

Genen war im Vergleich zum WT verändert. Analysen zum Gehalt löslicher Zucker 

im Apoplasten bestätigten, dass sich das Verhältnis von Saccharose- zu Hexose 

erhöhte (Tab.9). Dieser Anstieg ist vermutlich auf eine reduzierte Menge Hexosen 

zurückzuführen (Tab.11 im Anhang).  

Eine mögliche Ursache für den verminderten Hexose-Gehalt könnte eine Induktion 

von Hexose-Transportern (HT) sein. Für diesen Zweck sollten mögliche Zucker- 

Transporter in Xcv identifiziert und charakterisiert werden. Eine Stichwort-Suche der 

BacMap Datenbank (http://wishart.biology.ualberta.ca/BacMap/index.html) nach 

möglichen HT lieferte vier mögliche Kandidaten: XCV0768, XCV1599, XCV1809 und 

XCV1810.  

Alle vier Kandidaten gehören zur Gruppe der MFS-Transporter, die stark konserviert 

sind (Law et al., 2008). XCV0768 (GluP) ist als Zucker-Permease annotiert und 

besitzt auf DNA-Ebene 70% Identität zu einem Glukose/Galaktose-Transporter aus 

Xylella fastidiosa. Des Weiteren ergab ein Vergleich der Nukleotid-Sequenz 26% 

Identität zu einer Fukose-Permease (FucP) aus E.coli (Gunn et al., 1994). XCV1599 

kodiert für einen putativen Glukose/Galaktose-Transporter und ist ebenfalls als 

Zucker-Permease annotiert. Er besitzt 90% Homologie zu GluP und 70% Homologie 

zu einem Glukose/Galaktose-Transporter aus Xylella fastidiosa. Hinzukommt, dass 

er eine 35%ige Identität zu FucP aus E.coli aufweist. Sowohl XCV0768 als auch 

XCV1599 sind MFS-Zucker-Transporter. Welches Substrat transportiert wird, kann 

über bioinformatische Analysen nicht vorrausgesagt werden. Die geringen 

Homologien zu E.coli FucP lässt Fukose als mögliches Substrat vermuten. XCV1809 

ist als eine Zucker-Permease annotiert und besitzt innerhalb der Xanthomonaden 

95% Homologie zu anderen MFS-Zucker-Transportern. Er zeigt daneben 37% 

Homologie zu einem als XylE annotierten Xylose-Symporter aus E.coli, so dass 

Xylose als mögliches Substrat in Frage kommt. Direkt stromabwärts im Genlokus 
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befindet sich XCV1810, der als putative Zucker-Transporter-Komponente annotiert 

ist. Er besitzt innerhalb der Xanthomonaden 50% Homologie zu weiteren Sensor-

Kinasen, jedoch lassen sich keine Homologien in E.coli und Firmucutes finden 

(Nikolskaya et al., 2003). XCV1810 scheint für Xanthomonaden spezifisch zu sein 

und ist vermutlich der zugehörige Sensor- und/oder Signaltransduktionspartner von 

XCV1809.  

Zur näheren Charakterisierung der möglichen Zucker-Transporter wurden 

Deletionsmutanten generiert und diese mit dem Xcv WT-Stamm (Xcv 75-3) 

verglichen. 

 

4.2.3.1 Konstruktion und genomische Analyse möglicher Zucker-

Transporter-Mutanten 

 

Die zur Generierung von Deletionsmutanten verwendeten Primer und Informationen 

über Sequenzlängen sind in Tab.10 zusammengefasst (Schematische Darstellung 

der Deletion siehe Abb.38, Anhang). Sowohl bei XCV1599 als auch bei XCV1810 

kam es durch die Deletion zu einer Verschiebung des Leserahmens.  

Abb.33 zeigt das Ergebnis zur Überprüfung der Deletionsmutanten. Als Referenz 

diente der Xcv WT-Stamm (Xcv 75-3).  

 
Tab.10: Genomische Analyse und verwendete Primer zur Deletion von XCV0768, XCV1599, 
XCV1809 und XCV1810.  

 

Zielgen 
genomische 

Größe 

Sequenzlänge 
des deletierten 

Gens 

verwendete 
Primer 

Xcv0768 1278 bp 543 bp NK 1 bis 4 

Xcv1599 1311 bp 568 bp NK 5 bis 8 

Xcv1809  1428 bp 577 bp NK 13 bis 16 

Xcv1810 1500 bp 576 bp NK 9 bis 12 
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Abb.33: Deletion möglicher Zucker-Transporter in Xcv.  
PCR-Analyse zur Überprüfung der Deletionsmutanten Xcv Δ0768 (A), Xcv 
Δ1599 (B), Xcv Δ1809 (C) und Xcv Δ1810 (D). Die erzeugten Mutanten 
wurden durch Colony-PCR überprüft.  

 

 

 

 

4.2.3.2 In Vitro Experimente zur Aufnahme verschiedener Zucker  

 

Zur Überprüfung der Deletion in den möglichen Zucker-Transportern wurde das 

Wachstum der Deletionsmutanten in Minimalmedium mit verschiedenen Zuckern 

untersucht. Der Xcv WT-Stamm diente als Kontrolle. Dabei wurde das Wachstum 

über die Zeit verfolgt (Abb.34). Hierbei zeigten die Deletionsmutanten XcvΔ0768, 

XcvΔ1599, XcvΔ1809 und XcvΔ1810 gegenüber dem Wildtyp im Vollmedium kein 

signifikant verändertes Wuchsverhalten (Abb.34A und B). 

Im Minimalmedium mit Glukose (Abb.34C und D) oder Saccharose (Abb.34E und F) 

als Kohlenstoffquelle zeigten die Deletionsmutanten im Vergleich zum Wildtyp 

ebenfalls keine Wachstumsunterschiede. Sowohl der WT-Stamm als auch die 
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Abb.34: Wachstumsanalysen in Minimalmedium zur Verwertung 
verschiedener Zucker durch Xcv-Stämme.  
Wachstum von Xcv 75-3, Xcv Δ0768, Xcv Δ1599, Xcv Δ1809 und Xcv Δ1810 in 
Vollmedium (A und B), M9 mit 0,5% Glukose (C und D) und M9 mit 0,5% 
Saccharose (E und F). 
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Mutanten erlangten eine Zelldichte, die vergleichbar zu der des Vollmediums war. 

Xcv Δ0768 und Xcv Δ1809 wurden auch auf ihre Fähigkeit getestet, Fruktose, 

Galaktose, Xylose und Fukose zu verwerten (Abb.39, Anhang). Auch hier konnten 

keine Unterschiede im bakteriellen Wachstum gezeigt werden.  
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Abb.35: Bakterielles Wachstum 
von Xcv 75-3, Xcv Δ0768 und 
Xcv Δ1809. 
Die Bakteriendichte wurde über 
einen Zeitraum von 14 Tagen 
bestimmt. Gezeigt ist das 
Ergebnis eines Experimentes mit 
zwei Proben aus zwei infizierten 
Blätter von zwei Pflanzen. Die 
Fehlerbalken zeigen die SD.  

4.2.3.3 Bakterielles Wachstum in planta und phänotypische Verän-

derungen von Tomatenpflanzen nach Infektion mit Xcv Δ0768 und 

Xcv Δ1809 

 

Die Deletionsmutanten Xcv Δ0768 und Xcv Δ1809 wurden im Weiteren auf ihre 

Fähigkeit überprüft, sich im Apoplasten von Tomaten zu vermehren und 

Krankheitssymptome auszuprägen. Hierfür wurden Tomatenblätter mit einer 

Bakterienkonzentration von 5*104 cfu ml-1 infiziert. In Abb.35 ist das bakterielle 

Wachstum gegen die Zeit dargestellt. Zwischen den Deletionsmutanten und dem 

Wildtyp-Stamm konnte keine signifikante Veränderung festgestellt werden. 2 Tage 

nach Infektion verdoppelte sich die Bakterienzahl und erreichte nach 10 Tagen ihr 

Plateau. Nach 14 Tagen erreichten die Bakterien eine Dichte von 108 Zellen ml-1. 

 

 

Parallel zum bakteriellen Wachstum wurde die Entwicklung von Krankheits-

merkmalen beobachtet. Die Infektion mit Xcv Δ0768 und Xcv Δ1809 führte ähnlich 

wie der Xcv Wildtyp nach 10 Tagen zur Bildung von Chlorosen, die nach 12 Tagen 

nekrotisch wurden. Nach 14 Tagen war das Blattgewebe schließlich abgestorben. 

(Abb.36). Die Kontrollinfektion mit 10mM MgCl2 zeigte die typische 

Verwundungsreaktion. Einhergehend mit in vitro und in planta Wachstumsanalysen 

zeigte die Deletion von XCV0767 bzw. XCV1809 im Vergleich zum Wildtyp keine 

Unterschiede in der Proliferation.  
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Abb.36: Phänotypische Veränderung von Tomatenblättern nach Infektion mit 
Xcv 75-3, Xcv Δ0768 und Xcv Δ1809.  
Blätter wurden mit einer Bakterienkonzentration von 5x10

4 
cfu ml

-1
 und 10mM MgCl2 

infiltriert. Infizierte Blätter wurden 14 Tage nach Infektion fotografiert. 
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5 Diskussion  

5.1 Analyse transgener Tomatenpflanzen mit reduzierter Aktivität 

der cw-Inv 

 
Neben der Untersuchung von Abwehrreaktionen, die in Pflanzen nach 

Pathogenbefall hervorgerufen werden, gewinnt auch die Analyse von Veränderungen 

im Metabolismus zunehmend an Bedeutung. Phytopathogene Bakterien sind in der 

Lage die Abwehr zu unterdrücken und interferieren mit der Aktivierung von einer 

Kaskade an Abwehrreaktionen (zusammengefasst in Mudgett, 2005). Ferner können 

Pathogene den Stoffwechsel der Wirtspflanze zu ihren Gunsten manipulieren 

(Buettner und Bonas, 2003). Die Induktion der cw-Inv ist eine allgemeine Antwort auf 

einen Stressfaktor, wie z.B. Pathogenbefall. Sie konnte in Interaktionen mit Bakterien 

(Sturm und Chrispeels, 1990), Viren (Herbers et al., 2000) Pilzen (Chou et al., 2000; 

Swarbrick et al., 2006; Horst et al., 2008) und Oomyceten (Essmann et al., 2008) 

nachgewiesen werden. Die Veränderung in der Aktivität der cw-Inv führt unter 

anderem zu einer Modifikation im Kohlenhydratstatus und in der PS-Kapazität.  

Um die Rolle der cw-Inv in einer kompatiblen Interaktion zu entschlüsseln, wurden 

transgene Tomatenpflanzen mit einer reduzierten cw-Inv Aktivität generiert und nach 

Infektion mit Xcv untersucht. Das Augenmerk lag hierbei vor allem in der Regulation 

der PS und der Etablierung von Krankheitssymptomen.  

Funktionelle Analysen zur Rolle der cw-Inv in kompatiblen Interaktionen sind bisher 

nicht beschrieben. In dieser Arbeit wurden transgene Tomatenpflanzen (Lin8-RNAi) 

generiert, die eine reduzierte Expression der beiden blattspezifischen cw-Inv 

Isoformen aufwiesen. Die Pflanzen wurden zunächst unter normalen Bedingungen 

charakterisiert und anschließend Veränderungen während der kompatiblen 

Interaktion mit Xcv im Vergleich zu WT-Pflanzen untersucht. 

 

5.1.1 Charakterisierung transgener Tomatenpflanzen  

 

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass neben Lin8 eine weitere Isoform, 

Lin6, in Tomatenblättern und anderen Geweben exprimiert wird und nach 

Pathogenbefall induziert werden kann (Godt und Roitsch, 1997; Fridman und Zamir, 
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2003). Mittels RNAi-Technologie wurde die Expression der cw-Inv Isoformen Lin8 

und Lin6 in Tomaten reduziert. Dabei wurden die Primer von der Lin8 Sequenz 

abgeleitet. Beide Isoformen haben in ihrer Sequenz fünf Abschnitte mit mindestens 

25 identischen Nukleotiden. Diese Sequenzhomologie ist ausreichend, um mit einem 

RNAi-Konstrukt die Expression beider Isoformen zu hemmen (Le et al., 2006a; Le et 

al., 2006b). Die Bestimmung der cw-Inv Aktivität in verschieden Geweben von Lin8-

RNAi Pflanzen verdeutlichte im Vergleich zu WT-Pflanzen eine Reduktion der 

Aktivität von etwa 90 % in source- und etwa 50 % in sink-Blättern. Essman et al. 

(2008) erzielten ähnliche Ergebnisse mit transgenen Tabakpflanzen, die das gleiche 

RNAi-Konstrukt exprimieren. Die Aktivität in Geweben, wie z.B. Wurzeln oder 

Samen, war nur gering oder kaum verändert. Diese Ergebnisse bestätigen eine 

Hemmung der beiden blattspezifischen cw-Inv Isoformen Lin6 und Lin8. Ähnlich wie 

in transgenen Tabakpflanzen (Essmann et al., 2008) war die Aktivität der v-Inv und n-

Inv durch die Hemmung der cw-Inv nicht beeinträchtigt. Im Gegensatz zu dieser 

Studie war die Aktivität von Schlüsselenzymen des Primärstoffwechsels wie etwa von 

SUS und Hexokinasen nicht verändert. Außerdem war im Vergleich zu WT-Pflanzen 

das Wachstum der cw-Inv-defizienten Pflanzen unter normalen Bedingungen nicht 

beeinträchtigt. 

Interessanterweise wiesen die Lin8-RNAi Pflanzen einen höheren Fruktose-Gehalt 

auf als WT-Pflanzen. Dies könnte auf eine stärkere Verstoffwechselung der 

Saccharose zurückzuführen sein. Sonnewald et al. (1991) zeigten für transgene 

Tabakpflanzen, die eine Hefe-Invertase überexprimierten, ebenfalls eine Steigerung 

in der Fruktose-Konzentration. So wurde ein fünf bis zehn-fach höherer Gehalt an 

Fruktose als Glukose festgestellt.  

Die geringe Konzentration an Stärke in Lin8-RNAi Pflanzen war nicht auf eine 

veränderte ETR oder Assimilationsrate zurückzuführen. Es wurde sogar eine erhöhte 

AGPase-Aktivität in transgenen Tomatenblättern gezeigt. Auf eine erhöhte AGPase- 

Aktivität muss nicht eine erhöhte Synthese von Stärke folgen, da AGPase z.B. durch 

Pyrophosphat und posttranslationale Redox-Aktivierung reguliert wird (Geigenberger 

et al., 2005). Die Daten lassen vermuten, dass der erhöhte Stärke-Gehalt in den 

transgenen Pflanzen auf einer erhöhten Saccharose-Exportrate ruht. Eine Funktion 

der cw-Inv in Blättern könnte sein, den Saccharose-Export in ausgewachsenen 

Blättern zu begrenzen; ein Befund, der mittels Lin8-RNAi Pflanzen gezeigt werden 

konnte. Bisher war bekannt, dass die cw-Inv eine entscheidende Rolle bei der 
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Assimilatverteilung spielt (Roitsch et al., 2003). Analysen an Mais zeigten, dass die 

Samenentwicklung durch das Fehlen einer endosperm-spezifischen cw-Inv 

beeinträchtigt war (Cheng et al., 1996). In weiteren Untersuchungen konnte eine cw-

Inv abhängige Regulation der Samen-und Pollenentwicklung nachgewiesen werden 

(Weber et al., 1995; Goetz et al., 2001). Des Weiteren zeigten Analysen an 

transgenen Kartoffeln mit erhöhter cw-Inv Aktivität eine Rolle der cw-Inv in der 

Bestimmung der relativen sink- Stärke (Sonnewald et al., 1997).  

 

5.1.2 Analyse von Lin8-RNAi Pflanzen nach Infektion mit Xcv  

 

Eine Induktion der cw-Inv konnte in Interaktionen mit Bakterien (Sturm und 

Chrispeels, 1990), Viren (Herbers et al., 2000) und Pilzen (Chou et al., 2000; 

Swarbrick et al., 2006; Horst et al., 2008) nachgewiesen werden. So wurde auch in 

WT-Pflanzen nach Xcv-Infektion eine erhöhte cw-Inv Akltivität ermittelt. In Lin8-RNAi 

Pflanzen hingegen blieb die Xcv-vermittelte Induktion aus. Des Weiteren führte die 

erhöhte Aktivität der cw-Inv in WT-Pflanzen nicht zu signifikanten Veränderungen im 

Gehalt löslicher Zucker, wobei die Messdaten starken Schwankungen unterlagen. 

Berger et al. (2004) beschrieben, dass Veränderungen im Zucker-Stoffwechsel stark 

variabel zu sein scheinen und abhängig vom beteiligten Pathogen und den 

experimentellen Bedingungen sind. Hinzu kommt, dass der extrazelluläre Zucker-

Gehalt nur einen kleinen Prozentsatz der Gesamt-Zucker-Konzentration ausmacht. 

So wurde z.B. gezeigt, dass der apoplastische Saccharose-Gehalt etwa 0,6% bis 

0,9% der Gesamtkonzentration in unterschiedlichen Pflanzenspezies ausmacht 

(Lohaus et al., 2001). Unter Berücksichtigung dieses Befundes, wurde in WT- und 

Lin8-RNAi Pflanzen die apoplastische Flüssigkeit isoliert und das Verhältnis von 

Saccharose zu Hexose vor und nach Infektion mit Xcv bestimmt. Wie zu erwarten, 

stieg das Verhältnis in den transgenen Pflanzen an, während es in WT-Pflanzen 

unverändert blieb. In WT-Pflanzen werden, wahrscheinlich auf Grund der erhöhten 

cw-Inv Aktivität nach Xcv-Befall, die gebildeten Hexosen sofort abtransportiert und 

verstoffwechselt, so dass keine Veränderung im Saccharose- zu Hexose-Verhältnis 

detektierbar war. In den transgenen Pflanzen ist der Anstieg des Verhältnisses auf 

eine Akkumulation von Saccharose zurückzuführen, die aus der reduzierten cw-Inv 

Aktivität resultiert. Die entstehenden Hexosen können zum einen als Nährstoffquelle 
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für das Pathogen dienen (zusammengefasst in Biemelt und Sonnewald, 2006; 

Berger et al., 2007; Seo et al., 2007), und zum anderen als pflanzliche 

Signalmoleküle, die die Expression von PS-Genen reprimieren (Koch, 1996) und die 

Expression von Abwehrgenen induzieren (Herbers et al., 1996b; Rolland et al., 

2006). In diesem Zusammenhang ist der Zeitpunkt der cw-Inv Induktion und somit die 

Bildung von Hexosen entscheidend. Ein früher Anstieg der Aktivität scheint für die 

Abwehrreaktion in Pflanzen wichtig zu sein (Scharte et al., 2005; Swarbrick et al., 

2006; Essmann et al., 2008), während eine späte Induktion der cw-Inv Aktivität die 

Vermehrung des Pathogens begünstigt (Seo et al., 2007). Das Ringen um die 

Hexosen scheint folglich den Ausgang einer Infektion zu bestimmen.  

In Lin8-RNAi Pflanzen könnten das Ausbleiben der Induktion der cw-Inv Aktivität und 

die damit verbundene Akkumulation von Saccharose dazuführen, dass Xcv nicht 

genügend Hexosen zur Verfügung steht, um sich erfolgreich zu vermehren. 

Andererseits könnten reduzierte Hexose-Gehalte das Abwehrpotenzial der Pflanze 

schwächen und diese suszeptibler machen. Tatsächlich zeigten die transgenen Lin8-

RNAi Pflanzen im Vergleich zu WT-Pflanzen eine verzögerte Entwicklung von 

Krankheitssymptomen, während das bakterielle Wachstum in planta in cw-Inv- 

reduzierten Pflanzen nicht verändert war. Die Hemmung der cw-Inv scheint keinen 

Einfluss auf die Ernährung und somit Vermehrung von Xcv zu haben. In 

unterschiedlichen Studien wurde gezeigt, dass Bakterien im Apoplasten eine Vielzahl 

an Metaboliten wie Zuckeralkohole, organische Säuren und Aminosäuren verwerten 

können (Tang et al., 2005; Nadwodnik und Lohaus, 2008; Chen et al., 2010).  

Auf Grund der unterschiedlichen phänotypischen Entwicklung von Lin8-RNAi 

Pflanzen nach Xcv-Infektion wurde der Einfluss der cw-Inv auf die PS untersucht. Ein 

Rückgang in der PS-Kapazität nach Pathogenbefall wurde in verschiedenen Studien 

gezeigt (Lohaus et al., 2000; Swarbrick et al., 2006; Berger et al., 2007). 

Entsprechend wurde nach Xcv-Infektion sowohl in WT- als auch in Lin8-RNAi 

Pflanzen ein Rückgang in der ETR ermittelt, der besonders in der späten 

Infektionsphase bei WT-Pflanzen stärker ausgeprägt war. Eine ähnliche Entwicklung 

wurde auch für den Chl-Gehalt beobachtet. Die Ergebnisse verdeutlichen die 

Wirkung der cw-Inv auf die PS-Aktivität. Der unterschiedliche Verlauf in WT- und 

Lin8-RNAi Pflanzen in der Reduktion der PS nach Xcv-Infektion ist vermutlich auf die, 

über Zuckersignale vermittelte Repression von PS-Genen zurückzuführen (Abb. 11). 

Eine über die Akkumulation von löslichen Zuckern ausgelöste Repression von PS-
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Genen ist bereits bekannt und von Smeekens (2000) und Rolland et al. (2006) 

beschrieben. Des Weiteren konnten Herbers et al. (1996a) zeigen, dass 

Tabakpflanzen, die eine Hefe-Invertase überexprimieren, lösliche Zucker 

akkumulieren und diese die Expression von PS-Genen reprimieren. Daher könnte 

man vermuten, dass Hexosen, die in WT-Pflanzen auf Grund einer erhöhten cw-Inv 

Aktivität nach Xcv-Befall im Apoplasten generiert wurden, die Expression von PS-

Genen herunterregulieren. Diese Vermutung konnte durch PS-Messungen und 

Expressionsstudien von PS-Genen bestätigt werden. In Lin8-RNAi Pflanzen wurde 

im Vergleich zu WT-Pflanzen eine weniger starke Repression der PS-Aktivität und 

von PS-Genen gezeigt. Zuckersignale bleiben auf Grund der fehlenden cw-Inv 

Induktion aus. Zucker fungieren auch als positive Regulatoren bei der Expression 

von Abwehrgenen (Herbers et al., 1996b). Damit im Einklang wurde in Xcv-infizierten 

WT Tomatenpflanzen eine stärkere Expression von GluB, PR-Q und Pin-II 

nachgewiesen als in den transgenen Tomaten. Für PR-Q und Pin-II konnte eine 

zuckerabhängige Expression nachgewiesen werden (Johnson und Ryan, 1990; 

Herbers et al., 1996b; Herbers et al., 2000). So ist anzunehmen, dass die 

beobachtete Induktion von PR-Q und Pin-II in WT-Pflanzen aus der erhöhten 

Hexose-Konzentration resultiert, die sich aus der Induktion der cw-Inv Aktivität ergibt.  

Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin, dass eine verzögerte 

Entwicklung von Krankheitsmerkmalen in Xcv-infizierten Lin8-RNAi Pflanzen sich 

nicht auf eine veränderte Wachstumsrate in planta begründet, sondern auf eine 

verlangsamte Reduktion der PS-Rate und verzögerte Xcv-induzierte Seneszenz 

zurückzuführen ist, die sich durch das Fehlen von Zuckersignalen erklären lässt. In 

WT-Pflanzen aber scheinen die durch die Induktion der cw-Inv generierten Hexosen 

die PS-Rate und die Expression von PS- und Abwehrgenen stärker zu regulieren. 

Die längere Aufrechterhaltung der PS in den transgenen Pflanzen scheint für Xcv 

von Vorteil zu sein. Die Ergebnisse lassen sich im folgenden Modell (Abb.37) 

schematisch darstellen.  
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Abb.37: Modell zum Einfluss der cw-Inv auf die Genexpression in WT- und Lin8-RNAi Pflanzen.  
Die Xcv-Infektion führt in WT Pflanzen zur Induktion der cw-Inv, die in Lin8-RNAi Pflanzen ausbleibt. 
Die Aktivierung der cw-Inv führt in WT-Pflanzen zur Akkumulation von Hexosen, die ins Zytosol 
transportiert werden. Dort reprimieren sie die Expression von PS-Genen, während die Expression von 
PR und Seneszenz-assoziierten Genen induziert wird. In Lin8-RNAi Pflanzen hingegen hat das 
Fehlen von Zuckersignale eine schwächere Regulation der Genexpression zur Folge, was durch die 
dünneren Pfeile dargestellt ist. SEN: Seneszenz-assoziierte Gene. 
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5.2 Untersuchungen zur Ernährungsstrategie von Xcv  

 

Neben der Fähigkeit die pflanzliche Abwehr zu unterdrücken ist eine effektive 

Vermehrung der Bakterien von Bedeutung, um eine Krankheit auszulösen (Tang et 

al., 2005; Chen et al., 2010). Über den Mechnismus zur Regulation des 

Wirtsmetabolismus und die damit verbundene Ernährungsweise von Bakterien ist 

bisher wenig bekannt. Der Infektionsprozess, an dem eine Reihe an bakteriellen und 

pflanzlichen Genen beteiligt sind ist recht kompliziert (Tamir-Ariel et al., 2007). 

Welche bakteriellen Gene für die Virulenz und Pathogenität von Bedeutung sind ist 

kaum verstanden. So wurde z.B. in Xcv ein Citrat-Transporter charakterisiert, der 

entscheidend zur Virulenz auf Tomaten beiträgt (Tamir-Ariel et al., 2011).  

Um die Ernährungsweise von Xcv weiter zu untersuchen, sollten ausgewählte Gene, 

welche für spezifische Metabolit-Transporter kodieren, ausgeschaltet und die 

Auswirkungen auf den bakteriellen Stoffwechsel und vor allem die Pathogenese von 

Xcv auf Tomaten untersucht werden.  

Analysen an cw-Inv-reprimierten Pflanzen zeigten, dass nach Infektion mit Xcv das 

Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im Apoplasten anstieg. Trotz der Saccharose-

Akkumulation in den Lin8-RNAi Pflanzen war das bakterielle Wachstum in planta 

nicht verändert. Dieses Ergebnis verdeutlicht zum einen, dass Saccharose vermutlich 

keine zentrale Rolle bei der Ernährung von Xcv spielt. Zum anderen scheinen 

Hexosen nicht als Haupt-Ernährungsquelle in Frage zu kommen.  

Eine erfolgreiche Besiedlung des Wirtes ist unter anderem von den im pflanzlichen 

Apoplasten vorhandenen Nährstoffen abhängig. Ferner ist die Erkennung dieser 

Metabolite und die Induktion von Transportsystemen wichtig (Galperin, 2004; Cases 

und de Lorenzo, 2005). Die Zusammensetzung der apoplastischen Flüssigkeit und 

die Menge unterschiedlicher Metabolite unterscheiden sich zwischen verschiedenen 

Pflanzenarten. Das Nährstoffangebot besteht allerdings hauptsächlich aus 

Saccharose, Hexosen, Zuckeralkoholen, Aminosäuren und organischen Säuren (van 

Kan et al., 1992; Lohaus et al., 2001; Solomon und Oliver, 2001; Nadwodnik und 

Lohaus, 2008). 
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5.2.1 Funktionelle Analysen zur Verwertung von Citrat  

 

In unabhängigen Studien konnte gezeigt werden, dass organische Säuren wie Citrat, 

Malat oder Fumarat bei der Ernährung von Xanthomonaden eine zentrale Rolle 

spielen (Tang et al., 2005; Tamir-Ariel et al., 2007; Tamir-Ariel et al., 2011). In 

Rhodobacter capsulatus konnten drei Dicarbonsäure-Transporter (dctP, dctQ und 

dctM) identifiziert werden, die von den Genen dctPQM kodiert werden und zur Klasse 

von TRAP-Transportern (tripartite ATP-independent periplasmic) gehören (Forward 

et al., 1997). Insbesondere die Citrat-Verwertung für die bakterielle Virulenz in der 

Pflanze/Pathogen-Interaktion stand im Fokus neuerer Untersuchungen. Rico und 

Preston (2008) konnten zeigen, dass der Stoffwechselweg für die Verwertung von 

Citrat in der Interaktion zwischen Pst und Tomaten induziert war. Urbany und 

Neuhaus (2008) haben gezeigt, dass die Deletion des Citrat-Transporters aus 

Pectobacterium atrosepticum zu einer reduzierten Virulenz in Kartoffelknollen führt. 

Ferner haben Tamir-Ariel et al. (2007,2011) citH als ein neues Virulenz-Gen in Xcv 

identifiziert, indem sie zeigen konnten, dass die Deletion von citH zu einem 

reduzierten Wachstum in planta und einer damit verbundenen verminderten Virulenz 

von Xcv 97-2 führte (Tamir-Ariel et al., 2007; Tamir-Ariel et al., 2011).  

Durch vergleichende Sequenzanalysen wurde im Vorfeld dieser Arbeit ein Gen 

identifiziert, das für einen Citrat-Transporter (citH) in Xcv kodiert und eine 

Deletionsmutante erstellt (G. Czap, unveröffentlicht). Wie von Tamir-Ariel et al. 

(2007) beschrieben, führte die Deletion des Citrat-Transporters in M9-Medium mit 

Citrat als einziger Kohlenstoff-Quelle zu einem stark verminderten Wachstum. Die 

beobachtete, geringe Wachstumsrate ist vermutlich auf die Aufnahme und den 

Verbrauch der zugesetzten Aminosäuren zurückzuführen, die für das Wachstum von 

Xcv notwendig sind.  

Auch in der Interaktion mit Tomatenpflanzen zeigte die Deletionsmutante Xcv ΔcitH 

Wachstumsdefizite, was zum Ausbleiben von Krankheitsmerkmalen, auch nach 

längerer Beobachtungszeit, führte. Parallel dazu war der Chl-Gehalt in 

Tomatenblättern 12 Tage nach Infektion mit Xcv ΔcitH um etwa 25% reduziert, im 

Vergleich zu einer 50%igen Reduktion nach Xcv WT-Infektion, was vermutlich auf die 

altersbedingte Seneszenz zurückzuführen ist. Dass die Deletionsmutante Xcv ΔcitH 

gegen Ende der Infektion eine vergleichbare Wachstumsrate erreichte wie der Xcv 

WT-Stamm, lässt sich aus einer reduzierten Bakterienzahl des WT-Stammes 
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herleiten, die aus nekrotischen bzw. totem Gewebe ermittelt wurde. Obwohl im 

Genom von Xcv ein weiterer Citrat-Transporter identifiziert wurde (XCV3602), der 

72% Homologie zu einem Citrat-Symporter aus Klebsiella pneumoniae aufweist, 

scheint citH eine tragende Rolle bei der Virulenz von Xcv zu spielen. Das 

beobachtete Wachstumsdefizit des Xcv ΔcitH-Stammes konnte sowohl in vitro als 

auch in planta komplementiert werden, die reduzierte Virulenz hingegen nicht. Eine 

Möglichkeit dafür wäre, dass der Komplementationsstamm auf Grund des fehlenden 

Selektionsdruckes in planta das Plasmid verliert, das neben der WT-Kopie des citH 

Gens, das Gen für die Gm-Resistenz enthält. Tamir-Ariel et al. (2011) konnten eine 

partielle Komplementation durch den Teil-Verlust des Komplementationsvektors 

pMLcit zeigen. Gegen diese Erklärung sprechen die effektive Komplementation von 

sym und suh (siehe nächstes Kapitel), sowie die Tatsache, dass der 

Wachstumsunterschied in planta komplementiert wurde. Durch Colony-PCR 

einzelner Klone, die aus den Tomatenblättern gewonnen wurden, konnte sowohl die 

Kopie des WT citH Gens als auch die des deletierten Gens nachgewiesen werden. 

Eine andere Möglichkeit für den nicht komplementierten Phänotyp ist, die durch die 

Deletion verursachte Verschiebung des Leserahmens. Dadurch fehlt vermutlich 

zwischen citH und dem stromabwärts folgenden Gen, der 3-Ketoacyl Reduktase 

(fabG) das Stopp-Codon. Da durch die Komplementation citH und nicht der gesamte 

Bereich zwischen citH und fabG komplementiert wurde, konnte die reduzierte 

Virulenz vermutlich nicht aufgehoben werden. Damit wäre fabG ein möglicher 

Kandidat für einen weiteren, neuen Virulenzfaktor in Xcv.  

In Übereinstimmung mit dem beobachteten Phänotyp führte die Infektion mit dem 

Deletionstamm Xcv ΔcitH zu Veränderungen in der Genexpression. Ob diese in 

Zusammenhang mit dem Fehlen von Zuckersignalen und/ oder der Akkumulation von 

Citrat im Apoplasten stehen, bleibt zu klären. Das Saccharose- zu Hexose-Verhältnis 

sowie die Citrat-Konzentration wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

Wäre der Citrat-Gehalt im Apoplasten auf Grund der Deletion von citH erhöht, könnte 

die SUS-Expression induziert sein. Kania et al. (2003) haben gezeigt, dass erhöhte 

Mengen an Citrat zu einer verstärkten Transkription und Aktivität von Enzymen des 

Kohlenhydrat-Stoffwechsels wie etwa der Sus führen. In dieser Arbeit konnten 

erhöhte Transkriptmengen von SUS2 nach Xcv WT-Infektion nachgewisen werden, 

nicht aber nach Infektion mit dem Xcv ΔcitH-Stamm (Daten nicht gezeigt). Die 

Infektion mit der Citrat-Transporter-Mutante Xcv ΔcitH resultierte in einer Repression 
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von PR-Genen, während gleichzeitig die Expression von PS-Genen weniger stark 

reduziert war. Entgegen der Hypothese, dass der Chl-Abbau von der Seneszenz 

unabhängig ist (diskutiert in Hoertensteiner, 2006; Ougham et al., 2008), wurde die 

Expression der Seneszenz-assoziierten Gene Sgr-1 und CLH nicht induziert. Park et 

al. konnten 2007 an sgr-Mutanten in Reis zeigen, dass die Expression von Sgr 

während der Seneszenz induziert war und der Chl-Abbau auf transkriptioneller 

Ebene durch Sgr reguliert wurde. Außerdem führte die Überexpression von Sgr zur 

Degradation von Chl in N. benthamiana (Park et al., 2007). In Übereinstimmung mit 

dem Infektionsphänotyp von Xcv ΔcitH, den Daten aus der Messung des Chl-

Gehaltes und der Expression von Sgr-1 und CLH kann die Beobachtung von Park et 

al. (2007) bestätigt werden. Die Induktion von GDH ist vermutlich auf die 

Verwundung während der Infektion zurückzuführen und bestärkt die Annahme, dass 

es sich bei GDH vermutlich um ein nicht spezifisches, stressabhängiges Gen  

handelt (Pageau et al., 2006).  

Zusammenfassend scheint es sich bei citH in dem Xcv 75-3 Stamm um einen 

Virulenzfaktor zu handeln. Die Deletion dieses Citrat-Transporters führt dazu, dass 

die Pflanze das Pathogen vermutlich nicht als solches erkennt und keine 

Abwehrreaktionen in Gang setzt.  

 

5.2.2 Die Bedeutung der bakteriellen Aufnahme und Verwertung von 

Saccharose in der Interaktion mit Tomatenpflanzen  

 

Im Genom des Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) B100 Stammes sind 

15 Gene annotiert, die für Transporter von Mono- und Disacchariden kodieren 

(Serrania et al., 2008). Nur wenige Transport-Systeme wurden bisher charakterisiert. 

In Xcc wurde beispielsweise für Fruktose ein Phosphoenolpyruvat-abhängiges 

Phosphotransferase-System beschrieben (de Crecy-Lagard et al., 1995). In Xag 

konnten Kim et al. (2004) zeigen, dass die Saccharose-Hydrolase suh für die 

Spaltung und Verwertung von Saccharose verantwortlich ist.  

Xcv besitzt ein homologes Gen zu suh, von dem in Vorarbeiten die Deletionsmutante 

Xcv Δsuh erstellt wurde (C. Börnke, unveröffentlicht). Darüber hinaus konnte im 

Genom von Xcv ein Saccharose-Transporter, sym, identifiziert werden (G.Czap, 

unveröffentlicht), der neben suh in dieser Arbeit charakterisiert wurde. Sowohl Xcv 
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Δsym als auch Xcv Δsuh waren nicht in der Lage, in Minimalmedium mit Saccharose 

als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen, während das Wachstum auf glukose- 

bzw. fruktosehaltigen Minimalmedium nicht verändert war. In Xag führte die Deletion 

von suh ebenfalls zu einem Wachstumsdefizit auf saccharosehaltigen Medium (Kim 

et al., 2004). Blanvillain et al. konnten 2007 in Xcc zeigen, dass die Aufnahme und 

Verwertung von Saccharose von einem funktionsfähigen sux-Lokus (sucrose 

utilization in Xanthomonas) abhängig ist. Mutationen in dem putativen Saccharose-

Transporter SuxC und der Saccharose-Hydrolase SuxB führten auf 

saccharosehaltigen Medium zu Wachstumsdefiziten, nicht aber auf glukose- bzw. 

fruktosehaltigen Medium (Blanvillain et al., 2007). In Xcv scheint Sym der einzige 

Saccharose-Transporter zu sein. XCV2798 wurde zwar ebenfalls als ein Saccharose-

Symporter in Xcv annotiert. Das Wachstum einer Deletionsmutante war allerdings 

weder in vitro noch in planta beeinträchtigt (G. Czap, unveröffentlicht).  

In vitro Untersuchungen mit Deletionsmutanten können zwar die Funktion deletierter 

Gene und die Fähigkeit verschiedene Substrate zu verwerten klären, aber über die 

Xcv Ernährungsweise im natürlichen Habitat und die Relevanz für die Virulenz bzw. 

Entwicklung von Krankheitsmerkmalen ist die Infektion von Tomatenpflanzen 

entscheidend. Die Infektion von Tomatenblättern mit den Deletionsmutanten Xcv 

Δsym und Xcv Δsuh führte zu einer verzögerten Ausprägung von 

Krankheitssymptomen, obwohl das bakterielle Wachstum in planta unverändert blieb. 

Der Infektionsphänotyp spiegelte sich auch im weniger stark reduzierten Chl-Gehalt 

und in der nicht so starken Repression der CLH, des ersten Enzyms des Chl-

Katabolismus (Hoertensteiner, 2006) wider. Die Deletion des Saccharose-

Transporter Srt1 aus Ustillago maydis zeigte ein vergleichbares Ergebnis (Wahl et 

al., 2010). Die Deletion von srt1 hatte keinen Effekt auf die Besiedelung von 

infizierten Maispflanzen, die Ausprägung von Krankheitsmerkmalen aber war stark 

reduziert. Der Infektionsphänotyp der Srt1-Deletionsmutante ließ sich durch die 

Komplementation mit einer Kopie des WT srt1 Gens revertieren, was zeigte, dass die 

reduzierte Virulenz tatsächlich auf das Fehlen von srt1 zurückzuführen war (Wahl et 

al., 2010). Die verzögerte Entwicklung von Krankheitsmerkmalen nach Infektion von 

Tomaten mit Xcv Δsym und Xcv Δsuh ließ sich, durch Expression der WT-Gene vom 

Plasmid, komplementieren und verdeutlichte eine entscheidende Rolle von sym und 

suh bei der Entwicklung von Krankheitsmerkmalen durch Xcv. Die Reduktion des von 

Kim et al. (2004) gezeigten in planta Wachstums von Xag Δsuh konnte nicht bestätigt 
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werden. Dieser Unterschied ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass die von Kim 

et al. (2004) gezeigte Differenz etwa 0,5x106 cfu ml-1 beträgt und eine hohe SD 

aufweist. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass auch in der Studie von 

Kim et al. (2004) die Deletion von suh keinen bzw. nur einen geringen Effekt auf das 

in planta Wachstum hat. Untersuchungen an Lin8-RNAi Pflanzen, in denen nach 

Infektion mit Xcv trotz Akkumulation von Saccharose im Apoplasten das in planta 

Wachstum nicht verändert war und die Tatsache, dass die Deletion von sym bzw. 

suh keinen Einluss auf die Vermehrung hatte, sprechen gegen eine zentrale Rolle 

der Saccharose für die Ernährung von Xcv. 

In der vorliegenden Arbeit konnte in Lin8-RNAi Pflanzen trotz unverändertem in 

planta Wachstum eine verzögerte Entwicklung von Krankheitsmerkmalen nach 

Infektion mit Xcv nachgewiesen werden. Das Fehlen von Zuckersignalen führte zu 

Veränderungen in der Expression von PS-Genen, die den verzögerten Phänotyp 

erklärten. Ähnliche Veränderungen nach Infektion von WT Tomatenpflanzen mit Xcv 

Δsym bzw. Xcv Δsuh beobachtet. Nach Infektion mit diesen beiden 

Deletionsmutanten stieg das Saccharose- zu Hexose-Verhältnis im Apoplasten 

signifikant an, was sehr wahrscheinlich auf reduzierte Hexose-Konzentrationen 

zurückzuführen ist. Die Aktivität der cw-Inv war im Vergleich zur Xcv WT-Infektion 

nicht verändert. Es besteht allerdings die Möglichkeit, dass in der Pflanze die 

Infektion mit Xcv Δsym bzw. Xcv Δsuh die kürzlich identifizierten SWEET Gene 

(Chen et al., 2010), eine neue Klasse von Zucker-Transportern, induziert, die 

vermutlich den Zucker-Efflux beeinflussen. In Arabidopsis wurden 17 und in Reis 21 

SWEET Gene identifiziert (Chen et al., 2010). Durch Vergleich der 

Aminosäuresequenz wurden in Kartoffeln und Tomaten 29 Proteine identifiziert, die 

Homologien von etwa 40%-70% aufweisen (A. Hartmann und W. Röhrig, persönliche 

Korrespondenz). Eine detaillierte Charakterisierung könnte helfen den Kohlenstoff-

Fluss und damit eine mögliche Nährstoffquelle für Pathogene besser zu verstehen.  

Die verminderten apoplastischen Hexose-Gehalte nach Infektion mit Xcv Δsym bzw. 

Xcv Δsuh führen vermutlich zu einer, im Vergleich zu Xcv WT-Infektion, geringeren 

Expression von PR-Genen. Parallel konnte nach Infektion mit Xcv Δsym bzw. Xcv 

Δsuh eine weniger starke Repression von PS-Genen beobachtet werden, ähnlich wie 

in Lin8-RNAi Pflanzen (Kocal et al., 2008). Die Expression von Seneszenz-

assoziierten Genen hingegen zeigte eine gegensätzliche Entwicklung. Während die 

Expression von CLH ausblieb, wurden im Vergleich zur Infektion mit dem Xcv WT-
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Stamm größere Transkriptmengen von Sgr-1 und GDH nachgewiesen. Dieses 

Ergebnis unterstützt die Hypothese, dass der Chl-Abbau von dem Seneszenz-

Prozess entkoppelt ist (zusammengefasst in Hoertensteiner, 2006; Ougham et al., 

2008). Sogenannte sid-Mutanten (senescence induced degradation) zeigten im 

Verlauf der Seneszenz keine Veränderung im Chl-Gehalt, während die PS-Kapazität 

reduziert ist (Thomas und Stoddart, 1975; Thomas et al., 1999; Roca et al., 2004; 

Armstead et al., 2006). Die Induktion der CLH durch den Xcv WT-Stamm ist 

vermutlich eine Abwehrreaktion der Pflanze, vergleichbar mit der Induktion der PR-

Gene. Kariola et al. (2005) konnten in Arabidopsis zeigen, dass Infektionen mit einem 

nekrotrophen Pilz zur Induktion der CLH führte, die in transgenen Pflanzen, in denen 

die CLH reprimiert war, ausblieb. Darüber hinaus konnten Akhtar et al. (1999) in 

transgenen gf Tomaten (green flesh) zeigen, dass trotz CLH-Aktivität der Chl-Gehalt 

unverändert blieb. Die Induktion von GDH nach Infektion mit Xcv Δsym bzw. Xcv 

Δsuh ist vermutlich eine nicht spezische, pathogenvermittelte Reaktion. In 

Tabakpflanzen wurde nach Infektion sowohl mit einem avirulenten als auch mit 

einem virulenten P. syringae Stamm die Expression von GDH induziert (Pageau et 

al., 2006).  

Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass sym und suh für die Ernährung von Xcv 

wahrscheinlich nicht wichtig sind. Sie scheinen allerdings für die Perzeption der 

Pflanze und die zuckervermittelte Abwehrreaktion von Bedeutung zu sein.  

 

5.2.3 Untersuchungen zu möglichen Zucker-Transportsystemen 

 

Die apoplastischen reduzierten Hexose-Konzentrationen nach Infektion mit Xcv 

Δsym bzw. Xcv Δsuh ließen vermuten, dass Xcv vermehrt Hexosen aufnimmt. Die 

Stichwort-Suche nach putativen Zucker-Transportern im Genom von Xcv lieferte eine 

Reihe von Kandidaten, die noch nicht beschrieben sind. Xcv besitzt beispielsweise 

die als Zucker-Permeasen annotierten Gene XCV0768, XCV1809 und XCV1810 und 

ein Homologes Gen (XCV1599) zum Glukose/Galaktose-Trasporter aus 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Tsuge et al., 2001). Alle vier putativen Zucker-

Transporter wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Fähigkeit, verschiedene Zucker 

wie Glukose oder Saccharose zu verwerten, untersucht. Jedoch konnte mit Hilfe von 

Deletionsmutanten in Minimalmedien keine spezifischen Substrate identifiziert 

werden. Vermutlich verfügt Xcv über eine Vielfalt von Stoffwechselwegen. Rico und 
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Preston (2008) z.B. haben vier Pseudonomas syringae und neun weitere 

Pseudomonas-Stämme hinsichtlich ihrer Fähigkeit, verschiedene Metabolite 

umzusetzten, untersucht. Sie konnten zeigen, dass alle 13 Stämme in der Lage 

waren Substrate wie etwa Glukose, Mannose, Succinat und Asparagin zu nutzen. 

Der für Tomaten pathogene Stamm Pst DC 3000, war sogar in der Lage in vitro 53 

unterschiedliche Substrate zu verstoffwechseln.  

Die Infektion von Tomatenpflanzen mit Deletionsstämmen in zwei möglichen Hexose-

Transportern (XCV0768 und XCV1809) zeigte im Vergleich zum WT-Stamm keine 

Unterschiede im Infektionsphänotyp und im bakteriellen Wachstum. Eine mögliche 

Erklärung wäre die Existenz von weiteren Zucker-Transportern, die im Genom von 

Xcv noch nicht identifiziert sind. Des Weiteren besteht die Möglichkeit, dass Xcv den 

Verlust einzelner putativer Hexose-Transporter kompensieren kann. Durch die 

Generierung von Doppelmutanten bzw. Mehrfachmutanten könnte man diesen 

Aspekt weiter untersuchen.  

Nach dem jetzigen Kenntnisstand scheint die Ernährungsstrategie von Xcv vielseitig 

zu sein. Obwohl dem Bakterium im Apoplasten eine Reihe von Substraten zur 

Verfügung steht, bevorzugt es offenbar organische Säuren wie etwa Citrat. Durch 

welche Mechanismen die Präferenz abläuft und ob eventuell weitere Substanzen wie 

Malat ebenfalls favorisiert werden, bleibt zu klären.  
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6 Abkürzungsverzeichnis 
 

Abb.   Abbildung 
Amp   Ampicilin 
AS   Aminosäure(n) 
Avr/avr  Avirulenz 
bp   Basenpaar(e) 
bzw.   beziehungsweise 
cDNA   komplimentäre DNA 
cfu   colony forming units 
Chl   Chlorophyll 
CLH   Chlorophyllase 
cv.   Kultivar (cultivar) 
cw-Inv   Zellwand-Invertase 
DEPC   Diethyl-Pyrocarbonat 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonucleinsäure 
DNAse  Desoxyribonuclease 
dNTP   Desoxyribonucleosidtriphosphat 
DTT   1,4-Dithiothreitol 
dpi   Tage nach Infektion (days post infection) 
E.coli   Escherichia coli 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
ETR   Elektronentransportrate 
FNR   Ferredoxin-NADP-Reduktase 
Fru   Fruktose 
FW   Frischgewicht 
EtOH   Ethanol 
g   Gramm 
GAP-DH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GDH-1  Glutamatdehydrogenase 
Glc   Glukose 
GluB   β-1,3-Glukanase 
Gm   Gentamycin 

GS-1   Glutamin Synthase  
h   Stunde(n) 
Hex   Hexose 
HR   Hypersensitive Reaktion 
Hrp   hypersensitive response and pathogenicity 
HT   Hexose-Transporter 
IPTG   Isopropyl-b-D-Galaktopyranosid 
KH   Kohlenhydrate 
Km   Kanamycin 
LIN   Lycopersicum esculentum Invertase 
M   molar 
MFS   major facilitator superfamily 
min   Minute(n) 
ml   Milliliter 
MM   Moneymaker 
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MW   Mittelwert(e)  
mRNA   messenger-Ribonucleinsäure 
NAD   Nikotinadenindinukleotid 
n-Inv   neutrale Invertase 
oD   Optische Dichte 
PAM   Puls-Amplituden-Modulatios Fluorometrie 
PC   Plastocyanin 
PCR   Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 
PCI   Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
Pin-II   Proteinase Inhibitor 
PR   pathogenesis related 
PS   Photosynthese 
PTS   Phosphoenolpyruvat-phosphotransferasesystem 
pv.   Pathovar 
qPCR   quantitative Polymerasekettenreaktion 
R   Resistenz 
RbcS   Rubisco (Rubisco small subunit) 
Rif   Rifampicin 
RNA   Ribonucleinsäure 
RNAi   RNA interference 
RT   Raumtemperatur 
s   Sekunde(n) 
SD   Standardabweichung 
Sgr-1   staygreen 
Sp   Spectinomycin 
ST   Saccharose-Transporter 
Suc   Saccharose 
Tab.   Tabelle 
Tet   Tetracyclin 
Tris   Trihydroxymethylaminomethan 
T3SS   Typ3 Sekretions System 
üN   über Nacht 
vac-Inv  vakuoläre Invertase 
WT   Wildtyp 
Xag   Xanthomonas axonopodis pv. glycines 
Xcc   Xanthomonas campestris pv. campestris 
Xcv   Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
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8 Anhang 
 

8.1 DNA- und Aminosäuresequenzen 

 

Für die Deletion in Xcv verwendete Primer sind grau markiert 

8.1.1 Sequenz von sym (XCV3616) 

 
atgtcgtcgaccgttcctaagctctccttcgcgcgcatcctggcgctcaacgccgggttt 

 M  S  S  T  V  P  K  L  S  F  A  R  I  L  A  L  N  A  G  F  

tttggcgtgcaatacagcttcgggctgcagcagagcaacatgagcccgatctacaactat 

 F  G  V  Q  Y  S  F  G  L  Q  Q  S  N  M  S  P  I  Y  N  Y  

ctgggcgccgaccacgccaacctgccgtacctgtggctggccgggccgatcaccggcctg 

 L  G  A  D  H  A  N  L  P  Y  L  W  L  A  G  P  I  T  G  L  

gtgctgcagccgttcgtaggggcgtggagcgaccgctcggtgacgcggtggggccggcgc 

 V  L  Q  P  F  V  G  A  W  S  D  R  S  V  T  R  W  G  R  R  

atgccgtacatggtgctgggcgcgctggtgtgcagcctgtgcctgctggcgatgccgttc 

 M  P  Y  M  V  L  G  A  L  V  C  S  L  C  L  L  A  M  P  F  

agtaccgcgctgtggatggcggtatgcctgctgtgggtgctggatgcggccaacaacgtg 

 S  T  A  L  W  M  A  V  C  L  L  W  V  L  D  A  A  N  N  V  

gcgatggagccctaccgtgcgctggtgagtgacgtactggcgccgccgcagcgaccgctg 

 A  M  E  P  Y  R  A  L  V  S  D  V  L  A  P  P  Q  R  P  L  

gggtatctcacccagagcgcattcaccggccttgcgcagacgctggcctacctcacgccg 

 G  Y  L  T  Q  S  A  F  T  G  L  A  Q  T  L  A  Y  L  T  P  

ccgttgctggtgtggatgggcatgaaccaggacgctgccaacgcacaccacatcccttat 

 P  L  L  V  W  M  G  M  N  Q  D  A  A  N  A  H  H  I  P  Y  

gtcaccattgccgcgttcgtgatcggcgcgggcttttcagcaggctcgatcctgctcacc 

 V  T  I  A  A  F  V  I  G  A  G  F  S  A  G  S  I  L  L  T  

gcacgcagcgtacgcgagccggcgatcgcgccggcagagatcgcacgcatccgccagcgc 

 A  R  S  V  R  E  P  A  I  A  P  A  E  I  A  R  I  R  Q  R  

ggcgccgggctgggtgcgacggtgcgcgaaatcggcagcgcgctgcgcgagatgccgccc 

 G  A  G  L  G  A  T  V  R  E  I  G  S  A  L  R  E  M  P  P  

accatgcgccagttggccccggtgatgctgtttcagtggtacgcgatcttttgctactgg 

 T  M  R  Q  L  A  P  V  M  L  F  Q  W  Y  A  I  F  C  Y  W  

caatacatcgtgctgtcgctgtcgaccacgttgttcggcaccaccgaccccacctcgcat 

 Q  Y  I  V  L  S  L  S  T  T  L  F  G  T  T  D  P  T  S  H  

ggtttccgcgaggccggcctggtcaatggacagatcggcgggttctataacttcgttgcg 

 G  F  R  E  A  G  L  V  N  G  Q  I  G  G  F  Y  N  F  V  A  

tttctggcggcgtttgcgatggtgccggtggtgcgtcgcttcggtcccaagtacacgcat 

 F  L  A  A  F  A  M  V  P  V  V  R  R  F  G  P  K  Y  T  H  

gcggcctgcctggtcgccgccggtatcggcatgtggctgctgcctggcatcgaaaatcgc 

 A  A  C  L  V  A  A  G  I  G  M  W  L  L  P  G  I  E  N  R  

tggctgatgctgctgccgatgatcggcattggcctggcctgggccagcatgatgggcaac 

 W  L  M  L  L  P  M  I  G  I  G  L  A  W  A  S  M  M  G  N  

ccgtatctgatgctggccgacagcatcccgtccgagcgcaccggcgtgtacatgggcttg 

 P  Y  L  M  L  A  D  S  I  P  S  E  R  T  G  V  Y  M  G  L  

ttcaacctgttcatcgtgctgccgatgctgatccagatcgtcaccttgccgctgtattac 

 F  N  L  F  I  V  L  P  M  L  I  Q  I  V  T  L  P  L  Y  Y  

gagcatgtgctgcacggcgacccgcgcaacgtggtccgtctggccggcgcgctgatgctg 

 E  H  V  L  H  G  D  P  R  N  V  V  R  L  A  G  A  L  M  L  

gcagcggcagcggcgatgctgtgcgtacggggccgcaagcaggggacgagcccggcaggg 

 A  A  A  A  A  M  L  C  V  R  G  R  K  Q  G  T  S  P  A  G  

gcgtag 

 A  -   
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8.1.2 Sequenz von suh (XCV3618) 

 

atggcatcatccgcgcgcgctcgattgccggccgtaccaccagcatcagcctgcgttacg 

 M  A  S  S  A  R  A  R  L  P  A  V  P  P  A  S  A  C  V  T  

acttttaaggaccccgcgccgggccctgcccggcgacctctgatgagcacctccccgatc 

 T  F  K  D  P  A  P  G  P  A  R  R  P  L  M  S  T  S  P  I  

gattccaccgcattgcgcgcggccttcgccgcgccgctggacccgcaacgcgccgacgtg 

 D  S  T  A  L  R  A  A  F  A  A  P  L  D  P  Q  R  A  D  V  

ctgttgtcgcgctacgaccagcacgcgtcgcgtttgctggatgccttgcacgcgctctac 

 L  L  S  R  Y  D  Q  H  A  S  R  L  L  D  A  L  H  A  L  Y  

ggccagcgtgccgactatgcatcgtggctggcgcagtggctgggcgagataggcacgatc 

 G  Q  R  A  D  Y  A  S  W  L  A  Q  W  L  G  E  I  G  T  I  

gcccggcaacgcccgcaagccttgcaagcgctcgacagcacccggcacgccggttggttc 

 A  R  Q  R  P  Q  A  L  Q  A  L  D  S  T  R  H  A  G  W  F  

ggcgaacagcacatgctcggctacagcgcctacgcagaccgctttgccggcacgctgcag 

 G  E  Q  H  M  L  G  Y  S  A  Y  A  D  R  F  A  G  T  L  Q  

ggcgtggccgaacgcgtgccgtatctgcaggaactgggcgtgcgctacctgcatctgctg 

 G  V  A  E  R  V  P  Y  L  Q  E  L  G  V  R  Y  L  H  L  L  

ccattcctgcgcgcacgcgccggcgacaacgacggcggctttgcggtcagcgactacggc 

 P  F  L  R  A  R  A  G  D  N  D  G  G  F  A  V  S  D  Y  G  

caggtggcacccagcctgggcaccaacgacgacttgatcgcactcaccacccgcctgcgc 

 Q  V  A  P  S  L  G  T  N  D  D  L  I  A  L  T  T  R  L  R  

gaagcgggcatcagcctgtgcgcggacttcgtgctcaatcacaccgccgacgatcacgcc 

 E  A  G  I  S  L  C  A  D  F  V  L  N  H  T  A  D  D  H  A  

tgggcacaggcggcccgcgccggcgatgcacgttatctggattactaccaccactttgcc 

 W  A  Q  A  A  R  A  G  D  A  R  Y  L  D  Y  Y  H  H  F  A  

gaccgcagcctgcccgaccggtacgaagccacgctggggcaggtgtttccgcacacagcg 

 D  R  S  L  P  D  R  Y  E  A  T  L  G  Q  V  F  P  H  T  A  

cctggcaacttcacctgggtggacgacaccgcgcaatggatgtggaccacgttctatccg 

 P  G  N  F  T  W  V  D  D  T  A  Q  W  M  W  T  T  F  Y  P  

tatcaatgggatttgaactggagcaacccggccgtattcggcgatatggccctggcgatg 

 Y  Q  W  D  L  N  W  S  N  P  A  V  F  G  D  M  A  L  A  M  

ctgcggctggccaacctgggcgtggaagcattccgcctggattccacggcctatctgtgg 

 L  R  L  A  N  L  G  V  E  A  F  R  L  D  S  T  A  Y  L  W  

aagcgtatcggcaccgattgcatgaaccagcccgaagcgcacaccttgctggtggctctg 

 K  R  I  G  T  D  C  M  N  Q  P  E  A  H  T  L  L  V  A  L  

cgcgcggtgaccgatatcgtcgcgccggcggtggtgatgaaggccgaagccatcgtgccg 

 R  A  V  T  D  I  V  A  P  A  V  V  M  K  A  E  A  I  V  P  

atgacgcaactgccgccatacttcgggagcggcacggaccagggccacgaatgccatctg 

 M  T  Q  L  P  P  Y  F  G  S  G  T  D  Q  G  H  E  C  H  L  

gcctatcacagcagcttgatggcggccggctggtcggcgctggcgttgcaacgcggcgac 

 A  Y  H  S  S  L  M  A  A  G  W  S  A  L  A  L  Q  R  G  D  

atcctgcacaacgtgatcgcgcacagcccaccgctgccgcgccactgtgcatggttgagt 

 I  L  H  N  V  I  A  H  S  P  P  L  P  R  H  C  A  W  L  S  

tatgtgcgttgccatgacgatatcggctggaatgtgctgcagcacgaagccagcggcaat 

 Y  V  R  C  H  D  D  I  G  W  N  V  L  Q  H  E  A  S  G  N  

gcagcgcaaccgccgttttcgctacgcgatgtggcgcgcttctatgccaacgcggtgcct 

 A  A  Q  P  P  F  S  L  R  D  V  A  R  F  Y  A  N  A  V  P  

ggcagttacgcgcgcggcgagagtttccagagcagcggcgacggcgtgcatggaaccaat 

 G  S  Y  A  R  G  E  S  F  Q  S  S  G  D  G  V  H  G  T  N  

ggcatggctgctgcacttgcgggcatccaggccgcgcaggaggcaggcgatgcggcggcg 

 G  M  A  A  A  L  A  G  I  Q  A  A  Q  E  A  G  D  A  A  A  

ttggcggttgcagtggaccggctggtgttgctgtatgccattgcgcttgccatgccgggt 

 L  A  V  A  V  D  R  L  V  L  L  Y  A  I  A  L  A  M  P  G  

gtcccgctgatctacatgggcgacgaattggcgatggtcaatgaccccggctatcgcgac 

 V  P  L  I  Y  M  G  D  E  L  A  M  V  N  D  P  G  Y  R  D  

gatccgctccgccagcatgaaggccgttggctgcatcggccggcgatggattggcagctt 

 D  P  L  R  Q  H  E  G  R  W  L  H  R  P  A  M  D  W  Q  L  

gccgcgcaacgtcacgatgccaacagcctgagtggcaaggtgtaccgacgtttgcgtgga 

 A  A  Q  R  H  D  A  N  S  L  S  G  K  V  Y  R  R  L  R  G  

ttgatccggaaacgtaccgcactcaccgcgttggcggcggatcaggcattgggcagcatc 



Anhang 

 

 III 

 L  I  R  K  R  T  A  L  T  A  L  A  A  D  Q  A  L  G  S  I  

gcgttgaacgatgctcgcgtgttcgcgttgacgcgtggcgagagctttatcgccttgcat 

 A  L  N  D  A  R  V  F  A  L  T  R  G  E  S  F  I  A  L  H  

aacttcagtgaccagccgctcgacgtggagcttgcggcggtcggcgtcgatggatggacg 

 N  F  S  D  Q  P  L  D  V  E  L  A  A  V  G  V  D  G  W  T  

ctgctggccatcgacgacgcggtcgatgctgcggccgtgagcgacgatgtatcgatcgtg 

 L  L  A  I  D  D  A  V  D  A  A  A  V  S  D  D  V  S  I  V  

cttccgccttacggcgtgcgttggttgcagcgtaagggctga 

 L  P  P  Y  G  V  R  W  L  Q  R  K  G  -   

 

8.1.3 Sequenz von citH (XCV3613) 

 

atgctgaccgcgctcggtttcggaatggtgatcaccttcatgtacctgatcatgagcaag 

 M  L  T  A  L  G  F  G  M  V  I  T  F  M  Y  L  I  M  S  K  

cggttgtcgccgctggtagctctgatcacggtgccgatcgtgttcgcgttgttgggcggc 

 R  L  S  P  L  V  A  L  I  T  V  P  I  V  F  A  L  L  G  G  

ttcggcaccggcatcaacgagatgatgctcgaaggcatcaagaagatcgcgcccaccggc 

 F  G  T  G  I  N  E  M  M  L  E  G  I  K  K  I  A  P  T  G  

gtcatgttgatgttcgccatcctgtatttcggggtgatgatcgatgccgggctgttcgat 

 V  M  L  M  F  A  I  L  Y  F  G  V  M  I  D  A  G  L  F  D  

ccgctggtcggccgcatcctgcgcctggtcaagggcgatccgctgaagatcgtgatgggc 

 P  L  V  G  R  I  L  R  L  V  K  G  D  P  L  K  I  V  M  G  

acagcgatcctggcgctgctgatctcgctcgacggcgacggctccaccacctacatgatc 

 T  A  I  L  A  L  L  I  S  L  D  G  D  G  S  T  T  Y  M  I  

accgtctctgcgatgttgccgctgtaccagcgcctgggcatgaacgcgctcaacctcacc 

 T  V  S  A  M  L  P  L  Y  Q  R  L  G  M  N  A  L  N  L  T  

tgcgtcaccatcctgtccagcggcgtgatgaacctgaccccgtggggcggccccaccgcg 

 C  V  T  I  L  S  S  G  V  M  N  L  T  P  W  G  G  P  T  A  

cgtgccgctaccgcgctgcatgtggatccggccgatgtgttcgtgccattggtgccggcc 

 R  A  A  T  A  L  H  V  D  P  A  D  V  F  V  P  L  V  P  A  

atggtgttggcgatcgccggcattctcacgctggcctggtatctgggcatgcgcgaacgt 

 M  V  L  A  I  A  G  I  L  T  L  A  W  Y  L  G  M  R  E  R  

cgccgcctgggcgtggtgcgcctgccggcggacggcaactggctggacaccagcatcccg 

 R  R  L  G  V  V  R  L  P  A  D  G  N  W  L  D  T  S  I  P  

gaagacaacgacgcattgccgcgcgtggaagacaccgaagacatgaagcggcccaagctg 

 E  D  N  D  A  L  P  R  V  E  D  T  E  D  M  K  R  P  K  L  

ctgtgggtgaacctgatcctgaccctggcgctgatgggcgcgctggtggtgggcgtgctg 

 L  W  V  N  L  I  L  T  L  A  L  M  G  A  L  V  V  G  V  L  

ccgatgccggtgttgttcatgatcggctttgcgctggcgctgatgatcaactacccgaac 

 P  M  P  V  L  F  M  I  G  F  A  L  A  L  M  I  N  Y  P  N  

ctcgccgagcagcgccgccgcctggtcaatcacgccggcaacgtgctgtcggtggtgtcg 

 L  A  E  Q  R  R  R  L  V  N  H  A  G  N  V  L  S  V  V  S  

ctgattttcgctgcgggcatcttcaccggcatcctgtccaacaccggcatggtcgaagcg 

 L  I  F  A  A  G  I  F  T  G  I  L  S  N  T  G  M  V  E  A  

atgtcgcgcagttttctggccgtcattcccgacagctggggcccgtatctggcggtgatc 

 M  S  R  S  F  L  A  V  I  P  D  S  W  G  P  Y  L  A  V  I  

acggcgatcgtcagcatgccgtttacgttcttcatgtccaacgacgcgttttatttcggc 

 T  A  I  V  S  M  P  F  T  F  F  M  S  N  D  A  F  Y  F  G  

gtgctgccgatcctgtccgaagcggccggccactatggcatcaccccggtggaaatggcc 

 V  L  P  I  L  S  E  A  A  G  H  Y  G  I  T  P  V  E  M  A  

cgcgcctcgcttgccggccagccggtgcacctgctcagccccctggtgccctcgacctat 

 R  A  S  L  A  G  Q  P  V  H  L  L  S  P  L  V  P  S  T  Y  

ctgctggtcggcctggccaaggtcgacttcgccgaccatcaacgcttcacgctcaagtgg 

 L  L  V  G  L  A  K  V  D  F  A  D  H  Q  R  F  T  L  K  W  

gcggtgctgatttcgctattgatgctgggcggcgggttgttgtttggtctgttccctttg 

 A  V  L  I  S  L  L  M  L  G  G  G  L  L  F  G  L  F  P  L  

gcgcgctag 

 A  R  -   

 



Anhang 

 

 IV 

8.1.4 Sequenz von XCV0768 

 

atgactactgccaggcccgcaaatcccgttgtctcgatcgccatcgtcggcgtgctgttt 

 M  T  T  A  R  P  A  N  P  V  V  S  I  A  I  V  G  V  L  F  

ttcatcatcggctttttcacctggatcaacgggccgctgatcaccttcgtgcggctggcg 

 F  I  I  G  F  F  T  W  I  N  G  P  L  I  T  F  V  R  L  A  

ttcgacctcaacgaggtcaatgcgttcctggtgctgatggtgttctacctgtcgtacttc 

 F  D  L  N  E  V  N  A  F  L  V  L  M  V  F  Y  L  S  Y  F  

ttcctggcgctgccctcgtcgtggattctcaagcgcaccggcatgaagaaaggcctggcg 

 F  L  A  L  P  S  S  W  I  L  K  R  T  G  M  K  K  G  L  A  

ctgagcctggtggtgatggccgtgggcgcagcaggcttcggccagttcgccacgcagcgc 

 L  S  L  V  V  M  A  V  G  A  A  G  F  G  Q  F  A  T  Q  R  

tggtatccgggcgcactcggcggcttgtttgtcatcggcagcggcctggccttgctgcag 

 W  Y  P  G  A  L  G  G  L  F  V  I  G  S  G  L  A  L  L  Q  

acggcgatcaacccgtacatcagcattctcgggccgatcgaaagtgccgcgcgccgcatt 

 T  A  I  N  P  Y  I  S  I  L  G  P  I  E  S  A  A  R  R  I  

gccttgatgggcatctgcaacaagatcgccggcatcctggcgccgatcctgatcggctcg 

 A  L  M  G  I  C  N  K  I  A  G  I  L  A  P  I  L  I  G  S  

ctggtgctgcacggtatcggcgacctgtccgctcaggtggccagcgccgatgcggcgacc 

 L  V  L  H  G  I  G  D  L  S  A  Q  V  A  S  A  D  A  A  T  

aaggaagccttgctcaccgccttcgccgccaagattcacgcgccatatctggtgatgtcc 

 K  E  A  L  L  T  A  F  A  A  K  I  H  A  P  Y  L  V  M  S  

ggcgtcctgctgctgctggccatcggcgtgctgttctcgccattgcccgagctcaagccc 

 G  V  L  L  L  L  A  I  G  V  L  F  S  P  L  P  E  L  K  P  

tccgaggccaacgccacgccgggcgcgaccggtggcgtgcagaaatccagcatcttccag 

 S  E  A  N  A  T  P  G  A  T  G  G  V  Q  K  S  S  I  F  Q  

ttcccgcacctgtggctgggcgtgctgtgcctgttcgtctatgtgggcgtggaagtgatg 

 F  P  H  L  W  L  G  V  L  C  L  F  V  Y  V  G  V  E  V  M  

gccggcgatgccatcggcacctacgggcacggcttcaatctcccgttggacagcaccaag 

 A  G  D  A  I  G  T  Y  G  H  G  F  N  L  P  L  D  S  T  K  

atcttcacctcctacacattgggcgcgatgttgctgggctacatcgccggcctggtactg 

 I  F  T  S  Y  T  L  G  A  M  L  L  G  Y  I  A  G  L  V  L  

attccgcgcgtgatctcgcaggcgcgttacctgagcgtgtcggcggtgctgggcgtgctg 

 I  P  R  V  I  S  Q  A  R  Y  L  S  V  S  A  V  L  G  V  L  

ttctcgctcggtgccttgttcacccacaactacgtgtcggtgggcttcgtcgccgcgctt 

 F  S  L  G  A  L  F  T  H  N  Y  V  S  V  G  F  V  A  A  L  

ggctttgccaacgccatgatgtggccggcgatctttccgctggccattcgcggactgggc 

 G  F  A  N  A  M  M  W  P  A  I  F  P  L  A  I  R  G  L  G  

cggttcaccgaaatcggctcggcactgctggtgatgggcatagccggcggcgcgatcatt 

 R  F  T  E  I  G  S  A  L  L  V  M  G  I  A  G  G  A  I  I  

ccgcagctgttcgccatcctcaagcagcattacgacttccaggtcgtgttcgctgcgctg 

 P  Q  L  F  A  I  L  K  Q  H  Y  D  F  Q  V  V  F  A  A  L  

atggtgccgtgctatctgtacattctgttctattcgctgcgcggtcatcgcgtgggcctg 

 M  V  P  C  Y  L  Y  I  L  F  Y  S  L  R  G  H  R  V  G  L  

ccggcccaggccaagtga 

 P  A  Q  A  K  -   

 

8.1.5 Sequenz von XCV1599 

 

atggtttccctttccacgcaatcctccgtgcccagcggcaacaaggcgcccgtcaacaac 

 M  V  S  L  S  T  Q  S  S  V  P  S  G  N  K  A  P  V  N  N  

ggcgtcgcgttgtcggtggtcaccacgatctttttcatgtggggctttctgacctgcctc 

 G  V  A  L  S  V  V  T  T  I  F  F  M  W  G  F  L  T  C  L  

aacgacatcctgatcccgcatctgaaggcggtgttcgagctcaacttcgcgcaggcgatg 

 N  D  I  L  I  P  H  L  K  A  V  F  E  L  N  F  A  Q  A  M  

ctggtgcagttcaccttcttcggtgcgtacttcctgatgtcgctgccggccggttggctg 

 L  V  Q  F  T  F  F  G  A  Y  F  L  M  S  L  P  A  G  W  L  

gtgaatcggttgggctacaagcagggcatcgtggccgggttggcggtggcggcggtcggc 



Anhang 

 

 V 

 V  N  R  L  G  Y  K  Q  G  I  V  A  G  L  A  V  A  A  V  G  

gcgctgggtttctggccggcggcggaactgcgcgtgtacagcgcatttctcggcgcattg 

 A  L  G  F  W  P  A  A  E  L  R  V  Y  S  A  F  L  G  A  L  

ttcgtgctggccaccggcatcaccatcctgcaggtggccgccaatccctacgtcgccttg 

 F  V  L  A  T  G  I  T  I  L  Q  V  A  A  N  P  Y  V  A  L  

ctggggcccgagcgcagcgcctccagtcgcctgaccctggcccaggcgttgaattcgctc 

 L  G  P  E  R  S  A  S  S  R  L  T  L  A  Q  A  L  N  S  L  

ggtaccgcgatcgcgccgctgttgggcggctggttgatcctctccaacacggtgatgagc 

 G  T  A  I  A  P  L  L  G  G  W  L  I  L  S  N  T  V  M  S  

ggcgaccagctgaaggccctgccggaagccgagcaactggcttatcgcgtgcaggaagcg 

 G  D  Q  L  K  A  L  P  E  A  E  Q  L  A  Y  R  V  Q  E  A  

caggccgtgcaaggcccgtacatcgggctgggtatcgtgctgttcttgctggcgattttc 

 Q  A  V  Q  G  P  Y  I  G  L  G  I  V  L  F  L  L  A  I  F  

gtgttcttgttccgcctgccggcactgaccgacgccagcgcacagaaagacgacagcaag 

 V  F  L  F  R  L  P  A  L  T  D  A  S  A  Q  K  D  D  S  K  

cattccttgctcgatgccttgcaacacccgcatgtgcgcttcggtgtgttggcgatcttc 

 H  S  L  L  D  A  L  Q  H  P  H  V  R  F  G  V  L  A  I  F  

ttctatgtaggcgcagaagtggccatcggcagcctgatggtcaattacttctcgctgccg 

 F  Y  V  G  A  E  V  A  I  G  S  L  M  V  N  Y  F  S  L  P  

cagatcggtgggttcaccgagcgtgaggcaaccaagtacgtgtcggcctactggacgctg 

 Q  I  G  G  F  T  E  R  E  A  T  K  Y  V  S  A  Y  W  T  L  

gcgatgatcggccgtttcatcggctcggcgctgctggccaagttgtcgccgcgcgtgttg 

 A  M  I  G  R  F  I  G  S  A  L  L  A  K  L  S  P  R  V  L  

ttgtcggtgttcgcggccatcaatgcggtgttgctgggcctgaccatggctagcggcggc 

 L  S  V  F  A  A  I  N  A  V  L  L  G  L  T  M  A  S  G  G  

atgttggcagtatatgcgctggtggcgatcggcctgttcaattcgatcatgttccccacc 

 M  L  A  V  Y  A  L  V  A  I  G  L  F  N  S  I  M  F  P  T  

atcttcaccctgggtatcgaacggctcggcccgctgaccgggcgcgcctcgagcctgctg 

 I  F  T  L  G  I  E  R  L  G  P  L  T  G  R  A  S  S  L  L  

atcatggccattgtcggcggtgcgatcgtgccgtatctgcaagggctgctggcagacagc 

 I  M  A  I  V  G  G  A  I  V  P  Y  L  Q  G  L  L  A  D  S  

atcggcctgcatgagtcgttcgtgctgccgttgctgtgctacctgtacatcgtgttctac 

 I  G  L  H  E  S  F  V  L  P  L  L  C  Y  L  Y  I  V  F  Y  

ggtatctggggctcgcggttgcgcggcgcactggcggaggcacgcgcatga 

 G  I  W  G  S  R  L  R  G  A  L  A  E  A  R  A  -   

 

8.1.6 Sequenz von XCV1809 

 

atgtccagtgtttccattgacggcgcccccgatgccggcgagaacacccgtttcatcatc 

 M  S  S  V  S  I  D  G  A  P  D  A  G  E  N  T  R  F  I  I  

ctgattagttgcgtggccacgatcggtggcttcctgttcggcttcgacagcggcgtgatc 

 L  I  S  C  V  A  T  I  G  G  F  L  F  G  F  D  S  G  V  I  

aatggcaccgtcgacggcctgaaacagaccttccaatccaccgccgccgagaccggcttc 

 N  G  T  V  D  G  L  K  Q  T  F  Q  S  T  A  A  E  T  G  F  

gaggtcgcctcgatgctgctgggctgcgccatcggcgccttctttgccggccgcctggcc 

 E  V  A  S  M  L  L  G  C  A  I  G  A  F  F  A  G  R  L  A  

gaccgctggggccgccgcgcggtcctgatcatttccgctgcgctgttcctgctctcggcc 

 D  R  W  G  R  R  A  V  L  I  I  S  A  A  L  F  L  L  S  A  

atcggcgccggtgcttcgcacagttccggcttcttcatcttcgcccgcgtgatgggcggc 

 I  G  A  G  A  S  H  S  S  G  F  F  I  F  A  R  V  M  G  G  

ttcgcggtgggggcggccagcgtcatttcgccggcctacatcgccgaggtcgcctccgcg 

 F  A  V  G  A  A  S  V  I  S  P  A  Y  I  A  E  V  A  S  A  

cgctatcgcggccggctggccacgatgcagcagatcgccatcatcagcgggctgttctgc 

 R  Y  R  G  R  L  A  T  M  Q  Q  I  A  I  I  S  G  L  F  C  

gcgtttctgagcaactacctgctggccaacgccgccggcgcttccaccgagccgctctgg 

 A  F  L  S  N  Y  L  L  A  N  A  A  G  A  S  T  E  P  L  W  

gccgggcaggccgcctggcgttggatgttctggatgcaggcggttccctccatcctgttc 

 A  G  Q  A  A  W  R  W  M  F  W  M  Q  A  V  P  S  I  L  F  

ctgttgctgctgctggttatcccggaaagcccgcgctacctggtggtcaaggggcgccgc 



Anhang 

 

 VI 

 L  L  L  L  L  V  I  P  E  S  P  R  Y  L  V  V  K  G  R  R  

gagcaggcgctggtggtgctcaagcgcctgtacggcaacgccgccgcgcagaccaagctg 

 E  Q  A  L  V  V  L  K  R  L  Y  G  N  A  A  A  Q  T  K  L  

ggcgagatttccgcctcgatggcggccgaccagcacaagcccaagttctccgacctgatc 

 G  E  I  S  A  S  M  A  A  D  Q  H  K  P  K  F  S  D  L  I  

aacaaggccaccggcaagatccgccccatcgtctggatcggcattggcctggcggtgttc 

 N  K  A  T  G  K  I  R  P  I  V  W  I  G  I  G  L  A  V  F  

cagcaactggtgggcatcaacgtggtgttctactacggcgcggtgttgtggcaggcagtg 

 Q  Q  L  V  G  I  N  V  V  F  Y  Y  G  A  V  L  W  Q  A  V  

ggcttttccgagcaggatgcgctgttgatcaacgtgctttccggcggcctcagcatcggc 

 G  F  S  E  Q  D  A  L  L  I  N  V  L  S  G  G  L  S  I  G  

gcctgcctggtcacggtgatgctcgtggacaagatcggccgcaagccgctgctatggatc 

 A  C  L  V  T  V  M  L  V  D  K  I  G  R  K  P  L  L  W  I  

ggctcggccggcatggccgtctcgctggccttggtgacctacgcgtttgccactgcctcg 

 G  S  A  G  M  A  V  S  L  A  L  V  T  Y  A  F  A  T  A  S  

ctggatcccaacggcaagcttgcgatgtccgatgccatgggcatgctcgccctggtggcc 

 L  D  P  N  G  K  L  A  M  S  D  A  M  G  M  L  A  L  V  A  

gccaacgtctacgtggtgttcttcaacgcctcgtggggcccggtgatgtgggtgatgctg 

 A  N  V  Y  V  V  F  F  N  A  S  W  G  P  V  M  W  V  M  L  

ggtgaaatgttccccaaccagatccgcggctcgggcctggccattgccggtgccgcgcag 

 G  E  M  F  P  N  Q  I  R  G  S  G  L  A  I  A  G  A  A  Q  

tggacgtccaacttcgccatcaccgtcagcttcccgatcctgctcggcagtatcggtctg 

 W  T  S  N  F  A  I  T  V  S  F  P  I  L  L  G  S  I  G  L  

gccggtgcctacggcatctacaccgtcgccgccttcatctcggtgttcttcgtgctcaag 

 A  G  A  Y  G  I  Y  T  V  A  A  F  I  S  V  F  F  V  L  K  

tacgtctacgagaccaagggcaaggagttggagcagatggagggctga 

 Y  V  Y  E  T  K  G  K  E  L  E  Q  M  E  G  -   

 

8.1.7 Sequenz von XCV1810 

 

atggcagtagcaagagagctggctgaagggcttctgctcagtctgggttattgcgttgtc 

 M  A  V  A  R  E  L  A  E  G  L  L  L  S  L  G  Y  C  V  V  

tacttgcttgtctggcatctgtctgttgatcaatggtatctaccggctggcctgagggct 

 Y  L  L  V  W  H  L  S  V  D  Q  W  Y  L  P  A  G  L  R  A  

gcgtcgcttttattcatgccataccgtcgttggccgtttctcttagtgggggatgccgcc 

 A  S  L  L  F  M  P  Y  R  R  W  P  F  L  L  V  G  D  A  A  

gcaatgctctggttgcgtgtcccgatgttggagacaagggattacgccccgatttgggca 

 A  M  L  W  L  R  V  P  M  L  E  T  R  D  Y  A  P  I  W  A  

tacctgagtcctttcctactcgcgcctgcggtcgccctcgctgtgtcgggaattcgccgt 

 Y  L  S  P  F  L  L  A  P  A  V  A  L  A  V  S  G  I  R  R  

catacaccagacgtcattacccgtaatcgcattcttcccatcatggcgattctcgctttg 

 H  T  P  D  V  I  T  R  N  R  I  L  P  I  M  A  I  L  A  L  

tggagtacgttgtgtggcatggcgttgaatgtcacgcttggtggcccgatagctagctct 

 W  S  T  L  C  G  M  A  L  N  V  T  L  G  G  P  I  A  S  S  

ccccttgagattctgttgaggacttggctgggttcatacctcggcattttgatgtttttg 

 P  L  E  I  L  L  R  T  W  L  G  S  Y  L  G  I  L  M  F  L  

ctgccgggtttgctttggtaccggcgtgctgaaagctatcttcgcgacgatttggtgcgt 

 L  P  G  L  L  W  Y  R  R  A  E  S  Y  L  R  D  D  L  V  R  

gacagtgcagttgccggatttgcgatggcagcattgttttgcaccgccaatgttgttcct 

 D  S  A  V  A  G  F  A  M  A  A  L  F  C  T  A  N  V  V  P  

gagccactcctacgacaggttttgatggcgtcgcttactgggccagcaatcgttctgacg 

 E  P  L  L  R  Q  V  L  M  A  S  L  T  G  P  A  I  V  L  T  

ctccgtcatggctggcggggagccgcggctggcgccttgctggcaaaccttattgcagcg 

 L  R  H  G  W  R  G  A  A  A  G  A  L  L  A  N  L  I  A  A  

ttgtctaggtcgaagtacggaatcgccgcatatgactccgaattgttcagtgtccagcta 

 L  S  R  S  K  Y  G  I  A  A  Y  D  S  E  L  F  S  V  Q  L  

ctgattgcagtgattgcgacgggactctttgtcctcggttcacggttggcctccgcatac 

 L  I  A  V  I  A  T  G  L  F  V  L  G  S  R  L  A  S  A  Y  

acgcaggcagggagccaggagcaggcacaactggccgcattgcagtttgctcaggcgggc 
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 T  Q  A  G  S  Q  E  Q  A  Q  L  A  A  L  Q  F  A  Q  A  G  

tatctggctgcagagcgcacccttcgcaatcgcgttgtggattattcggatataaatgtt 

 Y  L  A  A  E  R  T  L  R  N  R  V  V  D  Y  S  D  I  N  V  

catataaaccggttacgcaaggattgtgtcgctcaactgcgtgagcgtgggcatcacgca 

 H  I  N  R  L  R  K  D  C  V  A  Q  L  R  E  R  G  H  H  A  

gcagccatggaaatgaccagagcaggagtcatcgagtcgcgattgctgcatgagtatgtc 

 A  A  M  E  M  T  R  A  G  V  I  E  S  R  L  L  H  E  Y  V  

gggggattatatccgctagaaatcgaaacgcatggggtgtaccaggcgctgcgctcaccc 

 G  G  L  Y  P  L  E  I  E  T  H  G  V  Y  Q  A  L  R  S  P  

gtactggcacggttttataacactgagatccatcacgcgctgcgtggtaattgtggcgat 

 V  L  A  R  F  Y  N  T  E  I  H  H  A  L  R  G  N  C  G  D  

ctatcacttggcttgcagctggcagcgtataggtgcgctctcaacgcgttcgaaatgctt 

 L  S  L  G  L  Q  L  A  A  Y  R  C  A  L  N  A  F  E  M  L  

ccccaagctaagcggcaccttgtgcaagctcgcacatggaaaagtggtggttcacagggc 

 P  Q  A  K  R  H  L  V  Q  A  R  T  W  K  S  G  G  S  Q  G  

gttgttatcagaatcttcgctgacagttcattgctggatgtagtgcagcgcgacacaact 

 V  V  I  R  I  F  A  D  S  S  L  L  D  V  V  Q  R  D  T  T  

gaggcgggtgccgaattgcgggcgcgactgaaagcgcatggcggcatgtttcgccgccgc 

 E  A  G  A  E  L  R  A  R  L  K  A  H  G  G  M  F  R  R  R  

catacgcgagccctgagtctgctagtcgccgagcccgtctcgatcactttgtccgtgtga 

 H  T  R  A  L  S  L  L  V  A  E  P  V  S  I  T  L  S  V  -  
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8.2 Klonierungsstrategie zur Deletion von möglichen Zucker-

Transportern in Xcv 

 

Abb 38.: Schematische Darstellung zur Deletions möglicher Zucker-Transporter in Xcv.  
Zwei Teilfragmente mit entsprechenden Schnittstellen (5´ und 3´) wurden mit genspezifischen Primern 
amplifiziert und durch eine Overlap/Extension PCR fusioniert. Das entstandene Konstrukt (Δ0768, 
Δ1599, Δ1809 und Δ1810) wurde in pGEM-T Easy ligiert, sequenziert, in den Suizidvektor pOK 
kloniert. Schematisch dargestellt sind Deletionsmutanten Xcv Δ0768 (A, 543 bp), Xcv Δ1599 (B, 568 
bp), Xcv Δ1809 (C, 577 bp), und Xcv Δ1810 (D, 576 bp). Pfeile und Zahlen zeigen Richtung und 
Position der Primer an. Schraffierte Flächen, deletierter Bereich im Genlokus. bp, Basenpaare.  
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8.3 Gehalte löslicher Zucker im pflanzlichen Apoplasten nach 

Infektion mit Xcv sym, Xcv suh und Xcv 75-3 

 
Tabelle 11: Gehalte löslicher Zucker im Apoplasten von Tomaten nach Infektion mit Xcv 
Genotypen.  
Daten zeigen die gemessene oD bei 340 nm von 11-27 Proben (Xcv 75-3, n=27; Xcv Δsym, n=19; 
Xcv Δsuh, n=11) aus vier unabhängigen Experimenten.Tomatenblätter wurden mit einer 
Bakteriendichte von 5x10

4 
cfu ml 

-1
 infiziert, die apoplastische Flüssigkeit 8 dpi isoliert und die Gehalte 

löslicher Zucker photometrisch bestimmt. oD: optische Dichte, dpi: Tage nach Infektion, Glc: Glukose, 
Fru: Fruktose, Suc: Saccharose, Hex: Hexosen. 
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Xcv Genotyp Glc Fru Suc Hex  

Xcv 75-3 0,06 0,10 0,51 0,16 
 0,03 0,04 0,36 0,07 
 0,02 0,05 0,40 0,07 
 0,01 0,03 0,33 0,04 
 0,03 0,07 0,68 0,10 
 0,01 0,03 0,16 0,04 
 0,04 0,34 0,71 0,39 
 0,01 0,02 0,09 0,03 
 0,01 0,02 0,11 0,03 
 0,02 0,07 0,30 0,09 
 0,01 0,03 0,09 0,04 
 0,01 0,02 0,11 0,03 
 0,35 0,68 1,61 1,03 
 0,12 0,48 1,29 0,60 
 0,17 0,44 1,90 0,61 
 0,44 0,76 1,37 1,20 
 0,21 0,40 1,10 0,61 
 0,13 0,33 0,65 0,46 
 0,29 0,47 1,28 0,75 
 0,03 0,17 1,37 0,20 
 0,03 0,16 1,22 0,19 
 0,16 0,27 1,35 0,43 
 0,10 0,17 1,21 0,27 
 0,23 0,39 1,03 0,62 
 0,21 0,32 1,20 0,53 
 0,22 0,33 0,85 0,55 
 0,12 0,24 0,65 0,37 

MW 0,11 0,24 0,81 0,35 

Xcv sym 0,06 0,10 0,64 0,16 
 0,01 0,02 0,21 0,03 
 0,04 0,07 0,59 0,10 
 0,03 0,05 0,45 0,07 
 0,01 0,03 0,35 0,05 
 0,01 0,02 0,25 0,04 
 0,05 0,08 0,67 0,13 
 0,01 0,01 0,13 0,02 
 0,09 0,03 0,34 0,12 
 0,03 0,14 0,41 0,18 
 0,02 0,01 0,10 0,03 
 0,00 0,01 0,02 0,01 
 0,09 0,24 1,09 0,33 
 0,16 0,40 1,29 0,56 
 0,12 0,34 1,69 0,46 
 0,04 0,16 0,77 0,20 
 0,03 0,05 0,48 0,08 
 0,03 0,09 0,70 0,12 
 0,00 0,04 0,32 0,04 

MW 0,04 0,10 0,55 0,14 

Xcv suh 0,02 0,01 0,37 0,04 
 0,03 0,03 1,00 0,06 
 0,05 0,03 0,90 0,07 
 0,03 0,02 0,53 0,05 
 0,03 0,02 0,81 0,05 
 0,05 0,02 0,83 0,07 
 0,04 0,04 1,24 0,08 
 0,01 0,04 0,84 0,05 
 0,02 0,02 0,62 0,04 
 0,01 0,02 0,32 0,03 
 0,01 0,04 0,86 0,05 

MW 0,03 0,03 0,76 0,05 
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8.4 In Vitro Wachstumstests 

 

Abb.39: In vitro Wachstumsanalysen zur Aufnahme verschiedener Zucker durch Xcv-Stämme.  
Wachstum von Xcv 75-3, XcvΔ0768 und XcvΔ1809 in M9 Minimalmedium mit 0,5% Fruktose (A), 
0,5% Galaktose (B), 0,5% Xylose (C) und 0,5% Fukose (D). oD 600, optische Dichte bei 600 nm. 
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