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Barbara A. Weissenmayer
Abstract

Untersuchungen zur Bedeutung der sinorhizobiellen Phosphor-freien
Membranlipide bei der Wurzelknéllchensymbiose

Das Bakterium Sinorhizobium meliloti, welches symbiontisch mit Leguminosen
Stickstoff-fixierende Wurzelknollchen bilden kann, besitzt auBBer den typischen
Phosphor-haltigen Membranlipiden auch die Phosphor-freien Membran-bildenden
Lipide Sulfolipid, Ornithinlipid und Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin
(DGTS). Diese Phosphor-freien Membranlipide werden verstérkt (Sulfolipid und
Ornithinlipid) oder ausschlieBlich (DGTS) unter Phosphat-limitierenden Wachstums-
bedingungen anstelle der Phospholipide gebildet. Da iiber die Funktion dieser unge-
wohnlichen Phosphor-freien Membranlipide von S. meliloti bisher nichts bekannt war,
sollte geklart werden, ob diese Lipide eine Rolle bei der Ausbildung der Wurzelknol1-
chensymbiose spielen. Da die Bildung von DGTS nur erfolgt, wenn ein funktioneller
PhoB-Regulator im Bakterium vorhanden ist und da PhoB-defiziente Mutanten immer
noch Stickstoff-fixierende Knollchen bilden kénnen, scheint DGTS fiir die symbion-
tische Lebensweise von S. meliloti nicht von Bedeutung zu sein.

Die Isolierung der an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten Gene (sqdB, sqdC, sqdD)
aus S. meliloti zeigte, dass diese Gene bakteriellen Ursprungs sind und nicht durch hori-
zontalen Gentransfer von Wirtspflanzen erhalten wurden. Die Inaktivierung des fiir die
Sulfolipid-Biosynthese essentiellen sqdB-Gens fiihrte zu einer Sulfolipid-defizienten
Mutante, die Wachstumseigenschaften wie der Wildtyp besal und auf den Wirtspflan-
zen Alfalfa genauso gut Stickstoff-fixierende Knollchen bilden konnte wie der Wildtyp.

Komplementierung chemischer Ornithinlipid-defizienter Mutanten mit einer sinorhi-
zobiellen Genbank fiihrten zur Identifizierung der an der Ornithinlipid-Biosynthese
beteiligten Gene 0ISA und olsB. Eine sinorhizobielle OlsA-inaktivierte Mutante besalf}
Wachstumseigenschaften wie der Wildtyp und konnte auf den Wirtspflanzen Alfalfa
genauso gut Stickstoff-fixierende Knollchen bilden wie der Wildtyp.

Weitere Befunde lieBen zudem vermuten, dass OlsB fiir eine N-Acyltransferase
codiert, welche die Kondensation einer 3-Hydroxyfettsdure an Ornithin unter Bildung
von Lyso-Ornithinlipid katalysiert, wahrend OIsA fiir eine O-Acyltransferase codiert,
welche die Umwandlung von Lyso-Ornithinlipid in Ornithinlipid vermittelt.

Da keines der Phosphor-freien Membranlipide (Sulfolipid, Ornithinlipid oder DGTS)
von S. meliloti essentiell fiir die Ausbildung der Wurzelkndllchensymbiose ist, vermu-
ten wir, dass diese Lipide eine wichtige Funktion beim Uberleben unter Phosphatman-
gelbedingungen, wie sie in Boden hiufig herrschen, spielen.
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1. Einleitung
1.1 Die Phosphor-freien Membranlipide von Sinorhizobium meliloti

1.1.1 Auswirkungen von Phosphatstress auf die Membranlipid-
biosynthese

Das Wachstum von Organismen wird in natiirlichen Biotopen hédufig durch
die geringen Mengen an gebundenem Stickstoff und verfiigbaren Phospha-
ten limitiert. Um diese Stress-Situationen zu minimieren, sind hohere Pflan-
zen wihrend der Evolution spezielle Symbiosen eingegangen, die zur Bil-
dung von Stickstoft-fixierenden Wurzelkndllchen oder zur Assoziation mit
Phosphat-aufnehmenden Mycorrhizen fiihrten.

Auch Bakterien sind oft umweltbedingten Phosphatlimitierungen ausgesetzt
und haben im Laufe der Zeit spezielle Mechanismen entwickelt, um darauf
zu reagieren. Bei Escherichia coli zum Beispiel kontrolliert das Zwei-Kom-
ponenten-Regulator-System PhoR-PhoB das so genannte Pho-Regulon,
welches aus mehr als 30, vielleicht sogar bis zu 137 Genen besteht (van
Bogelen et al., 1996). Einige dieser Gene sind am Transport und der Assi-
milation von anorganischem Phosphat und Phosphat-haltigen Verbindungen
beteiligt. Ahnliche Systeme wurden fiir Bacillus subtilis (Hulett et al., 1994)
und Pseudomonas aeruginosa (Anba et al., 1990) beschrieben.

Das Bodenbakterium Sinorhizobium meliloti (frither: Rhizobium meliloti),
das mit Schmetterlingsbliitlern (Leguminosen) der Gattungen Melilotus,
Medicago oder Trigonella eine Stickstoff-fixierende Wurzelknollchen-
symbiose eingehen kann, hat zur Phosphoreinsparung einen zusétzlichen
Mechanismus entwickelt. Unter Phosphat-limitierenden Bedingungen kann
es seine Membran-bildenden Phospholipide durch Phosphor-freie Lipide
ersetzen (Geiger et al., 1999). Ahnliche Reaktionen wurden auch fiir
Bacillus subtilis (Minnikin et al., 1972), Pseudomonas diminuta (Minnikin
et al., 1974) und Rhodobacter sphaeroides (Benning et al., 1995)
beschrieben. Der Mechanismus, welcher die Bildung der Phosphor-freien
Membranlipide reguliert, war allerdings bis vor kurzem nicht bekannt.

1.1.2 Membranlipidzusammensetzung von Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium meliloti 1021 bildet unter Kulturbedingungen mit aus-

reichend verfligbarem Phosphat iiberwiegend die Phospholipide Phospha-
tidylethanolamin (PE), Monomethyl-Phosphatidylethanolamin (MMPE),
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Dimethyl-Phosphatidylethanolamin (DMPE), Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylglycerol (PG) und Cardiolipin (CL) (Geiger et al., 1999)
(Abbildung 1).
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Abb. 1: Membran-bildende Phospholipide von Sinorhizobium meliloti.
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Wenn der Phosphatgehalt im Kulturmedium allerdings wachstums-
limitierend wird, dann bildet S. meliloti 1021 vor allem die drei Phosphor-
freien Membranlipide Sulfolipid (Sulfoquinovosyl-Diacylglycerol, SL),
Ornithinlipid (OL) und Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin (DGTS)
(Abbildung 2).

Sulfolipid Ornithinlipid DGTS
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OH
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HO
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Abb. 2: Die Phosphor-freie Membranlipide Sulfolipid, Ornithinlipid und
Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin (DGTS) von
Sinorhizobium meliloti.

Betrédgt der Anteil der Phospholipide bei S. meliloti 1021 auf Vollmedium
oder Minimalmedium mit ausreichend verfligbarem Phosphat noch iiber
95 %, so sinkt dieser Anteil auf etwa 30 % ab, wenn niedrige Phosphat-
konzentrationen das Wachstum der Bakterien beeintrachtigen. Dagegen
verdoppelt sich unter Phosphat-limitierenden Bedingungen der Gehalt von
Sulfolipid und Ornithinlipid und es kommt zu einer de novo-Synthese von
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Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin (DGTS). DGTS stellt dann
sogar den grofiten Anteil aller Lipide mit iiber 50 % dar (Geiger et al.,
1999).

1.1.3 Das Phosphor-freie Membranlipid Diacylglycerol-N,N,N-
Trimethylhomoserin (DGTYS)

1.1.3.1 Vorkommen von DGTS

Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin (DGTS, sieche Abbildung 2) ist
ein Betainlipid, welches bei Algen, Moosen, Farnen, nicht-blithenden
Pflanzen sowie bei Protozoen und héheren Pilzen weit verbreitet ist (Sato,
1992; Dembitsky, 1996). Bei Prokaryonten konnte DGTS bisher nur bei
Rhodobacter sphaeroides (Benning et al., 1995) und Sinorhizobium meliloti
(Geiger et al. 1999) identifiziert werden. Bei diesen Bakterien wird, im
Gegensatz zu den Eukaryonten (Kiinzler & Eichenberger, 1997), DGTS nur
unter Phosphatmangelbedingungen gebildet.

Betainlipide haben als Kopfgruppe eine permethylierte Hydroxyaminosaure,
die iiber eine Etherbindung mit Diacylglycerol verbunden ist. Sie besitzen
daher eine positiv geladene Trimethylammoniumgruppe und eine negativ
geladene Carboxylgruppe und liegen bei neutralem pH-Wert zwitterionisch
vor. Die molekulare Struktur und die Ladungsverteilung der Betainlipide
zeigen Ahnlichkeiten zum Phospholipid Phosphatidylcholin (PC, siehe
Abbildung 1). Zahlreiche hohere Organismen, die DGTS synthetisieren
konnen, bilden nur wenig oder kein PC (Eichenberger, 1982). Es wurde
deshalb 6fters spekuliert, ob DGTS das PC in Membranen funktionell
ersetzen konne (Kiinzler & Eichenberger, 1997). Der Nachweis fiir diese
Hypothese steht jedoch noch aus.

1.1.3.2 Biosynthese von DGTS

Die Biosynthese von Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin wurde von
Hofmann & Eichenberger (1996) am Beispiel von Rhodobacter sphaeroides
untersucht. Durch Pulse- und Pulse-Chase-Experimente mit L-[1-C'-
Methionin und L-[Methyl-l-C14]-Methi0nin konnte neben DGTS ein
zweifach methyliertes Diacylglycerol-N,N-Dimethylhomoserin (DGDS), ein
einfach methyliertes Diacylglycerol-N-Methylhomoserin (DGMS) und ein
Diacylglycerol-Homoserin (DGHS) nachgewiesen werden. Auf Grund

dieser Befunde wurde von Hofmann & Eichenberger ein Biosyntheseweg
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fiir DGTS vorgeschlagen (Abbildung 3). Nach diesem Modell wird im
ersten Schritt der Homoserinrest des S-Adenosyl-Methionins auf ein freies
oder aktiviertes Diacylglycerol unter Bildung von DGHS {ibertragen. Dieser
Schritt sollte von einer DGHS-Synthase katalysiert werden. In drei weiteren
Schritten wird dann DGHS an seiner freien Aminogruppe, wahrscheinlich
durch eine einzige DGHS-N-Methyltransferase, methyliert. Vor kurzem ge-
lang es Klug und Benning zwei an der DGTS-Biosynthese beteiligte Gene
aus R. sphaeroides zu isolieren (personliche Mitteilung).

SAM

coo”

NH;

A

s+
O\
Adenosin CHy

l DAG

DGHS DGMS DGDS DGTS

+ | + [+ I
NH3 HoN Hac—NH Hsc—N+
SAM SAM SAM ng
e P —_—
[0) [e] (o)

Abb. 3: Biosynthese von Diacylglycerol-N,N,N-Trimethylhomoserin
(DGTS) nach Hofmann & Eichenberger, 1996. DAG, Diacyl-
glycerol; DGDS, Diacylglycerol-N,N-Dimethylhomoserin;
DGHS, Diacylglycerolhomoserin; DGMS, Diacylglycerol-N-
Methylhomoserin; SAM, S-Adenosyl-Methionin.
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1.1.4 Das Phosphor-freie Membranlipid Sulfolipid

1.1.4.1 Vorkommen von Sulfolipid

Bereits Ende der 50'er Jahre wurde das Vorkommen von Sulfolipid Sulfo-
quinovosyl-Diacylglycerol (SL, Abbildung 2) bei Pflanzen beschrieben
(Benson et al., 1959; Benson, 1963). Das charakteristische Merkmal dieses
Lipids ist eine Sulfonatgruppe am Cg¢-Atom der 6-Desoxy-Glucose (Quino-
vose), die bei physiologischen pH-Werten negativ geladen ist.

Sulfolipid wurde bislang in allen Organismen mit oxygener Photosynthese
gefunden, dagegen scheinen anoxygen photosynthetische Organismen zu
existieren, denen dieses Lipid fehlt (Imhoff & Bias-Imhoff, 1995). Aber
auch in photosynthetisch-inaktiven Stimmen von Knoéllchenbakterien, unter
anderem in Sinorhizobium meliloti, wurde Sulfolipid nachgewiesen
(Cedergren & Hollingsworth, 1994).

1.1.4.2 Biosynthese von Sulfolipid

Die Biosynthese von Sulfolipid (Abbildung 4) ist noch nicht vollstindig
aufgeklart. Wie die Bildung des ersten isolierbaren Intermediats UDP-
Sulfoquinovose (Rossak et al., 1995) detailliert erfolgt, ist bisher unbekannt.
Die abgeleitete Aminosduresequenz des an der Sulfolipid-Biosynthese
beteiligten sqdB-Gens von Rhodobacter sphaeroides zeigt jedoch hohe
Sequenzédhnlichkeiten zu Zucker-Nukleotid-modifizierenden Enzymen wie
der UDP-Glucose-Epimerase oder der dTDP-Glucose-Dehydratase
(Benning & Somerville, 1992b). Ein Zwischenprodukt der Zucker-
Nukleotid-Dehydratase ist ein 4-keto-5,6-Glucoseen-Derivat (Gabriel,
1987). Fiir die Sulfolipid-Biosynthese wurde eine analoge Reaktion vorge-
schlagen, wobei UDP-4-keto-5,6-Glucoseen als Substrat fiir die Ausbildung
einer Bindung zwischen dem Schwefel- und dem Cg-Kohlenstoffatom durch
Addition einer entsprechend reduzierten Schwefelgruppe dienen konnte
(Benning, 1998).

Einige Sicherheit gibt es iiber die letzte Reaktion der Sulfolipid-Biosyn-
these, der Kondensation des Intermediats UDP-Sulfoquinovose mit Diacyl-
glycerol. Bei R. sphaeroides wird die UDP-Sulfoquinovose wahrscheinlich
von einem Sulfoquinovosyl-Nukleotid durch eine Glykosyltransferase auf
Diacylglycerol iibertragen (Rossak et al., 1995).
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UDP-Glucose UDP-Sulfoquinovose Sulfolipid
A_oH A _oH
CH,OH S\\ S\\
0 0
HO Q — RSO0s, 5 o __DAG o R
HO HO HO
OH/O OH/O OHY,
UDP UDP /N
4 0
o o}

Abb. 4: Biosynthese von Sulfolipid nach Benning, 1998.
DAG, Diacylglycerol; R-SOs, hypothetischer Schwefeldonor.

1.1.5 Das Phosphor-freie Membranlipid Ornithinlipid

1.1.5.1 Vorkommen von Ornithinlipid

Ornithinlipid (OL, Abbildung 2) ist bei Gram-negativen Bakterien, wie
Bordetella, Brucella, Burkholderia, Flavobacterium, Pseudomonas,
Rhodobacter und Thiobacillus weit verbreitet (Ratledge & Wilkinson,

1988; Asselineau, 1991). Es wurde jedoch auch fiir einige Gram-positive
Bakterien, wie Mycobacterium und Streptomyces beschrieben (Lanéelle
etal., 1990).

Ornithinlipide besitzen eine positiv geladene Aminogruppe und eine negativ
geladene Carboxylgruppe und liegen bei neutralem pH-Wert zwitterionisch
vor. Die molekulare Struktur von Ornithinlipid besitzt Ahnlichkeiten zu
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dem Phospholipid Phosphatidylethanolamin (PE, Abbildung 1). Deshalb
wurde in der Literatur 6fters diskutiert, ob Ornithinlipid unter Phosphat-
mangelbedingungen ein Ersatzlipid fiir PE sein konne (Minnikin &
Abdolrahimzadeh, 1974; Batrakov & Nikitin, 1996; Yagi et al., 1997).
Dies konnte bisher aber noch nicht schliissig gezeigt werden.

Viele Autoren sprechen im Zusammenhang von Ornithinlipid auch von
Lipiden, die von der Aminosédure Ornithin abgeleitet sind oder Ornithin
enthalten. Zur Vereinfachung werden diese Lipide alle unter dem Begriff
Ornithinlipid zusammengefasst.

1.1.5.2 Wirkung von Ornithinlipid auf Saugetierzellen

Ornithinlipid wurde bei etlichen pathogenen Bakterien wie Bordetella,
Brucella, Burkholderia, Flavobacterium, Mycobacterium und Pseudo-
monas nachgewiesen. In Flavobacterium indologenes und Flavobacterium
meningosepticum représentiert Ornithinlipid mit cirka 60 % sogar die grofite
Lipidfraktion (Kawai et al., 1988a). Es wurde deshalb spekuliert, ob es fiir
die Pathogenitét dieser Bakterien nicht sogar essentiell sei.

Einen ersten Hinweis auf eine mdgliche Rolle von Ornithinlipid bei patho-
genen Bakterien ergab sich Anfang der 80’er Jahre. Aus Bordetella per-
tussis isoliertes Ornithinlipid stimuliert die Verklumpung (Hemaggluti-
nation) von Erythrozyten (Kawai et al., 1982b).

Wie Lipid A besitzt Ornithinlipid eine N-(Acyloxyacyl)-Konfiguration und
weist deshalb gewisse strukturelle Ahnlichkeiten zum Endotoxin Lipid A
auf (Abbildung 5). Zudem scheint Ornithinlipid wie Lipid A vor allem in
der dulleren Membran vorhanden zu sein (Dees & Shively, 1982). Dariiber
hinaus bewirken beide Molekiiltypen bei Makrophagen eine starke Bildung
von Interleukin-1 und Prostaglandin E2 (Kato & Goto, 1997; Kawai et al.,
1999). Aber es gibt auch Unterschiede zwischen den beiden Substanzen.
Lipid A ist, im Gegensatz zum Ornithinlipid, fiir Sdugetiere sehr toxisch
(Raetz, 1996). Ornithinlipid, welches Médusen vor einer Lipid A-Injektion
gegeben wurde, konnte sogar die todlichen Effekte von Lipid A verhindern.
Es wurde deshalb spekuliert, dass Ornithinlipid vielleicht in Zukunft als
antagonistischer Blocker bei Lipid A-ausgeldsten Erkrankungen eingesetzt
werden konnte (Kawai et al., 1991).
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Abb. 5: Lipid A von Escherichia coli nach Onishi et al., 1996.

Da Ornithinlipid im Organismus von Testtieren keine toxischen, jedoch
Immunsystem-stimulierende Effekte zeigt, besitzt es auch die Charakteri-
stiken eines guten Adjuvans. Adjuvantien sind unspezifische Stimulatoren
des Immunsystems, die Immunreaktionen gegen 16sliche Antigene verstér-
ken und normalerweise fiir Impfungen mit 16slichen Antigenen bendtigt
werden. Gegenwirtig wird untersucht, ob sich Ornithinlipid diesbeziiglich
fiir die medizinische Praxis eignen konnte (Kato & Goto, 1997; Kawai
etal., 1999).

1.1.5.3 Biosynthese von Ornithinlipid

Uber die Biosynthese von Ornithinlipid war bisher nichts bekannt. Dies gilt
auch fiir die Gene oder Enzyme, die an dieser Biosynthese beteiligt sind.
Die Struktur von Ornithinlipid wurde schon friih als ein a-N-(Acyloxyacyl)-
Ornithin identifiziert (Knoche & Shively, 1972). In dieser Struktur befindet
sich an der a-Aminogruppe von Ornithin ein 3-Hydroxyfettsdurerest ami-
disch gebunden. Uber die 3-Hydroxygruppe des Fettsiurerestes ist eine
zweite Fettsdure verestert (Abbildung 6). Fiir die Biosynthese solch einer
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Verbindung sind minimal zwei verschiedene enzymatische Aktivitéten not-
wendig. Falls Ornithinlipid dhnlich wie Lipid A gebildet werden sollte, wire
ein Enzym, wahrscheinlich eine N-Acyltransferase, demnach erforderlich
fiir die Bildung einer Amidbindung zwischen der a-Aminogruppe des
Ornithins und der Carboxylgruppe der 3-Hydroxyfettsdure. Ein zweites
Enzym, wahrscheinlich eine O-Acyltransferase, wiirde dann die Ausbildung
eines Esters zwischen der Hydroxylgruppe der 3-Hydroxyfettsdure und der
Carboxylgruppe der zweiten Fettsdure katalysieren.

Ornithin Lyso-Ornithinlipid Ornithinlipid
N-Acyl- O-Acyl-
transferase transferase
HOOC HOOC HOOC
3- HydrOXy ACP Acyl -ACP
Acyl-ACP OH o

Abb. 6: Mogliche Biosynthese von Ornithinlipid analog zur Lipid A-
Bildung. ACP, Acyl-Carrier-Protein.

1.2 Regulation der Phosphor-freien Membranlipide

Die phoCDET-Gene von Sinorhizobium meliloti codieren fiir ein hoch-
affines Phosphat-Aufnahmesystem. phoCDET-defiziente Mutanten bilden
nur "leere" Wurzelknéllchen aus und konnen keinen Stickstoff mehr
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fixieren (Bardin et al., 1996; Voegele et al., 1997). In derartigen Mutanten
scheinen niedrige Phosphatkonzentration im Cytoplasma zu einer Aktivie-
rung des Regulators PhoB zu fiihren. Im Vergleich zum Wildtyp, der
ungefahr 95 % Phospholipide auf Medien mit ausreichend verfiigbarem
Phosphat synthetisiert, sinkt der relative Anteil von Phospholipiden bei
phoCDET-Mutanten auf fast 16 % ab (Geiger et al., 1999). Dagegen steigt
der Anteil von Sulfolipid um das Fiinffache, der von Ornithinlipid sogar auf
das Achtfache an. DGTS, das unter Phosphat-reichen Bedingungen nicht
gebildet wird, repriasentiert unter Phosphat-limitierenden Bedingungen mit
iber 50 % den Hauptanteil der Membranlipide.

Im Gegensatz dazu konnen phoB-defiziente Mutanten von S. meliloti weder
auf Hoch-, noch auf Niedrigphosphat-Medien DGTS bilden. Vermutlich
stellt das aktivierte, phosphorylierte PhoB einen positiven Regulator fiir die
Transkription der DGTS-Biosynthese-Gene dar. Auch die Gene der
Ornithinlipid-Biosynthese konnten von PhoB reguliert werden, da der
Gehalt an Ornithinlipid bei phoB-Mutanten ebenfalls deutlich absinkt.

Nur die Bildung von Sulfolipid ist von PhoB kaum beeinflusst und

besitzt anscheinend einen anderen Regulator (Geiger et al., 1999).

1.3 Mdgliche Bedeutung der Phosphor-freien Membranlipide

1.3.1 Ersatzfunktion der Phosphor-freien Membranlipide bei
Phosphatmangel

Im Boden finden sich oft nur sehr geringe Konzentrationen (0,1-10 uM) von
anorganischem Phosphat (Bieleski, 1973). Fiir das Uberleben des im Boden
lebenden Bakteriums Sinorhizobium meliloti ist es deshalb moglicherweise
von Vorteil, einen Teil seiner Phospholipide durch Phosphor-freie Mem-
branlipide ersetzen zu konnen. Untersuchungen zur Funktion der Phosphor-
freien Membranlipide bei S. meliloti geben Anlass zu dieser Vermutung
(Geiger et al., 1999). Wenn unter Phosphatmangelbedingungen die
Phospholipidbildung stark eingeschrénkt ist, konnte es sein, dass die
Phosphor-freien Membranlipide die Funktionen dieser Lipide ibernehmen.
Dies wird besonders deutlich bei dem Phosphor-freien Membranlipid
DGTS. In Medien mit ausreichend verfiigbarem Phosphat wird so gut wie
kein DGTS gebildet, aber unter Phosphatmangelbedingungen wird es zum
wichtigsten Membranlipid. Aber auch die Anteile von Ornithinlipid und
Sulfolipid werden deutlich erhoht, wenn S. meliloti in Phosphatstress gerit
(Geiger et al., 1999).
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1.3.2 Die Rolle der Phosphor-freien Membranlipide bei der
Wurzelkndéllchensymbiose

Wie eingangs erwéhnt, kann Sinorhizobium meliloti mit Leguminosen der
Gattungen Medicago (Alfalfa), Melilotus und Trigonella stickstoff-
fixierende Wurzelkndllchensymbiosen eingehen. Die frithen Stadien der
Wurzelknéllchenbildung (Nodulation) sind gut untersucht. Die Pflanzen-
wurzeln scheiden unter anderem Flavonoide aus, welche die Expression von
rhizobiellen Nodulationsgenen (nod-Gene) induzieren. Die Produkte der
nod-Gene sind an der Bildung und der Freisetzung so genannter Nod-
Faktoren (Lipochitin-Oligosacchariden) beteiligt, welche die Knollchen-
bildung bei den Pflanzen einleiten und dadurch die Invasion der Bakterien
in die Wurzel ermoglichen (Dénarié et al., 1996).

Die Freisetzung von Nod-Faktoren ist allerdings bei Rhizobien, die auf
Medien mit niedrigen Phosphatkonzentrationen (5 uM) gewachsen sind,
deutlich eingeschrinkt (McKay & Djordjevic, 1993). Es wire demnach
moglich, dass fiir eine effiziente Symbiose auch die Membranlipidzusam-
mensetzung eine Rolle spielen konnte. Inwiefern die Phosphor-freien
Membranlipide daran mittelbar oder unmittelbar beteiligt sind, war jedoch
noch nicht geklart. DGTS scheint allerdings nicht fiir die Symbiose bendtigt
zu werden, da phoB-Mutanten, die kein DGTS mehr bilden kénnen, voll-
standig intakte Kndllchen ausbilden (Geiger et al., 1999).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit
1.4.1 Untersuchungen zum Sulfolipid

Da Sulfolipid bei dem photosynthetisch-inaktiven Bakterium Sinorhizobium
meliloti gefunden wurde, stellte sich die Frage, ob Sulfolipid nicht eine spe-
zifische Rolle bei der Wurzelkndllchensymbiose spielt.

Aus anderen Untersuchungen war bekannt, dass zum Beispiel Agrobacte-
rium tumefaciens einen Teil seiner Gene in das Chromosom der Zellen
seiner Wirtspflanzen einbauen kann. Auch ein Gentransfer von der Pflanze
in das Bakteriengenom wire bei derart engen Symbiosen, wie sie zwischen
Leguminosen und Rhizobien herrschen, vorstellbar gewesen und moglicher-
weise hitten die an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten Gene von der
Pflanze durch horizontalen Transfer auf den Symbionten iibertragen worden
sein konnen.
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Zur Beantwortung dieser Frage sollten die an der Sulfolipid-Biosynthese
beteiligten sqd-Gene, die ich wiahrend meiner Diplomarbeit aus S. meliloti
1021 isoliert hatte, ndher charakterisiert werden. Ein Sequenzvergleich der
schon bekannten sqd-Gene von Rhodobacter sphaeroides, Synechococcus,
Synechocystis und Arabidopsis thaliana mit den sqd-Genen aus S. meliloti
sollte Hinweise iiber die Herkunft der Gene liefern und Ahnlichkeiten und
mogliche Verwandtschaften aufdecken. Fiir Funktionsanalysen sollten durch
gezielte Geninaktivierung Sulfolipid-Nullmutanten erzeugt werden. Mit
Hilfe dieser Sulfolipid-defizienten Mutanten sollten mdgliche Anderungen
des Wachstumsverhaltens und der Membranlipidzusammensetzung auf
Medien mit ausreichenden oder wachstumslimitierenden Konzentrationen
an Phosphat gemessen werden. Des Weiteren sollten Wurzelknollchentests
im Vergleich zum Wildtyp Auskunft dariiber geben, ob Sulfolipid bei

S. meliloti eine Rolle bei der Symbiose mit der Pflanze spielt.

1.4.2 Untersuchungen zum Ornithinlipid

Bei den Untersuchungen zum Ornithinlipid sollte zundchst geklért werden,
welche Gene an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligt sind, da diese bisher
noch von keinem Organismus bekannt waren. Auf Grund der abgeleiteten
Aminosdurensequenzen der gefundenen Gene sollte eine Zuordnung der
Genprodukte zu bekannten Enzymgruppen erfolgen. Die Frage nach der
spezifischen Funktion von Ornithinlipid bei Sinorhizobium meliloti sollte
durch Untersuchungen des Wachstumsverhaltens und der Symbiosefahig-
keit von Ornithinlipid-defizienten Mutanten beantwortet werden. Dariiber
hinaus sollte eine Anreicherung von Stoffwechsel-Intermediaten bei Orni-
thinlipid-defizienten Mutanten Hinweise auf eine mdgliche Ornithinlipid-
Biosynthese liefern.

Fiir die Bearbeitung dieser Aufgaben sollten zunéchst die Gene, die an der
Ornithinlipid-Biosynthese beteiligt sind, aus S. meliloti isoliert werden.
Hierfiir sollte S. meliloti mutagenisiert und auf Ornithinlipid-Mutanten hin
untersucht werden. Die erhaltenen chemischen Mutanten sollten mit Hilfe
einer genomischen Cosmidbank genetisch komplementiert werden. Nach
Identifikation von Komplementationsgruppen sollten komplementierende
Cosmide in mdglichst kleine Fragmente subkloniert werden. Die Sequen-
zierung und Sequenzanalyse der kleinsten komplementierenden Klone
sollten die Offenen Leserahmen (ORFs) liefern, welche fiir die Ornithin-
lipid-Biosynthese notwendig sind.
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Gezielte Geninaktivierungen der an der Ornithinlipid-Biosynthese betei-
ligten Gene sollten zu Ornithinlipid-Nullmutanten fiihren, die mit den
intakten Genabschnitten wieder komplementierbar sind. AnschlieBend
sollten die Ornithinlipid-defizienten Mutanten beziiglich ihres Wachstums-
verhaltens und ihrer Membranlipidzusammensetzung unter Hoch- und
Niedrigphosphat-Bedingungen, sowie beziiglich ihrer Fahigkeit zur
Wurzelknollchenbildung phénotypisch charakterisiert werden. Durch
Aminosdurensequenzanalysen der an der Ornithinlipid-Biosynthese
beteiligten Genprodukte mit schon bekannten Enzymklassen und durch
die Anreicherung einer mdglichen Ornithinlipid-Vorstufe sollte der bisher
hypothetische Weg der Ornithinlipid-Biosynthese konkretisiert werden.



2. Material und Methoden
2.1 Bakterienstamme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Wenn im Folgenden von Sinorhizobium meliloti die
Rede ist, so handelt es sich dabei immer, falls nicht anders erwéihnt, um
den Wildtyp-Stamm S. meliloti 1021.

Die Stamme BW103, BW873 und BW90S sind, mit dem Mutagen 1-Me-
thyl-3-Nitro-1-Nitrosoguanidin (MNNG) erzeugte, chemische Mutanten
von S. meliloti G439, die kein Ornithinlipid mehr bilden kénnen.

AAKI1 und ORLDI sind Insertionsmutanten, bei denen die Gene, die fiir
die Ornithinlipid-Biosynthese bendtigt werden, durch Resistenz-Kassetten
unterbrochen sind. SLD11 ist eine Insertionsmutante, die eine Neomycin-
Phosphotransferase-Resistenz-Kassette im sqdB-Gen enthélt. Ein intaktes
sqdB-Gen ist normalerweise essentiell fiir die Sulfolipid-Biosynthese. Eine
Doppel-Insertionsmutante, die weder Sulfolipid noch Ornithinlipid bilden
kann, wurde als OSD1 bezeichnet.

Tab. 1: Bakterienstimme

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

Escherichia coli

DH5a recAl, ¢80 lacZAM15 Hanahan, 1983
BL21(DE3) F’, ompT, lacUV5 Studier et al., 1990
J53 R751-pGM2 Jacoby et al., 1976

Sinorhizobium
meliloti 1021 SU47 str-21, Wildtyp Meade et al., 1982

Sm 1021-Derivate
G439 ndvF-Locus wurde
ersetzt durch ein Neomycin-
Resistenz vermittelndes HindIII-
Fragment des Tranposons Tn5 Charles et al., 1991
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Tab. 1: Bakterienstamme, Teil 2

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

BW103 G439-Derivat, Ornithinlipid-

defiziente chemische Mutante Diese Arbeit
BWS873 G439-Derivat, Ornithinlipid-

defiziente chemische Mutante Diese Arbeit
BW908 G439-Derivat, Ornithinlipid-

defiziente chemische Mutante Diese Arbeit
AAK1 olsB::kan Diese Arbeit
ATKO1 orfl67::sp Diese Arbeit
ORLDI1 olsA::kan Diese Arbeit
OSD1 olsA::sp, sqdB::kan Diese Arbeit
SLDI11 sqdB::kan Diese Arbeit
TCK1 orf759::kan Diese Arbeit

2.2 Plasmide und Cosmide

Die wihrend der Doktorarbeit hergestellten und verwendeten Plasmide und
Cosmide sind in den Tabellen 2 und 3 aufgelistet.

Tab. 2: Plasmide, die zur Klonierung verwendet wurden

Kanamycin-resistent

Studier et al., 1990

Plasmid Relevante Eigenschaften Referenz

pLAFR3 Cosmidvektor,

Tetracyclin-resistent Staskawicz et al.,1987
pRK2013 Helfer-Plasmid,

Kanamycin-resistent Figurski et al., 1979
pUC19 Klonierungsvektor,

Carbenicillin-resistent Yanisch-Perron, 1985
pBK-CMV Klonierungsvektor,

Kanamycin-resistent Stratagene, La Jolla, CA
pBSIIKS+ Klonierungsvektor,

Carbenicillin-resistent Stratagene, La Jolla, CA
pET9a Expressionsvektor,
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Tab. 2: Plasmide, die zur Klonierung verwendet wurden, Teil 2

Plasmid Relevante Eigenschaften Referenz

pMP92 IncP, Klonierungsvektor,

Tetracyclin-resistent Spaink et al., 1987
pMP3510 IncP, Expressionsvektor,

der den Promotor von

nodABC enthiilt,

Tetracyclin-resistent Spaink et al., 1995
pRK404 Broad-host-range-Vektor,

Tetracyclin-resistent Ditta et al., 1985
pHY 109 Spectinomycin-Resistenz-

vermitteldendes Q

Interposon Osteras et al., 1998
pTB2154 Spectinomycin-Kassette

von pHY 109 in pUCI18 K. de Rudder
pTB3131 neo-Kassette von Tn5

in pUCI19 M. Schobert

Tab. 3: Angefertigte Plasmide und identifizierte Cosmide

Vektor Relevante Eigenschaften

cosSL1 pLAFR3 mit einem 24 kb groBen sinorhizobiellen
Fragment, enthilt die sqdB-, sqdD- und sqdC-Gene

cosOL553 pLAFR3 mit einem 25,5 kb sinorhizobiellen Fragment,
enthélt die 0lSA- und olsB-Gene

pBWI pBSIISK+ mit einem 700 bp groen PCR-Produkt eines
Teiles von sqdB, amplifiziert mit Pfu-Polymerase, blunt-
end kloniert

pBW9 pBK-CMV mit einem 3,5 kb grof8en Fragment, welches

die sinorhizobiellen sqdB- und sqdD-Gene vollstandig
sowie sqdC teilweise enthélt
pBW20 pUC19 mit einem 3,3 kb Agel/Xbal-Fragment von pPBW9
pBW22 pBW20 mit einer Neomycin-Phosphotransferase-
Resistenz-Kassette aus pTB3131, eingefiigt in die Ncol-
Schnittstelle von sqdB
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Tab. 3: Angefertigte Plasmide und identifizierte Cosmide, Teil 2

Vektor Relevante Eigenschaften

pBW24 pMP3510 mit dem 4,2 kb Kpnl/Xbal-Fragment von
pBW22

pBW25 pUC19 mit einem 5,5 kb BamHI-Fragment von cosOL553

pBW26 pUC19 mit einem 4,2 kb BamHI-Fragment von cosOL553

pBW27 pUC19 mit einem 2,1 kb BamHI-Fragment von cosOL553

pBW28 pUC19 mit einem 1,9 kb BamHI-Fragment von cosOL553

pBW29 pLAFR3 mit einem 10 kb BamHI-Fragment von
cosOL553

pBW30 pUC19 mit einem 6,0 kb Pstl-Fragment von cosOL553

pBW31 pRK404 mit einem 6,0 kb Pstl-Fragment von cosOL553

pBW33 pBSIIKS+ mit einem 2,6 kb Pstl/Xhol-Fragment von
pBW32

pBW35 pMP92 mit dem 2,6 kb Pstl/Xhol-Fragment von pBW33

pBW41 pUC19 mit einem 10 kb Pstl-Fragment von cosSL1

pBW43 pET9a mit dem 876 bp grolen PCR-Produkt der
moglichen Acyltransferase 0lSA, amplifiziert mit Pfu-
Polymerase, kloniert mit Ndel/BglII

pBWS51 pBW43, mit Xbal in pMP3510 kloniert

pBW63 pUC19 mit einem 3,2 kb groBen PCR-Produkt von
cosOL553, enthélt olsA und orfl67, amplifiziert mit Pfu-
Polymerase, kloniert mit Kpnl/Xbal

pBW65 pUC19 mit einem 4,1 kb Pstl-Fragment von cosOL553

pBW66 pRK404 mit einem 4,1 kb Pstl-Fragment von cosOL553

pBW70 pBW63 mit einer Neomycin-Phosphotransferase-
Resistenz-Kassette aus pTB3131, eingefligt in die Agel-
Schnittstelle von 0ISA

pBW71 pBW63 mit einer Spectinomycin-Resistenz-Kassette aus
pTB2154, eingefiigt in die Agel-Schnittstelle von 0lSA

pBW75 pMP3510 mit einem 4,2 kb Kpnl/Xbal-Fragment von
pBW70

pBW76 pMP3510 mit einem 5,3 kb Kpnl/Xbal-Fragment von
pBW71

pBW77 pMP3510 mit einem 5,3 kb Kpnl/Xbal-Fragment von

pBW78
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Tab. 3: Angefertigte Plasmide und identifizierte Cosmide, Teil 3

Vektor Relevante Eigenschaften

pBW78 pBW63 mit einer Spectinomycin-Resistenz-Kassette,
eingefligt in die Eco471II-Schnittstelle von orf167

pBWSI1 pUC19 mit einem 1,1 kb gro3en PCR-Produkt der olsA-

Region, mit Pfu-Polymerase amplifiziert von der OL-
defizienten Mutante BW 103, blunt-end kloniert

pBWS§2 pUC19 mit einem 1,1 kb gro3en PCR-Produkt der olsA-
Region, mit Pfu-Polymerase amplifiziert von der OL-
defizienten Mutante BW908, blunt-end kloniert

pBWS83 pBW65 mit einer Neomycin-Phosphotransferase-
Resistenz-Kassette aus pTB3131, eingefiigt in die Cpol-
Schnittstelle von olsB

pBWS85 pBW66 mit einer Neomycin-Phosphotransferase-
Resistenz-Kassette aus pTB3131, eingefiigt in die Kpnl-
Schnittstelle von orf759

pBW87 pRK404 mit einem 5,1 kb BamHI/HindIII-Fragment von
pBW8&3

2.3 Kulturmedien und Zellztichtung
2.3.1 Medien und Anzucht

Alle Medien wurden direkt nach dem Ansetzen 20 Minuten bei 120°C
autoklaviert. Fiir feste Medien wurde vor dem Autoklavieren 1,8 % Agar
hinzugefiigt.

E. coli wurde auf LB-Medium (Miller, 1972) bei 37°C angezogen.

S. meliloti wurde bei 29°C kultiviert. Als Vollmedium wurde TY-Medium
(Beringer, 1974) verwendet, dem bei der Ziichtung von S. meliloti G439

1 mM 2-Aminoethylphosphonat (AEP) zugegeben wurde. Wachstumseigen-
schaften wurden in Minimalmedium (Sherwood, 1970) mit Succinat,

(8,3 mM) an Stelle von Mannitol, als Kohlenstoffquelle bestimmt.
Flissigkulturen von E. coli oder S. meliloti wurden jeweils bei 150 rpm
geschiittelt.

Um die Féahigkeit von S. meliloti zu iiberpriifen, auf Alfalfa-Keimlingen
Stickstoff-fixierendeWurzelknollchen bilden zu kénnen (Wurzelkndllchen-
tests), wurden zwei verschiedene Medien gewahlt. Tests auf Festmedium
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wurden mit Jensen-Agar (van Brussel et al. 1986) durchgefiihrt, wihrend
fiir Versuche in Fliissigkultur ein Medium nach Rigaud & Puppo (1975)
verwendet wurde.

LB-Medium (1 1) 10,0 g NaCl
10,0 g Bacto Trypton
5,0 g Hefeextrakt

Medium nach Jensen (1 1) 1,26 g CaHPO,4 x 2 H,O
0,2 g KoHPO,
0,2 g MgS0O4 x 7 HO
0,2 g NaCl
0,1 g FeCl; x 6 H,O
20 mM MES
2,5 ml Spurenelementlosung

Spurenelementldsung 0,51 g MnSO4 x H,O
fiir Jensen-Medium (1 1) 0,1 g ZnSO4 x 7 H,O
1,27 g H3BO3
0,4 g NapMoO4 x 2 H,O

0,06 g CuSO4 x 5 H,O

Medium nach Rigaud & Puppo (1 1)
100 x Stammldsung (1 1) 17,4 g K,SOq4
6,8 g KH,PO4
4,4 g K,HPO4
12,3 g MgSO4 x 7 H,O
1000 x Stammlosung (1 1) 0,11 g NapMoOs4 x 2 H,O
2,85 g H3BO3
0,2 g CuSO4 x 5 H,O
0,55 g ZnSO4 x 7 H,0O
3,07 g MnSO4 x H,O
Fiir 1 1 Medium wurden vermischt:
10 ml 100 x Stammldsung
1 ml 1000 x Stammldsung
0,12 g CaSO4 x 2 H,O
0,05 g EDTA-Fe
Mit KOH wurde der pH auf 7,5 eingestellt.
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Medium nach Sherwood 100 ml 1,1%-ige Glutamatldsung, pH 6,8
¢N)) 8,5 ml 1 M Na,-Succinat-Losung

0,4 ml 1 M MgSO4-Losung

0,8 ml 0,45 M CaCl,-Losung

0,5 ml 2%-1ge FeCls-Losung in 0,1 N HCl

2 ml 0,1%-1ge Thiamin-Losung

4 ml 0,1%-ige Biotin-Losung

882 ml Aqua bidest.
Fiir Medien mit hohen (1,3 mM) Konzentrationen an anorganischem
Phosphat (Pi) wurden pro Liter 1,3 ml eines 1 M Kalium-Phosphat-Puffers,
pH 7 zugegeben. Fiir Medien mit niedrigen (0,02 mM) Konzentrationen an
Pi wurden pro Liter 2 ml eines 0,01 M Kalium-Phosphat-Puffers, pH 7
zugefligt.

TY-Medium (1 1) 5 g Bacto Trypton
3 g Hefeextrakt
10 ml einer 0,45 M CaCl,-Ldsung
(getrennt autoklaviert)

2.3.2 Medienzusétze

Die Medienzusitze wurden, falls erforderlich, in den folgenden
Konzentrationen zugegeben:

Carbenicillin 100 pg/ml

Chloramphenicol 20 pg/ml

Gentamycin 60 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml

Neomycin 100 pg/ml

Piperacillin 40 ng/ml

Rifampicin 5 ng/ml

Spectinomycin 300 pg/ml

Streptomycin 500 pg/ml

Tetracyclin 2 ug/ml (S. meliloti), 20 ug/ml (E. coli)

X-Gal 40 pg/ml
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2.3.3 Bestimmung der Generationszeiten

Zur Ermittlung der Generationszeiten wurden die Optischen Dichten bei
620 nm (ODgy0) von S. meliloti-Kulturen (10 ml) zu verschiedenen Zeit-
punkten bestimmt. Dafiir wurde mit einer liber Nacht in Minimalmedium
(Sherwood) gewachsenen Kultur morgens die Start-ODg; in frischen
Minimalmedium auf 0,05 eingestellt und bei 29°C in Photometerkolben
geschiittelt. Die ODg,¢ wurden alle zwei, drei oder sechs Stunden mit Hilfe
eines Photometers (Digital Photometer LP1W, Dr. Lange) bestimmt.

2.4 Lagerung von Bakterienkulturen

E. coli wurde in LB mit 15% (v/v) Glycerol, S. meliloti in Pepton (6 g/) mit
15 % Glycerol bei — 80°C gelagert.

2.5 Chemische Mutagenese mit MNNG

Zur Mutagenese von S. meliloti G439 wurde eine Vorkultur in 10 ml TY
mit 1| mM AEP hergestellt und iiber Nacht bei 29°C inkubiert. Am nachsten
Morgen wurde die Kultur zu einer Start-ODg;¢=0,05 {iberimpft und bis zur
ODg20=0,2 angezogen. Die Kultur wurde anschlieBend bei 7000 rpm fiir

5 min bei RT abzentrifugiert. Die Bakterien wurden einmal mit Saline ge-
waschen und danach in 300 pl Saline resuspendiert. Zur Bakteriensuspen-
sion wurden 300 pl CP-Puffer gegeben. 500 pl dieser Suspension wurden
mit 40 pl einer 1%-igen (w/v) MNNG-L6sung versetzt und kurz gevortext.
Die Bakteriensuspension wurde bis zu 120 min bei 29°C mit 100 rpm
schiittelnd inkubiert. Alle 30 min wurden 50 ul entnommen, zweimal mit
jeweils 500 ul CP-Puffer gewaschen und zur Mutantenexpression mit 2 ml
TY/AEP/Sm vermischt und schiittelnd bis zu einer ODgy9 von mindestens
0,5 bei 29°C angezogen. Die Kulturen wurden dann mit 800 pl Glycerol
(99 %) vermischt und bei —80°C gelagert.

Aliquots der Bakteriensuspension wurden zur Bestimmung der Uberlebens-
rate und zur Ermittlung des Anteils Rifampicin-resistenter Zellen in den
jeweiligen Populationen eingesetzt. Hierfiir wurden Verdiinnungsreihen der
Aliquots auf TY/AEP-Platten mit und ohne Rifampicin ausplattiert. Die
Uberlebensrate wurde nach 3 Tagen bestimmt, die Rifampicin-Resistenz
nach 6 Tagen.
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CP-Puffer: 7,6 g/l Citronensédure, Monohydrat
22,6 g/l Na,HPO, x 7 H,O

Saline: 5¢/1 NaCl
0,12 g/l MgS04 x 7 H,0

2.6 Wurzelknollchentests

Zur Ermittlung der Wurzelknollchenbildung von S. meliloti 1021 mit sein-
em Wirt Medicago sativa (Saatluzerne/Alfalfa) wurden zwei verschiedene
Methoden (nach Jensen oder nach Rigaud & Puppo, sieche 2.3.1) eingesetzt.

2.6.1 Sterilisation und Keimung

Bei beiden Methoden wurden die Alfalfa-Samen zur Sterilisation fiir 15 min
in H,SO4 konz. eingelegt. Danach wurden die Samen dreimal mit sterilem
Aqua bidest. gewaschen und anschlieend fiir 15 min mit einer 6%-igen
NaOCI-Losung behandelt. Nach erneutem fiinfmaligen Waschen der Samen
mit sterilem Aqua bidest, wurden diese auf Wasseragar-Platten verteilt und
fiir 7 Tage bei 4°C im Dunkeln gelagert. Fiir die Keimung der Samen wur-
den die Platten fiir einen Tag bei 29°C inkubiert.

2.6.2 Aussetzen der Keimlinge auf Kulturmedien

Methode nach Jensen:

Fiir Nodulationstest auf Festagar wurden je 2 Keimlinge auf Jensen-Medium
enthaltenden Agar, welcher schrig in 20 cm hohe, dicke Reagenzglédser
gegossen worden war, ausgebracht. Vor Beimpfung der Pflanzenwurzeln
mit Rhizobien, wurden die Keimlinge 7 Tage ohne Bakterien angezogen.

Methode nach Rigaud und Puppo:

Fiir Knollchentest in Fliissigkultur nach Rigaud & Puppo wurden 20 ml
Medium in 20 cm hohe Reagenzgléser gefiillt. Als Wachstumsstiitzen und
Dochte dienten Filterpapiere (14 cm x 2 cm), welche ins Medium einge-
taucht waren. Auf den Dochten konnten je 2 Pflanzen pro Glas wachsen.
Die Keimlinge waren zum Zeitpunkt der Inokulation mit Rhizobien 7 Tage
alt.
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2.6.3 Inokulation der Alfalfa-Keimlinge mit S. meliloti

S. meliloti-Kulturen wurden in Sherwood-Medium iiber Nacht inkubiert und
am nichsten Morgen mit Sherwood-Medium bis zu einer ODgp=0,05 ver-
diinnt. Medicago sativa-Keimlinge auf Jensen-Agar wurden direkt mit

50 ul/ Pflanze dieser Kultur beimpft. Zum Animpfen der Keimlinge nach
Rigaud & Puppo wurden die Kulturen (ODg,0=0,05) nochmals 1:100 mit
Sherwood-Medium verdiinnt, und je 500 ul/Pflanze dieser Verdiinnung
wurden dem Fliissigmedium zugesetzt. Fiir Kontrollen wurde steriles
Sherwood-Medium verwendet.

2.6.4 Untersuchung der Knollchenbildung

Die inokulierten Pflanzen wurden, je nach Gegebenheiten, unterschiedlich
inkubiert. Bevorzugt wuchsen sie auf einer Fensterbank bei etwa 22°C.
Pflanzenversuche, die in Mexiko durchgefiihrt wurden, fanden in einer
Wachstumskammer statt, die 24 h Kunstlicht und eine Temperatur gleich-
bleibend von 22°C oder 28°C hatte. Alle 5 Tage wurde kontrolliert wie viele
Knollchen pro Pflanze sichtbar waren.

2.7 Enzyme und Marker
Restriktionsenzyme Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Pharmacia, Lippsale
MBI Fermentas, Vilnius

Tag-DNA-Polymerase MBI Fermentas, Vilnius
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Madison, WI

Phosphatase (CIP) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
T4 DNA-Ligase Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
A-DNA MBI Fermentas, Vilnius

2.8 Radiochemikalien

Chemikalie Aktivitat spez. Radioaktivitit
a-[**P]dCTP 37 MBg/ml 110 TBg/mMol
[1-'*C]-Acetat 7,4 MBg/ml 2,1 GBg/mMol
[*°S]-Sulfat 37 MBg/ml > 37 TBg/mMol

(carrier-free)
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Alle Radiochemikalien wurden von Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden geliefert.

2.9 Reaktionskits

DIG DNA Labeling/Detection Kit Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

Gene DNA Purification System BioRad, Miinchen

rediprime™II Kit Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden

QIAGEN Plasmid Kit Qiagen, Hilden

2.10 Synthetische Oligonukleotide

Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion,
Miinchen hergestellt. Die Primer sind jeweils sind 5'-3'-Richtung
angegeben.

oTBC450 CCgTgg ATg CCg gTg TAg gA
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33

oTBC451 ggA TAg AAT CgC AAg TgT gA
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33

oTBC452 gAC gCg gAC gCg CAg gCC gA
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33

0oTBC453  ggA TCA CCA CgC TTC ACg TC
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33

0oTBC454  CgA gCT TTC CgT AgA ggC Cg
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33

oTBC455 AAgACgCCA TTC gCg CgT AT
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33

0oTBC456  CgC CgA gAT Cgg CCT CTT CA
Sequenzierungsprimer fiir pPBW33
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oTBC458

oTBC459

oTBC460

oTBC461

0oTBC463

0oTBC465

oTBC466

oTBC467

oTBC471

oTBC472

oTBC473

oTBC475

oTBC477

oTBC478

ACCTCg TCC CgT TTg gCg TC
Sequenzierungsprimer fir pPBW33

ggC ATg CTg CTC gTC ATg gT
Sequenzierungsprimer fir pPBW33

CTg CgA gCg gTg Cgg CTg Cg
Sequenzierungsprimer fir pPBW33

AAg gAA CgA CCT CCg ACg gC
Sequenzierungsprimer fir pPBW33

gCg ACg gCT ATg TTg CgA CC
Sequenzierungsprimer fir pPBW25

gCA Agg CCT ATT ATC Agg Cg
Sequenzierungsprimer fir pPBW33

gAC Agg TgT TgA gCA ggA Cg
Sequenzierungsprimer fir pPBW25

gTC gTC gAT CTC ggA TgA ccg
Sequenzierungsprimer fir pPBW41

ggA ATA CAT ATg AgC CTT ACC gAC TAC TTC ACC
Primer fiir die Amplifikation von orf167

ggA ATA CAT ATg ATC AAT Tgg gTg Cgg gTC gCT
Primer fiir die Amplifikation von 0ISA

AAA AgA TCT TCA Cgg CgC gAg CCg CgA CCT TTg
Primer fiir die Amplifikation von 0ISA

AAA AgA TCT CTA gCg AAg ATC gAg CCg CAT gAC
Primer fiir die Amplifikation von orf167

ggA TCT AgA CAg AAC TTg TCg CAg CCT TC
Primer fiir die PCR des pPBW63-Inserts

AAA ggT ACCTCA Agg ACg gAA Cgg TgT
Primer fiir die PCR des pPBW63-Inserts
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oTBC481

0TBC482

0oTBC483

oTBC484

oTBC487

oTBC488

0oTBC492

0oTBC493

0oTBC495

oTBC496

oTBC497

0oTBC498

oTBC499

oTBC500

gTg gTA CCC TAC ACg CgC gg
Sequenzierungsprimer fir pPBW25

gCg ATT TCA TCg TCg gCT TCC
Sequenzierungsprimer fir pPBW25

ggA TCT AgA gAg gAA AgT gTg TgC ggT TT
Primer fiir die PCR des pPBW81- und des pBW82-Inserts

AAA ggT ACC ATg Cgg ¢TT CTT TAg TgC AT
Primer fiir die PCR des pPBW81- und des pBW82-Inserts

gAT CTg CTC CTC CgC ATC gC
Sequenzierungsprimer fiir pPBW65

ACg TCATCA CCg TCg CTg TCg gC
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

gCC ggA CAT gCT CgT ggC ggT
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

ACCACg TTC TCg ACT gTC Tg
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

CCg AAATCg ACATCg ACCTC
Sequenzierungsprimer fiir pPBW81 und 82

gAA gCC CgA ATA TCg gCC Ag
Sequenzierungsprimer fiir pPBW81 und 82

Tgg CAT CgC gTC gCC TgT CT
Sequenzierungsprimer fiir pPBW81 und 82

ATT TCC TAC ACC ggC ATC CA
Sequenzierungsprimer fiir pPBW81 und 82

CCA TTg gCC TgC ATg ATCTT
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

CTC ATA CgC TCT CgA AAC AT
Sequenzierungsprimer fir pPBW65
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oTBC501  AgC AgC ATT gCC gCA ACg AT
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

oTBC502  gTT TCg AgA gCg TAT gAg gg
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

oTBC503  Agg CCg TCC gCC TgC AAgC
Sequenzierungsprimer fir pPBW65

2.11 Genbank von S. meliloti

Eine, nach der Methode von Staskawicz et al., 1987 hergestellte, S. meliloti
1021-Wildtyp Cosmidbank wurde verwendet (Sohlenkamp et al., 2000).

2.12 DNA-Arbeiten
2.12.1 DNA-Isolierung
2.12.1.1 Isolierung genomischer DNA

1 ml einer tiber Nacht gewachsenen S. meliloti-Kultur wurde durch Zentrifu-
gation geerntet und mit 1 ml TE-Puffer, pH 8.0 gewaschen. Die Bakterien
wurden in 400 pl TE-Puffer, 50 pl 10%-iger SDS und 50 pl (5 mg/ml)
Proteinase K (Sigma, Deisenhofen) resuspendiert und fiir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit einer Injektionskaniile

G 20-11/2 geschert. Die wéssrige Phase wurde nacheinander mit einem
Volumen Phenol, einem Volumen Phenol/Chloroform (1:1 v/v) und einem
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) extrahiert und die geno-
mische DNA in der Wasserphase nachfolgend mit Ethanol gefdllt. Das
Pellet wurde in 100 pl TE-Puffer gelost und bei -20°C gelagert.

TE-Puffer: 10 mMTris/HCI, pH 8,0
I mM EDTA
2.12.1.2 Plasmidpraparation aus E. coli und S. meliloti

Plasmid-DNA wurde nach der in Sambrook et al. (1989) beschriebenen
Methode von Birnboim & Doly isoliert. Fiir Sequenzierungsreaktionen



Material und Methoden 29

wurde die Plasmid-DNA mit dem "QIAGEN Plasmid Kit" der Firma
Qiagen (Hilden) gereinigt.

2.12.2 Reinigung und Fallung von DNA

Die Reinigung der DNA durch Extraktion mit Phenol/Chloroform, so-
wie die Féllung der DNA mit Ethanol oder Isopropanol wurde, wie bei
Sambrook et al. (1989) beschrieben, durchgefiihrt. Zur Reinigung der
DNA fiir die Elektroporation wurde die Silikamatrix-Methode verwendet.

2.12.2.1 Reinigung von DNA mit einer Silikamatrix

Aus Agarosegelen und fiir die Elektroporation wurde die DNA mit dem
"Gene DNA Purification System" der Firma BioRad (Miinchen) gereinigt.

2.12.3 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung von DNA

Reinheit und Konzentrationen von DNA-L6sungen wurden spektrophoto-
metrisch, wie in Sambrook et al. (1989) beschrieben, bestimmt. Geringe
DNA-Mengen und kleine Volumina wurden durch Vergleich der Ethidium-
bromidfluoreszenz mit einem DNA-Standard quantifiziert.

2.12.4 Enzymatische Modifizierung von DNA
2.12.4.1 Restriktionshydrolyse

Restriktionshydrolysen wurden nach Angaben des Herstellers (Pharmacia,
Freiburg; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; Fermentas, Vilnius)
durchgefiihrt. Ublicherweise wurde 1 h bei 37°C im Wasserbad in einem
Mindestvolumen von 20 pl inkubiert.

2.12.4.2 Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Zur Verhinderung von Selbstligationen der gespaltenen Vektoren bei der
Klonierung wurden die iiberhdngenden Enden dephosphoryliert. Dafiir
wurde dem Restriktionsansatz nach der Restriktion 1 U alkalische
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Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) zugegeben. Fiir
30 min wurde bei 37°C inkubiert. Die Enzyme wurden danach, nach Anga-
ben des Herstellers, durch Hitze inaktiviert.

2.12.4.3 Aufflllen tberhangender Enden mit Klenow-Fragment

Die 5’-iiberhdngenden Enden geschnittener DNA wurden mit dem Klenow-
Fragment nach der in Sambrook et al. (1989) beschriebenen Vorschrift
aufgefiillt. Zum Restriktionsansatz von 20 pl wurden 3 ul dNTPs (10 mM),
3 ul Puffer und 1 U Klenow-Fragment gegeben und auf 50 pl mit Aqua
bidest. aufgefiillt. Nach der Inkubation fiir 30 min bei 37°C wurde fiir

10 min bei 75°C eine Hitzedenaturierung durchgefiihrt.

2.12.4.4 Entfernen Uberhéangender Enden mit T4 DNA-Polymerase

Die 3’-iiberhdngenden Enden geschnittener DNA wurden mit T4 DNA-
Polymerase nach der in Sambrook et al. (1989) beschriebenen Vorschrift
entfernt. Zum Restriktionsansatz von 20 ul wurden 3 ul dNTPs (10 mM),

3 ul Puffer und 0,1 U T4 DNA-Polymerase gegeben und auf 50 ul mit Aqua
bidest. aufgefiillt. Nach der Inkubation fiir 5 min bei 16°C wurde fiir 10 min
bei 80°C eine Hitzedenaturierung durchgefiihrt.

2.12.4.5 Ligation

Die Ligation wurde nach Vorschrift des Herstellers (Roche Molecular Bio-
chemicals, Mannheim) durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen von 10 pl mit
1 U T4 Ligase wurde fiir 16 h bei 16°C inkubiert.

2.12.5 Agarosegel-Elektrophorese von DNA

Die Agarosegel-Elektrophoresen wurden, wie bei Sambrook et al. (1989)
beschrieben, fiir 1 h bei RT mit 100 V in TAE-Puffer durchgefiihrt. Die
Agarose-Konzentration betrug 1 %. Vor der Elektrophorese wurde der
DNA-Losung 1/5 Vol. Auftragspuffer (Sambrook et al., 1989) mit Brom-
phenolblau zugegeben. Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel

15-30 min in Ethidiumbromidlésung (0,1 pg/ml) inkubiert. Unter UV-Licht
war die DNA durch die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids
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sichtbar. Als Groenstandard wurde A-DNA (Pharmacia, Freiburg), mit
HindIII oder mit ECORI und HindIII gespalten, eingesetzt.

2.12.6 Transformation von E. coli
2.12.6.1 Transformation nach der CaCl,-Methode

Herstellung kompetenter Zellen:

50 ml LB-Medium wurden mit 0,5 ml einer iiber Nacht gewachsenen Kultur
von E. coli DH5a beimpft und bei 37°C und 150 rpm bis zur ODgp=0,4
geziichtet. AnschlieBend wurde die Kultur 10 min auf Eis gestellt und da-
nach 5 min mit 2000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Zellen vorsichtig in 30 ml eiskalter CaCl,-Losung resus-
pendiert. Die Zellsuspension wurde iiber Nacht in einem Eisbad im Kiihl-
schrank inkubiert. 27 ml der CaCl,-Losung wurden vorsichtig abpipettiert,
und die sedimentierten Zellen wurden in den restlichen 3 ml resuspendiert
und in Anteilen von je 200 pl bei -80°C eingefroren.

CaCl,-Losung: 60 mM CaCl,
15 % (v/v)  Glycerol

Transformation kompetenter Zellen:

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1-10 pl Plasmid-
DNA-LG6sung vorsichtig vermischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden
die Zellsuspensionen fiir I min einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und
anschlieBend sofort flir 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 800 pl
LB-Medium wurden die Zellen 1-1,5 h bei 37°C und 150 rpm geschiittelt,
danach auf LB-Platten mit dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert
und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.12.6.2 Transformation durch Elektroporation

Fiir die Elektroporation von E. coli wurde der Genepulser II der Firma
BioRad (Miinchen) verwendet. Die Ziichtung und Vorbereitung der Zellen
sowie die Elektroporation mit 0,2 cm Kiivetten wurden nach dem Protokoll
des Herstellers (BioRad) durchgefiihrt. Es wurden entweder 1-2 pl nicht
entsalzter Ligationsansatz fiir die Elektroporation von 100 pul einer Zell-
suspension verwendet, oder der gesamte Ligationsansatz wurde mit
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Silikamilch gereinigt, in H>O bidest. aufgenommen und komplett zur
Elektroporation eingesetzt.

2.12.7 Transfer mobilisierbarer Vektoren durch Konjugation
2.12.7.1 Drei-Punkt-Kreuzung

Zur Einschleusung von Plasmiden in S. meliloti-Zellen wurde die Konju-
gation verwendet. Bei der Konjugation kommt es zum Austausch von
genetischen Material zwischen einem Donorstamm und einem Empfanger-
stamm (Rezipient) iiber eine Briickenbildung zwischen beiden Stimmen.
Normalerweise enthélt der E. coli-Donorstamm das zu iibertragende
Plasmid, welches eine Mobilisierungsstelle (Mob-site) besitzt. Um den
Transfer auszulosen bedarf es zusétzlich eines Helfer-Stammes, der die tra-
Gene enthélt. Die drei verschiedenen Stimme Donor, Helfer und Rezipient
werden in einem bestimmten Verhiltnis miteinander vermischt und fiir
einige Stunden miteinander inkubiert.

Fiir diese Drei-Punkt-Kreuzung wurde eine, tiber Nacht gewachsene,

S. meliloti-Kultur (Rezipient) in frisches TY-Medium zu einer ODg0=0,15
iiberimpft und fiir 3 h bei 30°C inkubiert. Die liber Nacht auf LB-Platten mit
entsprechendem Antibiotikum gewachsenen Helfer- und Donor-Stimme
wurden 1 h Stunde vor der Kreuzung in LB-Medium bis zu einer ODg¢=
0,15 angeimpft. Die Kulturen wurden, falls Antibiotikareste entfernt werden
mussten, mit TY-Medium gewaschen. Jeweils Suspensionen mit 100 ul
Rezipient, 40 pl Helfer-Stamm und 20 pl Donor wurden in einem Eppen-
dorfgefall miteinander vermischt und in 10 pl-Portionen auf TY-Platten
getropft. Nachdem die Platten getrocknet waren, wurden sie bei 29°C iiber
Nacht inkubiert. Als Kontrollen dienten Kreuzungen ohne Helfer-Stamm
oder ohne Donor. Am nichsten Morgen wurden die Kulturen mit einer
Impfése im 3-Strich-Verfahren auf TY-Platten ausgestrichen. Als selek-
tierende Antibiotika wurden Streptomycin (Selektion fiir S. meliloti),
Piperacillin (Selektion gegen E. coli) und Tetracyclin (Selektion fiir das
Plasmid) verwendet.

Nach etwa 5 Tagen waren Einzelkolonien auf den Platten sichtbar. Die
Bakterien wurden in zwei weiteren Durchgidngen vereinzelt. Die erfolg-
reich isolierten Transkonjuganten wurden bei —80°C gelagert.
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2.12.7.2 ""Knock-out-Mutagenese"*

Die "knock-out-Mutagenese" wurde in zwei Schritten vollzogen. Im ersten
Schritt wurden Transkonjuganten, wie unter 2.12.7.1 beschrieben, herge-
stellt. Diese Transkonjuganten enthielten auf dem Plasmid eine Resistenz-
Kassette im Gen, welches unterbrochen werden sollte. Im zweiten Schritt
wurde ein zweiter broad-host-range-Vektor der gleichen Inkompatibilitéts-
gruppe (IncP) in die Transkonjuganten eingekreuzt. Dafiir wurde der

E. coli-Stamm J53 R751-pGM2 (Jacobi et al., 1976) verwendet. Er besitzt
die tra-Gene in seinem Genom, weshalb kein zusétzlicher Helfer-Stamm
notwendig war.

Eine, iiber Nacht in TY-Medium mit Tetracyclin gewachsene, S. meliloti-
Transkonjuganten-Kultur (Rezipient) wurde 3 h vor der Kreuzung in
frischem TY-Medium zu einer ODg0=0,15 tiberimpft. Der Donor E. coli-
Stamm J53 R751-pGM2, welcher iiber Nacht auf einer LB-Platte mit

30 pl/ml Gentamycin gewachsen war, wurde 1 h vor der Kreuzung zu einer
ODg20=0,15 angeimpft. Fiir die Kreuzung wurde 1 ml der S. meliloti-Kultur
in ein Eppendorfgefal gegeben und anschlieend bei 4 000 rpm fiir 2 min
zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und 1 ml der J53 R751-pGM2-
Kultur wurde auf die Zellen pipettiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden
die Bakterien in 100 pl TY-Medium resuspendiert und in 10 pl-Portionen
auf TY-Platten getropft. Nach dem Trocknen der Platten wurden sie bei
29°C inkubiert.

Am nichsten Morgen wurden die Kulturen mit einer Impfése im 3-Strich-
Verfahren auf TY-Platten ausgestrichen. Als selektierende Antibiotika
wurden Piperacillin (Selektion gegen E. coli), Gentamycin (Selektion fiir
pGM?2) und Neomycin oder Spectinomycin (Selektion fiir Resistenz-
Kassette) verwendet.

Nach etwa 5 Tagen waren Einzelkolonien sichtbar, die auf frischen Platten
weitervereinzelt wurden. Bei einfachen Rekombinationen wire das ganze
Plasmid und damit auch die Tetracyclin-vermittelnde Resistenz des Vektors
ins Genom intergriert. Solche Tetracyclin-resistente Transkonjuganten wur-
den verworfen. Tetracyclin-sensitive, doppelt rekombinierte Transkonju-
ganten wurde in einem weiteren Durchgang vereinzelt und anschlieBend bei
—80°C gelagert.
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2.12.8 ldentifizierung homologer DNA durch Hybridisierung
2.12.8.1 Southern Blot

Fiir die Herstellung von Southern Blots wurde genomische DNA (5-10 pg)
mit Restriktionsendonucleasen gespalten und auf einem 1%-igen Agarose-
gel aufgetrennt. AnschlieBend wurde die DNA mit der "Downward
Capillary Blot"-Methode nach Chomcynski (1992) einzelstrangig auf eine
Nylonmembran tlibertragen. Nach dem Transfer wurde die Membran mit

2 x SSC fiir 2 min gewaschen und anschliefend bei RT fiir 15 min ge-
trocknet. Die DNA wurde durch 4-mintitige UV-Bestrahlung fixiert.

2.12.8.2 Durchmustern einer Cosmid-Bank von S. meliloti mittels
Kolonie-Lift

Fiir das Durchmustern einer Cosmid-Bank von S. meliloti 1021 wurden
Verdiinnungsreihen eines Teils der Cosmid-Bank-Population auf LB-Platten
mit Tetracyclin ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten
Morgen wurden die Platten fiir 2 Stunden bei 4°C gelagert. Die Einzel-
kolonien wurden auf Nylonfilter, nach Angaben der Herstellers (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim), abgeklatscht. Die Lysis der Zellen
und die Fixierung der DNA erfolgte ebenfalls nach Angaben des Herstellers.
Die Membranen wurden anschlieBend mit dem "DIG DNA Labeling/
Detection Kit" der Firma Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
hybridisiert.

2.12.8.3 Hybridisierung mit Chemilumineszenz
2.12.8.3.1 Praparation DIG-markierter DNA

Zur Identifizierung homologer DNA mit einer DIG-markierten Gensonde
wurde ein "DIG DNA Labeling/Detection Kit" der Firma Roche Molecular
Biochemicals (Mannheim) verwendet. Die zu untersuchende DNA wurde
einzelstringig auf eine Nylonmembran (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim) transferiert (2.12.8.1) und mit der Gensonde hybridisiert.
AnschlieBend konnte die DIG-Markierung durch einen Antikorper immu-
nologisch nachgewiesen werden. Durch eine alkalische Phosphatase, die an
den Antikorper gebunden ist, konnte entweder eine Farbreaktion mit NBT
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und BCIP ausgelost oder durch Chemilumineszenz nach Behandlung mit
dem Substrat CSPD ein Rontgenfilm belichtet werden.

Die DIG-markierte Sonde wurde mittels PCR oder mit Hilfe von Klenow-
Fragment, nach Angaben des Herstellers, hergestellt. Mindestens 3 pg DNA
wurden fiir die Markierungsreaktion eingesetzt.

2.12.8.3.2 Hybridisierung und immunologischer Nachweis

Zur Hybridisierung wurde das Protokoll des Herstellers (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim) verwendet. Die Membran wurde fiir die Hybridi-
sierung in einem Plastikbeutel eingeschweifit und in einem Hoefer HB400
Hybridisierungsofen (Pharmacia, Freiburg) inkubiert.

Markierte DNA-Fragmente als Gensonden wurden iiber Nacht bei 68°C mit
einer Konzentration von 25 ng/ml in einem, nach Angaben des Herstellers
bereiteten, Hybridisierungspuffer hybridisiert. Nach Waschen der Membran
wurde der immunologische Nachweis, ebenfalls nach Angabe des Herstel-
lers (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), durchgefiihrt.

2.12.8.3.3 Phosphatase-Nachweis der DIG-markierten Gensonde

Die Farbreaktion der am Anti-DIG-Antikorper gekoppelten alkalischen
Phosphatase mit NBT-BCIP oder die Chemilumineszenzreaktion mit CSPD
wurden jeweils nach Protokollen des Herstellers (Roche Molecular Bio-
chemicals, Mannheim) ausgefiihrt. Die Farbreaktion wurde nach 16 h be-
endet. Um die Chemilumineszenzreaktion sichtbar zu machen, wurde die
Nylonmembran in Frischhaltefolie (Roan-Fol, Merseburg) eingewickelt
und an einen Rontgenfilm (Kodak BIOMAX MR [; Sigma, Deisenhofen)
gepresst. Die Lichtentwicklung hielt ca. 24 h an. Die optimale Exposition
des Rontgenfilms wurde durch Variation der Inkubationsdauer ermittelt.

2.12.8.3.4 Entwicklung des Rontgenfilms

Nach der Exposition wurde der Rontgenfilm fiir 3-5 min in Entwickler-
Losung (GBX Developer; Sigma, Deisenhofen) gelegt, kurz in Wasser
gewaschen und flir 1-3 min in Fixierungslosung (GBX Fixer; Sigma,
Deisenhofen) geschwenkt. Der Film wurde anschlieBend in Wasser
gewaschen und bei RT getrocknet.
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2.12.8.4 Hybridisierung mit [**P]-markierten Sonden
2.12.8.4.1 Praparation [*?P]-markierter DNA

Eine Gensonde wurde mit Hilfe des "rediprime™II Kit" (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) mit a-[**P]JdCTP, nach den
Angaben des Herstellers, radioaktiv markiert.

2.12.8.4.2 Hybridisierung und Waschen von Southern Blots

Southern Blots wurden fiir mindestens 3 Stunden mit "Rapid-hyp buffer"
von Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden bei 66°C prihybri-
disiert. Nach der Prihybridisierung wurde die radioaktiv markierte Sonde
zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte tiber Nacht bei 66°C.

Die Nylonmembran wurde je zweimal fiir 10 min mit 2 x SSC, 0,1 % SDS;
1 x SSC, 0,1 % SDS; 0,5 x SSC, 0,1 % SDS bei RT gewaschen. Die rest-
liche ungebundene Radioaktivitdt wurde durch zweimaliges Waschen der
Membran mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS und 0,1 x SSC bei 60°C fiir je 10 min
entfernt. AnschlieBend wurde der Southern Blot autoradiographiert. Die
Entwicklung des Rontgenfilms erfolgte wie unter 2.12.8.3.4 beschrieben.

2.12.9 Amplifikation von DNA mittels der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR)

Zur Vervielfaltigung von DNA-Stiicken, und besonders zum Einfiigen neuer
Restriktionsschnittstellen fiir die Ligation wurde die Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) verwendet. Routineméfig wurden 500 pg DNA und stochio-
metrische Mengen der beiden Primer (5 uMol) eingesetzt. Die Reaktion er-
folgte im Reaktionspuffer des Herstellers und in Gegenwart einer Mischung
aus dNTPs, wobei die Endkonzentration jedes einzelnen dNTP 250 uM
betrug. Das Endvolumen der Ansétze umfasste 100 ul wenn Pfu-Polymerase
oder 25 pl wenn Tag-Polymerase verwendet wurde. In einem programmier-
baren Heizblock ("Cycler") durchlief die Probe dann ein Temperaturpro-
gramm mit tiblicherweise 30 Zyklen. Die Temperaturschritte betrugen

meist 1 min bei 95°C, 1 min bei 58°C und 2 min bei 72°C.
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2.12.10 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma Meixner, Berlin durch-
gefiihrt.

2.12.11 DNA-Analyse Software und Internetdienste

DNA- und Aminosiuresequenzen wurden mit Hilfe verschiedener
Versionen des BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1997) mit den
Sequenzen der Datenbanken am "National Center for Biotechnology
Information NCBI", USA verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Das Suchergebnis lieferte Hinweise auf mdgliche Strukturen und Funk-
tionen dhnlicher Gene und Genprodukte. Auch die lokalen Server fiir

die Genomprojekte von S. meliloti (http://sequence.toulouse.inra.fr/
meliloti.html) und Rhodobacter sphaeroides (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/Microb_blast/unfinishedgenome.html) erbrachten Hinweise auf
Sequenzdhnlichkeiten.

Zur Errechnung der Wahrscheinlichkeit von Offenen Leserahmen (ORFs)
wurde das Programm Frameplot verwendet (http://www-dhw.ch.cam.ac.uk/
tools.html).

Proteinalignments wurden mit dem Programm Clustal W (Thompson et al.,
1994) durchgefiihrt. Das Auffinden und Markieren von iibereinstimmenden
Aminosduren wurde mit dem Programm BoxShade (http://www.ch.embnet.
org/software/BOX _form.html) vorgenommen. Die Erstellung von Dendro-
grammen auf Grund der Proteinalignments erfolgte mit dem Programm
TreeView (Page, 1996).

Zur Suche nach Sequenzmotiven in Proteinsequenzen wurde die PROSITE
Datenbank (Bairoch et al., 1997) verwendet. Theoretische Berechnungen fiir
sekundire Proteinstrukturen wurden auf den Servern von SOSUI (http://
azusa.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosui) oder Embnet (http://www.ch.embnet.
org/index.html) durchgefiihrt.

Fiir allgemeine DNA-Analysen wurde das Programm OMIGA der Firma
Oxford Molecular Ltd. verwendet.
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2.13 Lipidanalyse
2.13.1 Lipidextraktion

Die Extraktion von Lipiden erfolgte meistens nach der Methode von
Bligh & Dyer (1959). Fiir die Suche nach Ornithinlipid-defizienten Mu-
tanten wurden Lipide nach einer modifizierten Methode von Benning

et al. (1992a) extrahiert. Dafiir wurden 1 ml Bakterienkultur in einem
EppendorfgefiB abzentrifugiert, oder 1 cm” eines 4-Tage alten Bakterien-
rasens wurde von einer Platte gekratzt. Die Bakterien wurden mit 60 pl
Chloroform/Methanol (1:1 v/v) und 20 pl 1 M KCl/0,2 M H3PO4 resus-
pendiert. AnschlieBend wurde das Gemisch gevortext und fiir 2 Minuten
mit der Tischzentrifuge bei 14 000 rpm zentrifugiert. Die untere Phase
wurde in ein neues Gefdl iiberfiihrt und vor der diinnschichtchromato-
graphischen Analyse bei -20°C gelagert. Je 10 ul der Lipidextrakte wurden
fiir die Diinnschicht-Analyse eingesetzt.

2.13.2 DUnnschichtchromatographische Auftrennung der Lipide

Die Lipidextrakte wurden mit Hilfe von Kristallspitzen auf den unteren
Bereich einer Diinnschichtchromatographie-Platte (HPTLC silica gel 60
F254 von Merck, Darmstadt) aufgetragen. Als Laufmittel diente in der
ersten Dimension ein Gemisch aus 140 ml Chloroform, 60 ml Methanol und
10 ml Wasser. Fiir die zweite Dimension wurde ein Gemisch aus 130 ml
Chloroform, 50 ml Methanol und 20 ml Eisessig verwendet. Die Platten
wurden in jeder Dimension fiir 75 min entwickelt.

Nach der diinnschichtchromatographischen Auftrennung der Lipide wurden
diese durch Joddampfe sichtbar gemacht. Ornithinlipid und PE wurden
nachfolgend durch Bespriihen der Platten mit 0,2 % Ninhydrin in Aceton
und Erhitzen auf 120°C fiir 1 min geférbt.

HPTLC-Platten von radiomarkierten Lipiden wurden nach der zweidimen-
sionalen diinnschichtchromatographischen Auftrennung fiir 1 h getrocknet
und dann autoradiographiert.
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2.13.3 Praparation radioaktiv markierter Lipide
2.13.3.1 [**S]-Sulfat-Markierung

Um eine moglichst effiziente Markierung mit [*°S]-Sulfat zu erhalten, sollte
die minimale Sulfatkonzentration ermittelt werden, die gerade noch nicht
wachstumslimitierend fiir S. meliloti ist. Dazu wurde das Wachstum von

S. meliloti in modifiziertem Sherwood-Medium untersucht, wobei MgSQO4
durch MgCl, ersetzt und die Sulfatkonzentration von 0,4 mM bis 0,0 mM
variiert wurde. Ein modifiziertes Sherwood-Medium mit einer Sulfatkon-
zentration von 0,01 mM erfiillte diese Anforderung.

Die S. meliloti-Kulturen wurden in 10 ml des modifiziertem MM, das

0,01 mM Sulfat enthielt, zu einer ODg¢=0,05 inokuliert. Ein Aliquot (1 ml)
dieser Kultur wurde in ein steriles Plastikrohrchen tiberfiihrt und es wurde

1 ul, d.h. 37 KBq [**S]-Sulfat zugegeben. Nach 24 h bei 29°C wurden die
Kulturen geerntet und die Lipide nach Bligh & Dyer (1959) extrahiert. Bis
zur diinnschichtchromatographischen Analyse wurden die Lipide bei —20°C
gelagert. Ein Aliquot von cirka 30 000 cpm wurde fiir die DC verwendet.

2.13.3.2 [1-'*C]-Acetat-Markierung
2.13.3.2.1 [1-**C]-Acetat-Markierung bis zur stationaren Phase

In Voll- oder Minimalmedium iiber Nacht gewachsene Bakterienkulturen
wurden in 10 ml frischem Medium zu einer ODg0=0,05 liberimpft. Aliquots
(1 ml) dieser Kulturen wurden in ein sterile Plastikr6hrchen tiberfiihrt und es
wurden je 2 ul [1-"*C]-Acetat (14,8 KBq) zugegeben. Kulturen wurden bei
29°C bis zur stationdren Wachstumsphase inkubiert. Von nicht markierten
Parallelkulturen wurde die OD verfolgt. Lipide wurden nach der Methode
von Bligh & Dyer (1959) extrahiert. Bis zur diinnschichtchromatogra-
phischen Analyse wurden die Lipidextrakte bei —20°C gelagert. Aliquots
von cirka 20 000 bis 30 000 cpm wurde fiir die DC verwendet.

2.13.3.2.2 Pulse-Markierung mit [1-**C]-Acetat

Eine, iiber Nacht in TY-Medium gewachsene, S. meliloti-Kultur wurde in

10 ml frisches Medium zu einer ODgp=0,3 iiberimpft. Ein Aliquot (1 ml)
dieser Kultur wurden in ein steriles Plastikrohrchen tiberfiihrt und es wurden
2 ul [1-"*C]-Acetat (14,8 KBq) zugegeben. Die Kulturen wurden bei 29°C
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fiir 30 min inkubiert und die Lipide wurden anschlieBend nach der Methode
von Bligh & Dyer (1959) extrahiert. Bis zur diinnschichtchromatogra-
phischen Analyse wurden die Lipideextrakte bei —20°C gelagert. Ein
Aliquot von cirka 20 000 bis 30 000 cpm wurde fiir die DC verwendet.

2.13.3.3 Quantifizierung [1-**C]-Acetat markierter Lipide

Nach Autoradiographie der Diinnschichtplatten wurden die einzelnen
radioaktiven Lipid-Substanzen mit einem Bleistift markiert und aus den
Kieselgel-Platten gekratzt. Das Substanz-enthaltende Kieselgel wurde in
organische Szintillationsfliissigkeit gegeben und gevortext. Einen Tag
spéter wurden die Proben im Szintillationszéhler vermessen.

2.13.3.4 Herstellung von radiomarkiertem Lyso-Ornithinlipid

Lyso-Ornithinlipid ist eine mogliche Vorstufe bei der Biosynthese von
Ornithinlipid, die nur eine Fettsdurekette besitzt. Um Lyso-Ornithinlipid
herzustellen, wurde [1-'*C]-Acetat markiertes Ornithinlipid einer milden
alkalischen Hydrolyse unterzogen.

Dafiir wurde der S. meliloti-Wildtyp in TY-Medium mit [1-"*C]-Acetat, wie
unter 2.13.3.2.1 beschrieben, markiert und diinnschichtchromatographisch
in zwei Dimensionen aufgetrennt. Das radiomarkierte Ornithinlipid wurde
anschlieBend aus der der HPTLC-Platte gekratzt. Das Kieselgel wurde mit
200 ul Aqua bidest. gevortext und es wurden 600 ul CHCI;:MeOH (1:1)
sowie 200 ul 1 M KC1/0,2 N H3;PO4 zugesetzt. Die Suspension wurde fiir
20 s gevortext und fiir 10 min bei 6 000 rpm und RT zentrifugiert. Die
Chloroformphase (cirka 0,3 ml) wurde in ein frisches Eppendorfgefal3
iiberfiihrt.

Fiir die milde alkalische Hydrolyse wurde Ornithinlipid im Stickstoffstrom
getrocknet und durch Vortexen mit 400 ul 0,3 M KOH in MeOH gelost. Die
Mischung wurde bei 37°C fiir 3 h inkubiert. Die Lipidextraktion erfolgte
anschlieBend mit 400 pul CHCl; und 266 pl 1 M KCI/0,2 N H3PO4. Danach
wurde die Chloroformphase mit dem Lyso-Ornithinlipid in ein frisches
Eppendorfgefal} iiberfiihrt und bei —20°C gelagert.
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2.14 Suche nach Ornithinlipid-defizienten Mutanten

Zur Identifizierung von Ornithinlipid-defizienten Mutanten wurden von den
mutagenisierten S. meliloti G439-Kulturen Verdiinnungsreihen mit Saline
angefertigt und auf TY/Sm/AEP-Platten ausplattiert. Die Platten wurden fiir
4 Tage bei 29°C inkubiert. Einzelkolonien der Platten wurden gepickt und
flichig (1 cm?) auf TY/Sm-Platten ohne AEP ausgestrichen. Da AEP von
Rhizobien aufgenommen und als P-Quelle verwendet werden kann, wird die
Bildung von Phosphor-freien Lipiden unterdriickt und eine Selektion von
Supressormutanten des phoCDET-defizienten Phinotyps verhindert.
Gesichert wurden die Einzelkolonien zusétzlich auf TY/Sm-Platten mit

I mM AEP. Nach 4 Tagen Inkubation bei 29°C wurden die Zellen geerntet
und die polaren Lipide nach der Methode von Benning extrahiert (2.13.1).
10 pl des Lipidextraktes wurde auf HPTLC-Diinnschichtplatten aufgetragen
und in der ersten Dimension diinnschichtchromatographisch aufgetrennt
(2.13.2). Zur Identifizierung von Ornithinlipid-defizienten Mutanten wurden
HPTLC-Platten mit 0,2 % Ninhydrin bespriiht (2.13.2).



3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung von sinorhizobiellen Genen, die an der Sulfolipid-
Biosynthese beteiligt sind

Wihrend meiner Diplomarbeit wurden die an der Sulfolipid-Biosynthese
beteiligen sqd-Gene aus Sinorhizobium meliloti 1021 teilweise isoliert. Da
die DNA-Sequenzen der sqd-Gene anderer Bakterien schon bekannt waren,
gelang es uns damals mit Hilfe von degenerierten Oligonukleotiden das er-
ste Gen eines Operons, welches an der Sulfolipid-Biosynthese in S. meliloti
1021 beteiligt ist, zu identifizieren. Das 700 bp gro3e PCR-Produkt wurde
in einen Bluescript-Vektor kloniert und ergab das Plasmid pPBW1. Das
Durchmustern einer lambda-ZAP-Express-Genbank von S. meliloti 1021
mit dem Insert von pBW1 fiihrte zur Isolierung des Plasmides pBW9,
welches die sinorhizobiellen sqd-Gene sqdB und sqdD vollstindig sowie
das sqdC-Gen partiell enthielt (Abbildung 7).
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Abb. 7: Karte der genomischen DNA-Region, welche die an der Sulfolipid-
Biosynthese beteiligten sqd-Gene des Sinorhizobium meliloti 1021-
Wildtyps enthilt.

A) Restriktionskarte.

B) Lage der vollstdndigen Offenen Leserahmen der sqd-Gene. Die
Insertion einer Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-
Kassette (neo) in die Ncol-Schnittstelle von sqdB ist angedeutet.
Restriktionsstellen: A, Agel; E, EcoRI; H, HindIII; N, Ncol;

P, Pstl; S, Sall; X, Xbal.
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Um die vollstdndige DNA-Sequenz des gesamten Operons zu erhalten,
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Cosmid-Genbank von

S. meliloti 1021 durch Einzelkolonien-Hybridisierung (2.12.8.2) mit dem
DIG-markierten Insert von pBW1 durchgemustert. Auf dem erhaltenen
Cosmid cosSL1 befand sich das vollstindige Operon der drei sqd-Gene.
Ein 10 kb groB3er Pstl-Subklon (pBW41) des Cosmids cosSL1 enthielt
ebenfalls das gesamte Operon. Die DNA-Sequenz des vollstidndigen
Operons wurde bei der internationalen Gendatenbank NCBI hinterlegt
(Zugangsnummer AF194444). Der Datenbankeintrag der DNA-Sequenz
findet sich im Anhang 7.1.

3.2 Inaktivierung des an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten
sqdB-Gens

Um nachzuweisen, dass es sich bei den isolierten sinorhizobiellen sqd-
Genen tatsdchlich um Gene handelt, die an der Sulfolipid-Biosynthese
beteiligt sind, wurde das sqdB-Gen gezielt inaktiviert. Dafiir wurde zunéchst
das Plasmid pBW9 mit Agel und Xbal gespalten. Das erhaltene 3,3 kb grof3e
DNA-Fragment wurde an den Enden mit dem Klenow-Fragment aufgefiillt
(2.12.4.3) und in einen, mit Smal gespaltenen pUC19-Vektor kloniert. Das
neue Plasmid pBW20 wurde im Offenen Leserahmen von sqdB an der Posi-
tion 635 bp mit Ncol gespalten und die 5'-iiberhdngenden Enden wurden mit
Hilfe des Klenow-Fragments aufgefiillt. Eine 1,0 kb grof3e Neomycin-Phos-
photransferase-Resistenz-Kassette wurde mit Smal aus dem Plasmid
pTB3131 isoliert und in die Ncol-Restriktionsstelle blunt-end ligiert. Eine
Restriktionsanalyse des neuen Plasmids pBW22 ergab, dass sich die Neo-
mycin-Phosphotransferase-Resistenz-Kassette in entgegengesetzter Orien-
tierung zur Transkriptionsrichtung von sqdB befand (Abbildung 7B). Das
4,2 kb grof3e Insert von pBW22 wurde mit Kpnl und Xbal aus dem Vektor
gespalten und in den broad-host-range-Vektor pMP3510 kloniert. Dieses
Plasmid (pBW24) wurde anschlieBend fiir die "knock-out-Mutagenese" ver-
wendet (2.12.7). Eine nach erfolgreicher "knock-out-Mutagenese" erhaltene
sqdB-inaktivierte Mutante wurde SLD11 genannt.

Zur Untersuchung der korrekten Insertion des, durch eine Resistenz-Kas-
sette unterbrochenen, sqdB-Gens in das S. meliloti 1021-Wildtyp-Genom
wurden Southern Blots mit einer DIG-markierten sqdB-Sonde angefertigt
(2.12.8). Dafiir wurde die genomische DNA des S. meliloti 1021-Wildtyps
und der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 mit ECORI oder Pstl gespal-
ten. Weder das sqdB-Gen, noch die Neomycin-Phosphotransferase-Kassette
besitzen eine ECORI-Schnittstelle. Pstl dagegen schneidet zwar in der 1,0 kb
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groflen Neomycin-Phosphotransferase-Kassette, nicht jedoch in sqdB. Das
Autoradiogramm der Southern-Hybridisierung ist in Abbildung 8 darge-
stellt. Als Sonde wurde das 0,7 kb grof3e Insert von pBW1 verwendet.
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Abb. 8: Autoradiogramm der DIG-markierten Southern-Hybridisierung des
Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps und der Sulfolipid-defizien-
ten Mutante SLD11. Spur 1: Wildtyp-DNA/EcoRI-verdaut; Spur 2:
SLD11-DNA/EcoRI-verdaut; Spur 3: Wildtyp-DNA/Pstl-verdaut;
Spur 4: SLD11-DNA/Pstl-verdaut. Die ungefidhren Fragmentgrof3en
(kb) sind angedeutet.

Wie erwartet ergab die Southern-Hybridisierung der mit ECORI gespaltenen
genomischen DNA der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 ein 1,0 kb
grofleres Fragment als beim Wildtyp (4,2 kb statt 3,2 kb). Bei der mit Pstl
gespaltenen genomischen DNA hybridisierte beim Wildtyp ein 6,6 kb
grofles Fragment, bei der Mutante SLD11 hybridisierten zwei Fragmente,
die zusammen 7,6 kb ergaben. Die erfolgreiche sqdB-Inaktivierung konnte
damit bestitigt werden.

3.3 Lipid-Phanotyp der sqdB-inaktivierten Mutante SLD11

Fiir die Untersuchung des Lipid-Phénotyps der sqdB-inaktivierten Mutante
SLD11 wurden der Wildtyp und die Mutante, wie unter 2.13.3.2.1 beschrie-
ben, mit [1-'*CJ-Acetat markiert. Dafiir wurden der S. meliloti 1021-Wild-
typ und die Mutante SLD11 in Minimalmedium mit hohen oder niedrigen
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Konzentrationen an anorganischem Phosphat angezogen. Die Phosphat-
konzentration fiir das Hochphosphat-Medium betrug 1,3 mM und ist aus-
reichend fiir ein normales Wachstum der Bakterien. Das Niedrigphosphat-
Medium enthielt eine 65-fach geringere Phosphatkonzentration (0,02 mM),
welche fiir S. meliloti 1021 wachstumslimitierend ist. In einer zweiten Pas-
sage wurden je 1 ml der Bakterienkulturen mit [1-'*C]-Acetat markiert.
Nach 24 Stunden wurden die Bakterien geerntet und die Lipide wurden nach
der Methode von Bligh & Dyer (2.13.1) extrahiert und anschlieend diinn-
schichtchromatographisch in zwei Dimensionen aufgetrennt (2.13.2). Die
Autoradiogramme der radiomarkierten Membranlipide sind in den Abbil-
dungen 9 und 10 dargestellt.
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Abb. 9: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps (A) und der sqdB-inaktivierten Mutante
SLD11 (B) nach Wachstum der Stimme in Medien mit hohen
(1,3 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat. Die Mem-
branlipide Cardiolipin (CL), Dimethyl-Phosphatidylethanolamin
(DMPE), Diacylglycerol-N, N, N-Trimethylhomoserin (DGTS),
Monomethyl-Phosphatidylethanolamin (MMPE), Ornithinlipid
(OL), Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE),
Phosphatidylglycerol (PG), Sulfolipid (SL) sowie die Laufrich-
tungen in der ersten (1) und der zweiten (2) Dimension sind an-
gedeutet.
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Abb. 10: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps (A) und der sqdB-inaktivierten Mutante
SLD11 (B) nach Wachstum der Stimme in Medien mit niedrigen
(0,02 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat.

Unabhéngig davon, ob die sqdB-inaktivierte Mutante SLD11 in Medien
mit hohen oder niedrigen Konzentrationen an anorganischem Phosphat
gewachsen war, konnte auf den Autoradiogrammen der Mutante kein
Sulfolipid-Signal mehr nachgewiesen werden. Sie wurde deshalb als
Sulfolipid-defiziente Mutante SLD11 bezeichnet.

3.4 [*S]-Sulfat-Markierung der sqdB-inaktivierten Mutante SLD11

Sulfolipide enthalten eine Sulfonatgruppe und kénnen daher durch [*°S]-
Sulfat-Markierungen nachgewiesen werden. Fiir diese Nachweisreaktion
wurden der S. meliloti 1021-Wildtyp und die sqdB-inaktivierte Mutante
SLD11 wie unter 2.13.3.1 beschrieben in modifiziertem Minimalmedium
angezogen und mit [*°S]-Sulfat markiert. Am néichsten Tag wurden die
Lipidextrakte nach der Methode von Bligh & Dyer extrahiert und diinn-
schichtchromatographisch in einer Dimension aufgetrennt (2.13.2). Als
Laufmittel wurde ein Gemisch aus 140 ml Chloroform, 60 ml Methanol und
10 ml Wasser verwendet. Das Autoradiogramm der Diinnschichtplatte ist in
der Abbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11: Autoradiogramm der diinnschichtchromatographisch aufgetrennten
Membranlipide des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps und der
sqdB-inaktivierten Mutante SLD11. Spur 1: WT, [1-'*C]-Acetat-
markiert; Spur 2: SLD11, [1-14C]-Acetat-markiert; Spur 3: WT,
[*°S]-Sulfat-markiert (unverdiinnter Extrakt); Spur 4: WT, [*S]-
Sulfat-markiert (1:3 verdiinnter Extrakt); Spur 5: WT, [*°S]-Sulfat-
markiert (1:10 verdiinnter Extrakt); Spur 6: SLD11, [>°S]-Sulfat-
markiert (unverdiinnter Extrakt). O, Startpunkt.

Beim Vergleich [1-'*C]-Acetat-markierter Lipide des S. meliloti 1021-
Wildtyps und der sqdB-inaktivierten Mutante SLD11 (Spur 1 und 2) war
nur bei den Wildtyp-Lipidextrakten ein schwaches Sulfolipid-Signal zu
erkennen. Das [*°S]-Sulfat-markierte Sulfolipid lief beim Wildtyp (Spur 3,
4 und 5) auf der gleichen Héhe, wie bei den [1-'*C]-Acetat-markierten
Wildtyp-Lipidextrakten. Fiir die sqdB-inaktivierte Mutante SLD11 (Spur 6)
konnte auch durch diese, fiir Sulfolipid spezifische und empfindliche Nach-
weismethode kein Sulfolipid-Signal festgestellt werden.
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3.5 Membranlipidzusammensetzung der Sulfolipid-defizienten Mutante
SLD11 im Vergleich zum Wildtyp

Der Defekt in der Sulfolipid-Biosynthese bei der sqdB-inaktivierten
Mutante SLD11 sollte sich auf die Zusammensetzung der Membranlipide
im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp auswirken. Da S. meliloti
Sulfolipid vor allem unter Phosphatstress bildet, wurde die Membranlipid-
zusammensetzung auch unter diesen Bedingungen bestimmt. Dafiir wurden
der S. meliloti 1021-Wildtyp und die Sulfolipid-defiziente Mutante SLD11
in Minimalmedium mit hohen oder niedrigen Konzentrationen an anorga-
nischem Phosphat angezogen. In einer zweiten Passage wurden je 1 ml der
Bakterienkulturen mit [1-'*C]-Acetat markiert. Nach 24 Stunden wurden die
Bakterien geerntet. Die Lipide wurden anschlieBend nach der Methode von
Bligh & Dyer extrahiert und diinnschichtchromatographisch in zwei Dimen-
sionen aufgetrennt. Die Quantifizierung der einzelnen Lipide erfolgte wie
unter 2.13.3.3 beschrieben. Bei dieser Methode wird der Einbau von
[1-'*C]-Acetat gleichgesetzt mit der Synthese der jeweiligen Membranlipide
(% Gesamt-'*C). Die Mittelwerte von jeweils drei voneinander unabhin-
gigen Messungen sind in der Tabelle 4 dargestellt.

Tab.: 4 Membranlipidzusammensetzung (% Gesamt-'*C) des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps und der Sulfolipid-defizienten Mutante
SLD11 nach Wachstum in Minimalmedium mit hohen (1,3 mM)
oder niedrigen (0,02 mM) Konzentrationen an anorganischem

Phosphat.
Lipid Membranlipidzusammensetzung (% Gesamt-**C)
Hochhosphat-Medien Niedrigphosphat-Medien
WT? SLD11? wWT* SLD11?
PG 11,7£0,3 12,8+0,8 4,210,3 10,4+0,6
CL 4,2+1,1 4,1£0,7 5,3%0,7 6,0£0,8
PE/MMPE/DMPE  22.,8+3.3 20,6x1,0 5,4%0,3 5,0£1,8
PC 46,5133 49,7%0,3 6,2+0,6 10,1£1,1
SL 2,240,2 n.n. 3,240,1 n. n’
OL 10,1£0,4 10,0+0,7 8,633 8,910.,4
DGTS 2,5+0,7 2,7+£0,3 67,1£3,0 59,5+3.5

“Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei
voneinander unabhéngigen Experimenten.

bn.n., nicht nachweisbar.
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Bei der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 konnte weder unter norma-
len, noch unter wachstumslimitierenden Bedingungen eine Sulfolipidbil-
dung nachgewiesen werden. Unter Hochphosphat-Bedingungen wurden
dafiir bei der Mutante die prozentualen Anteile von PC und PG leicht
erhoht.

In Medien mit einem wachstumslimitierenden Gehalt an Phosphat bildete
der Wildtyp fast 1,5-mal mehr Sulfolipid als unter normalen Wachstums-
bedingungen. Unter diesen Bedingungen synthetisierte die Sulfolipid-
defiziente Mutante SLD11 fast 3-mal so viel PG wie der Wildtyp. Gleich-
zeitig stieg auch der Gehalt an PC auf das 1,6-fache an, wéihrend der Anteil
an DGTS leicht verringert wurde. Die Anteile der anderen Membranlipide
zeigten bei der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 im Vergleich zum
Wildtyp keine auffilligen Verdnderungen.

3.6 Funktionsanalysen der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11
3.6.1 Wachstum von SLD11 in Hoch- und Niedrigphosphat-Medien

Fiir die Untersuchung des Wachstums der Sulfolipid-defizienten Mutante
SLD11 im Vergleich zum Wildtyp wurden Wachstumskurven von beiden
Stimmen erstellt. Die Stdimme wurden dafiir in Minimalmedium mit hohen
oder niedrigen Konzentrationen an anorganischem Phosphat (Pi) angezogen
und die Zelldichten der Kulturen wurden alle zwei Stunden, wie unter 2.3.3
beschrieben, mit dem Photometer bestimmt. Fiir die Erstellung von Wachs-
tumskurven wurden die Mittelwerte der optischen Dichten aus je drei von-
einander unabhéngigen Messwerten errechnet und halblogarithmisch gegen
die Zeit aufgetragen (Abbildung 12).

Das Wachstum der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 setzte sowohl in
Medien mit ausreichend verfiigbarem, als auch in Medien mit einem wachs-
tumslimitierenden Gehalt an Phosphat mit einer geringen Verzégerung im
Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp ein. Nach dieser ldngeren Anlauf-
phase wuchs die Mutante aber genauso schnell wie der Wildtyp.

So betrugen die Verdopplungszeiten (Generationszeiten) fiir die exponen-
tielle Wachstumsphase sowohl fiir den Wildtyp, als auch fiir die Sulfolipid-
defiziente Mutante SLD11 3,4 h auf Hochphosphat-Medien und 7,7 h auf
Niedrigphosphat-Medien. Beide Stimme erreichten nach 21 h in Hoch-
phosphat bzw. 33 h in Niedrigphosphat die stationdre Phase mit der jeweils
gleichen End-OD.
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Abb. 12: Wachstum von Sinorhizobium meliloti 1021 in Abhangigkeit von
der Zeit. Halblogarithmische Darstellung. Jeder abgebildete Punkt
reprasentiert den Mittelwert aus drei voneinander unabhéngigen
Messwerten. Die Fehlerbalken waren kleiner als die Symbole und
wurden deshalb nicht dargestellt.

A)S. meliloti 1021-Wildtyp (e) und Sulfolipid-defiziente Mutante
SLD11 (v) nach Wachstum in Minimalmedium mit hohen
(1,3 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat (P1).

B) S. meliloti 1021-Wildtyp (e) und Sulfolipid-defiziente Mutante
SLDI11 (¥) nach Wachstum in Minimalmedium mit niedrigen
(0,02 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat (P1).

Die Wachstumsdichten aller Stimme waren, wie erwartet, in Niedrigphos-
phat-Medien reduziert, aber unter den gewihlten Bedingungen konnte auller
einer leicht verzogerten Anlaufphase der Mutante kein signifikanter Unter-
schied im Wachstum zwischen dem S. meliloti 1021-Wildtyp und der Sulfo-
lipid-defizienten Mutante SLD11 festgestellt werden.

3.6.2 Wurzelknéllchensymbiose von SLD11
Zur Uberpriifung der Symbiosefihigkeit der Sulfolipid-defizienten Mutante

wurden Keimlinge von Medicago sativa (Alfalfa) mit dem S. meliloti 1021-
Wildtyp und der Mutante SLD11 inokuliert. Die Bakterien wurden in Mini-
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malmedium mit einer normalen Konzentration (1,3 mM) an anorganischem
Phosphat angezogen. Als Kontrolle diente steriles Minimalmedium. Die
Wurzelknollchentests wurden, wie unter 2.6 beschrieben, auf Jensen-Agar
durchgefiihrt. Die Knollchenbildung, der auf Fensterbank angezogenen
Pflanzen, wurde alle 5 Tage kontrolliert. Es wurden zwei voneinander unab
hiangige Wurzelknollchentest durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Einzelwerte
sind im Anhang 7.4 aufgelistet. Die Mittelwerte von jeweils 6 Pflanzen, die
entweder mit dem Wildtyp oder mit der Sulfolipid-defizienten Mutanten
SLD11 inokuliert worden waren, sind in der Tabelle 5 dargestellt.

Tab. 5: Wurzelknoéllchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps
und der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 auf Alfalfa-Wurzeln.

Tage® Durchschnittliche Knéllchen pro Pflanze
Experiment 1 Experiment 2
WT" SLD11° WT" SLD11°
5 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
10 0,7+0,8 0,3+0,8 1,2+0,5 0,3+0,5
15 1,0£0,8 1,0£0,9 1,5£1,0 1,3£1,2
20 1,3+1,2 1,8%0,8 3,0£0,8 2,3+23
25 1,3+1,2 2,0+0,6 3,0+£0,9 2,727
30 1,7£1,2 2,0x0,6 3,2%1,0 3,5£2.5
35 2,3+1,6 2,0x0,6 3,2%1,0 3,5£2.5
40 2,5%1,9 2,0+0,6 3,2+1,0 3,525
45 2,5+2.1 2,0%0,5 — —

*Der Zeitraum in Tagen beschreibt die Zeit nach der Inokulation der
Wurzeln mit Bakterien.
®Die Werte sind Mittelwerte von jeweils 6 Pflanzen + Standardabweichung.

Pflanzen, die mit dem S. meliloti 1021-Wildtyp oder mit der Mutante
SLD11 inokuliert worden waren, bildeten nach etwa 10 Tagen Wurzel-
knoéllchen und blieben iiber den ganzen Testzeitraum hinweg griin. Im
Gegensatz dazu konnte bei den mit sterilen Minimalmedium inokulierten
Pflanzen (Kontrollpflanzen) keine Wurzelknollchenbildung festgestellt
werden. Die Kontrollpflanzen blieben nach einiger Zeit im Wachstum
zuriick und bekamen auf Grund von Stickstoffmangel gelb geférbte Blétter.
Die gebildeten Wurzelkndllchen waren, sowohl beim Wildtyp, als auch bei
der Mutante, rétlich geférbt. Da bei der Stickstoff-Fixierung rotfarbenes
Leghdmoglobin gebildet wird, kann man davon ausgehen, dass die Voraus-
setzungen fiir eine effiziente Stickstoff-Fixierung bei der Mutante ebenfalls
vorhanden waren. Auch in der Knollchenbildungskinetik gab es zwischen
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dem Wildtyp und der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 keinen signi-
fikanten Unterschied. Die Anzahl der gebildeten Wurzelkndllchen pro
Pflanze nach 40 bzw. 45 Tagen war bei beiden Stimmen nahezu identisch.

3.7 Isolierung von Sinorhizobium meliloti-Mutanten mit defizienter
Ornithinlipid-Biosynthese

3.7.1 MNNG-Mutagenese von Sinorhizobium meliloti G439

Zur Erzeugung von Ornithinlipid-defizienten Mutanten wurde der Stamm
S. meliloti G439 mit 1-Methyl-3-Nitro-1-Nitrosoguanidin (MNNG) wie
unter 2.5 beschrieben mutagenisiert. MNNG methyliert Guanin an der O°-
Position, wodurch Guanin mit Thymin, anstatt mit Cytosin paart (Giinther,
1991). Der Stamm G439 reprasentiert phoCDET-Mutanten, die auf Voll-
medium etwa 8-mal so viel Ornithinlipid wie der Wildtyp synthetisieren.
Fiir die Uberpriifung der Mutagenese-Effizienz wurden die beiden Para-
meter Uberlebensrate und Rifampicin-Resistenz bestimmt (Tabelle 6).

Tab. 6: Uberlebensrate und Rifampicin-Resistenz der mutagenisierten
Sinorhizobium meliloti G439-Kulturen in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit mit dem Mutagen.

Inkubationszeit Uberlebensrate Anteil Rifampicin-
[min] [9%6] resistenter Mutanten
0 100 57x10°
30 0,424 6,2 x 107
60 0,014 52x 107
90 0,004 1,3x 107
120 0,001 50x 107

Optimal fiir eine hohe Mutantenausbeute ist eine hohe Abtotungsrate in
Kombination mit einem stark erhohten Anteil Rifampicin-resistenter
Mutanten. Fiir die nachfolgende Suche nach Ornithinlipid-defizienten
Mutanten wurden Populationen verwendet, die 60 und 90 min mit MNNG
behandelt worden waren.
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3.7.2 ldentifizierung von Ornithinlipid-defizienten Mutanten

Die Suche und Identifizierung von Ornithinlipid-defizienten Mutanten wur-
de wie unter 2.14 beschrieben durchgefiihrt. Von insgesamt 1 000 unter-
suchten Kolonien zeigten die Mutanten BW 103, BW873 und BW908 einen
Ornithinlipid-defizienten Phanotyp.

Zur Uberpriifung des Ornithinlipid-Biosynthese-Defekts wurden die Mutan-
ten in TY-Medium mit [1-'*C]-Acetat markiert. Die Lipide wurden nach der
Methode von Bligh & Dyer extrahiert und anschlieend diinnschichtchro-
matographisch in einer Dimension aufgetrennt. Auf dem Autoradiogramm
der Diinnschichtplatte war im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp und
zum Stamm G439 bei keiner der Mutanten ein Ornithinlipid-Signal mehr
sichtbar (Abbildung 13).
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Abb. 13: Autoradiogramm der diinnschichtchromatographisch aufgetrennten
[1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps, des Stammes G439 und der Ornithinlipid-
defizienten Mutanten BW103, BW873 und BW908.

Spur 1: WT; Spur 2: G439; Spur 3: BW103; Spur 4: BW873;
Spur 5: BW908. O, Startpunkt, LF, Laufmittelfront.
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3.8 Genetische Komplementierung der Ornithinlipid-defizienten
Mutanten

3.8.1 Komplementierung der Mutanten mit einer sinorhizobiellen
Genbank

Zur Identifizierung der an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten Gene
wurde die Ornithinlipid-defiziente Mutante BW 103 mit einer sinorhizobiel-
len Cosmidbank mittels Drei-Punkt-Kreuzung komplementiert (2.11 und
2.12.7.1). Insgesamt wurden 600 Einzelkolonien der Kreuzung auf Rekon-
stitution des Wildtyp-Phénotyps hin untersucht. Bei der Exkonjuganten 553
war der Defekt in der Ornithinlipid-Biosynthese wieder behoben. Das kom-
plementierende Cosmid cosOL553 wurde aus der Exkonjuganten 553 iso-
liert (2.12.1.2) und in E. coli transformiert (2.12.6.2). Einkreuzungen des
Cosmids cosOL553 in die Ornithinlipid-defizienten Mutanten BW873 und
BW908 fiihrten ebenfalls zur Wiederherstellung der Ornithinlipid-Biosyn-
these in diesen Stimmen.

3.8.2 Subklonale Komplementierung von BW103 und BW908

Zur Einschrinkung der komplementierenden DNA-Region wurde das
Cosmid cosOL553 in kleinere Stiicke kloniert (subkloniert). Dafiir wurde
das cirka 25,5 kb groB3e Insert des Cosmids cosOL553 mit BamHI und PstI
gespalten und die DNA-Fragmente wurden in Klonierungs- und broad-host-
range-Vektoren eingefligt.

Mittels Drei-Punkt-Kreuzung wurden die Subklone auf Komplementierung
von BW103 hin untersucht. Der Pstl-Subklon pPBW31 mit einem cirka 6 kb
groflen Insert konnte die Ornithinlipid-Biosynthese bei der Mutante BW103
wieder herstellen. Da das Insert immer noch zu groB fiir eine Sequenzierung
war, wurde es erneut subkloniert. Der Pstl/XhoI-Subklon pBW35 mit einem
2,6 kb groflen Insert konnte ebenfalls die Ornithinlipid-defiziente Mutante
BW103 komplementieren. Auch die Ornithinlipid-defiziente Mutante
BW908, nicht jedoch die Ornithinlipid-defiziente Mutante BW873, konnte
mit pPBW35 komplementiert werden.
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3.8.3 Subklonale Komplementierung von BW803

Da die Ornithinlipid-defiziente Mutante BW873 mit cosOL553, aber nicht
mit dem Plasmid pPBW35 komplementierbar war, musste eine andere DNA-
Region des Cosmids den Defekt in der Ornithinlipid-Biosynthese bei
BW873 beheben konnen. Die Einkreuzung weiterer Subklone von
cosOL553 in die Mutante BW873 fiihrte zu einem Pstl-Subklon (pBW66),
dessen 4,1 kb groB3es Insert die Ornithinlipid-Biosynthese in BW873
wiederherstellen konnte.

3.9 Sequenzierung der komplementierenden DNA-Bereiche
3.9.1 Sequenzierung von pBW33 und Teilsequenzierung von pBW25

Zur Identifizierung der an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten Gene
wurde das komplementierende Insert von pBW35 mit Pstl/Xhol in einen
pBluescript-Vektor umkloniert (pBW33) und mittels Primerwalk doppel-
stranig sequenziert (2.12.10). Da ein Offener Leserahmen nicht vollstindig
auf dem Insert von pBW33 vorhanden war, wurde das Plasmid pBW25,
dessen Insert eine liberlappenden DNA-Region mit pBW33 besitzt, anse-
quenziert. Die verwendeten Primer sind unter 2.10 aufgelistet. Der sequen-
zierte Bereich ist in Abbildung 14B dargestellt.

3.9.2 Sequenzierung von pBWe65

Das Insert von pBW66 wurde mit Pstl in einen pUC19-Vektor umkloniert
und anschlieend teilweise sequenziert. Die verwendeten Primer finden sich
unter Punkt 2.10. Da mittlerweile das Genomprojekt von S. meliloti 1021
weit fortgeschritten war, wurde ein Teil der Sequenz vom Konsortium des
Genomprojekts zur Verfiigung gestellt (2.12.11).

3.10 Genetische Kartierung der komplementierenden Bereiche

3.10.1 Identifizierung der Offenen Leserahmen von pBW25
und pBW33

Die Sequenzierung des gesamten Inserts von pPBW33 (2,6 kb) und weiteren
300 bp von pBW25 fiihrte zu einer Gesamtsequenz von 2 844 bp. Die DNA-
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Sequenz wurde bei der internationalen Gendatenbank NCBI hinterlegt
(Zugangsnummer AF232919). Der Datenbankeintrag der DNA-Sequenz
befindet sich im Anhang 7.2.

Eine Analyse der DNA-Sequenz mit dem Programm ORF-Finder von NCBI
ergab zwei partielle und drei vollstindige Offene Leserahmen (ORFs) (siehe
Abbildung 14B). Zur Uberpriifung der Wahrscheinlichkeit dieser Offenen
Leserahmen wurde das Programm Frameplot verwendet (2.12.11).
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p P B B
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1 \\\ X P
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P K 1 kb Cp \‘p K B E47 ABP  Xb
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Abb. 14: A) Physikalische Restriktionskarte des Cosmids cosOL553,
welches die Ornithinlipid-defizienten Mutanten BW103,
BW873 und BW908 komplementiert.

B) Lage der vollstindigen Offenen Leserahmen von pBW65
und pBW25/pBW33. Der sequenzierte Bereich ist durch
eine gestrichelte Linie dargestellt. Restriktionsstellen:

A, Agel; B, BamHI; Cp, Cpol; E47, Eco4711l; E, EcoRI;
H, HindIII; K, Kpnl; P, Pstl; X, Xhol, Xb, Xbal.

3.10.2 Identifizierung der Offenen Leserahmen von pBW65

Die DNA-Sequenz des 4 125 bp groflen Inserts von pBW65 ist im Detail im
Anhang 7.3 aufgefiihrt. Auf der DNA-Sequenz befanden sich ein partieller
und zwei vollstindige Offene Leserahmen (Abbildung 14B). Zur Uber-
priifung der Wahrscheinlichkeit dieser Offenen Leserahmen wurde ebenfalls
das Programm Frameplot verwendet.
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3.11 Vergleich der Sequenzen mit Datenbankeintragen
3.11.1 Analyse der Offenen Leserahmen von pBW33 und pBW25

Genbanksuchen mit dem NCBI BLAST-Programm (2.12.11) ergaben fiir
den ersten unvollstindigen ORF (Position 1 bis 94 bp) von pBW63 Homo-
logien zum NifU-Protein von Anabaena sp. L31 (P33179) (44 % Amino-
sauren-Identitét).

Der erste vollstandige ORF (Position 431 bis 1090 bp) codiert fiir ein
Protein von 218 Aminosiuren, welches Ahnlichkeiten zu einer O-Sialo-
glycoprotein-Endopeptidase von Pasteurella haemolytica (P36175)

(29 % Aminosduren-Identitét) und zu einer hypothetischen Alaninacyl-
transferase des Ribosomalproteins S18 der 30 S-Untereinheit von
Mycobacterium leprae (Q49857) (34 % Aminosduren-Identitit) zeigt.

Der zweite vollstindige ORF (Position 1142 bis 1648 bp) codiert fiir ein
Protein mit 167 Aminosduren und besitzt Homologien zur Peptid-N-Acetyl-
transferase Riml von Escherichia coli (S56597) (32 % Aminosauren-Iden-
titdt). Riml ist verantwortlich fiir eine Acetylierung am N-Terminus des
ribosomalen Proteins S18 (Yoshikawa et al., 1987).

Der dritte vollstindige ORF (Position 1765 bis 2646 bp) codiert fiir ein
Protein von 292 Aminosduren und besitzt Homologien zur 1-Acyl-sn-
Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase NlaA von Neisseria gonorrhoeae
(Q59601) (31 % Aminoséduren-Identitét) und zur putativen 1-Acyl-sn-
Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase P1sC von Burkholderia pseudomallei
(AADO05452) (34 % Aminosduren-Identitdt). Bei N. gonorrhoeae katalysiert
NlaA die Konversion von Lyso-Phosphatidsdure zu Phosphatidsdure (sn-
Glycerol-3-Phosphorsdure) (Swartley et al., 1995).

Der zweite unvollstindige ORF (Position 2693 bis 2844 bp) codiert fiir eine
Aminosduresequenz, die Homologien zum miaA-Genprodukt von Salmo-
nella typhimurium (CAB62263) (58 % Aminosduren-Identitit) zeigt. MiaA
ist an der Methylthiolierung von Isopentenylierten A37-Derivaten der tRNA
beteiligt (Esberg et al., 1999). Zudem besitzt der zweite unvollstindige ORF
Homologien zu einer Reihe hoch konservierter Enzyme unbekannter Funk-
tion bei verschiedenen Bakterien.

3.11.2 Analyse der Offenen Leserahmen von pBW65
Das NCBI BLAST-Programm ermittelte fiir den ersten vollstdandigen ORF

(Position 346 bis 2625 bp) ein Protein mit 759 Aminosduren, welches Ho-
mologien zu einem Zwei-Komponenten-Sensor aus Pseudomonas aerugi-
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nosa (AAB86557) (30 % Aminosduren-Identitdt) und aus Escherichia coli
(P26607) (27 % Aminosduren-Identitit) besitzt. Bei E. coli gehort dieses
Sensor-Regulator-Protein zu einer Familie von Signaltransduktionspro-
teinen, die an osmoregulatorischen Prozessen des Bakteriums beteiligt sind
(Nagasawa et al., 1992).

Der zweite vollstdndige ORF (Position 2743 bis 3720 bp) codiert fiir ein
Protein mit 325 Aminoséduren und zeigt Homologien zu dem hypothetischen
Protein SCM10.10c von Streptomyces coelicolor (CAB63170.1) (37 %
Aminosduren-Identitit) und zu dem hypothetischen Protein Rv3027¢ von
Mycobacterium tuberculosis (F70858) (36 % Aminosduren-Identitét).
Stromabwirts vom zweiten vollstindigen ORF befindet sich ein partieller
ORF (Postion 3847 bis 4125 bp), der eine 100%-ige Ubereinstimmung mit
dem NADP-abhéngigen Malat-Enzym von S. meliloti 1021 (AAB82460)
besitzt. Malat-Enzym konvertiert Malat zu Pyruvat unter Decarboxylierung
bei gleichzeitiger Reduktion des Nicotinamid-Cofaktors (Voegele et al.,
1999).

3.12 Analyse der Genprodukte
3.12.1 Analyse von OIsA

Die Ahnlichkeit des dritten vollstindigen Offenen Leserahmens von pBW33
zu einer 1-Acyl-sn-Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase verwies auf die ge-
suchte sinorhizobielle O-Acyltransferase, welche die Konvertierung von
Lyso-Ornithinlipid zu Ornithinlipid katalysieren sollte (hypothetische Orni-
thinlipid-Biosynthese siche Abbildung 6). Da dieser Offene Leserahmen
wahrscheinlich an der Ornithinlipid-BioSynthese beteiligt ist, wurde das
Gen als 0IsA, sein Genprodukt entsprechend als OIsA bezeichnet.

OIsA besitzt mit 292 Aminosduren ein theoretisches Molekulargewicht von
32 kDa und einen theoretischen pI-Wert von 11,0. Sekundére Strukturvor-
hersagen auf zwei verschiedenen Servern (SOSUI und Embnet, 2.12.11)
ergaben, dass es sich bei OlsA um ein Membranprotein mit zwei Trans-
membran-Helices handelt. Die erste Transmembran-Helix reicht von
Aminosdure 7 bis 29, die zweite Transmembran-Helix reicht nach Angaben
von SOSUI von Aminosdure 68 bis 90, nach Embnet-Angaben von
Aminoséure 76 bis 94.
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3.12.2 Analyse von OlIsB

Der zweite vollstindige Offene Leserahmen von pPBW65 zeigte zwar keine
Ahnlichkeiten zu einem Enzym, dessen Funktion bekannt war, aber er besaf3
Homologien zu Proteinen der Ornithinlipid-synthetisierenden Bakterien
Streptomyces coelicolor und Mycobacterium tuberculosis.

Davon ausgehend, dass es sich bei diesem Offenen Leserahmen von 325
Aminosduren um die gesuchte N-Acyltransferase handelt, die bei der hypo-
thetischen Ornithinlipid-Biosynthese die Amidbindung zwischen Ornithin
und einer B-Hydroxyfettsidure katalysieren sollte, wurde das Gen als 0IsB,
das Genprodukt als OlIsB bezeichnet. OlsB hat ein theoretisches Molekular-
gewicht von 36 kDa und einen theoretischen pI-Wert von 8,8. Im Gegensatz
zu OIsA scheint OlsB ein cytosolisches Protein zu sein.

3.13 Identifizierung der Punktmutationen in BW103 und BW908

Fiir die Untersuchung, welche Punktmutationen bei den chemischen Orni-
thinlipid-Mutanten BW103 und BW908 zum Defekt in der Ornithinlipid-
Biosynthese fiihrten, wurde der Offenen Leserahmen 0ISA und je 100
Basenpaar stromauf- und stromabwairts davon von der genomischen DNA
der beiden Mutanten mit Pfu-Polymerase und den Primern oTBC483 und
0TBC484 (2.10) amplifiziert. Die cirka 1,0 kb groBen PCR-Produkte wur-
den in einen, mit Smal geschnittenen pUC19-Vektor blunt-end kloniert und
ergaben die Plasmide pPBW81 und pBW82, deren Inserts doppelstringig
sequenziert wurden. Die Sequenzierungsprimer sind unter 2.10 aufgefiihrt.
Ein Vergleich der amplifizierten o0lsA-Sequenzen mit der 0lsA-Sequenz des
S. meliloti 1021-Wildtyps ergab, dass bei der Ornithinlipid-defizienten Mu-
tante BW103 die Base Guanin an der Position 1893 der bei NCBI abgeleg-
ten Sequenz (Zugangsnummer: AF232919) durch ein Adenin ersetzt worden
war. Das Orginal-Codon fiir W (Tryptophan) wurde dadurch an der Amino-
sdureposition 43 des 0lsA-Genprodukts zum Stopcodon. Bei der Ornithin-
lipid-defizienten Mutante BW908 wurde Guanin an der Position 1796 der
bei NCBI abgelegten Sequenz gegen ein Adenin ausgetauscht. Dies fiihrte
zur Verdanderung der Aminosdure G (Glycin) zur Aminosdure D (Asparagin-
sdure) an der Position 11 des o0lsA-Genprodukts. Sekundére Strukturvorher-
sagen auf dem Embnet-Server (2.12.11) ergaben, dass bei OlsA von BW908
die erste Transmembran-Helix nur von Aminosaure 13 bis 29, anstatt von
Aminosdure 7 bis 29 wie beim Wildtyp-OlsA, reicht. Somit scheint die erste
OlsA-Transmembran-Helix bei der Ornithinlipid-defizienten Mutante
BW908 nicht mehr komplett ausgebildet zu werden.
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3.14 Inaktivierung von Offenen Leserahmen, die an der Ornithinlipid-
Biosynthese beteiligt sein kdnnten

3.14.1 Inaktivierung von olsA

Zur Uberpriifung der Funktion von 0ISA und zur Erzeugung einer Ornithin-
lipid-defizienten Mutante im Wildtyp von S. meliloti 1021, wurde olsA
durch "knock-out-Mutagenese" gezielt im Gen unterbrochen. Dafiir wurde
der gesamte DNA-Bereich, der die drei vollstindigen Offenen Leserahmen
von pBW25 und pBW33 enthielt, mit Pfu-Polymerase und den Primern
0TBC477 und 0TBC478 (2.10) amplifiziert. Das erhaltene, 3,2 kb grof3e
PCR-Produkt wurde an den, durch die Primer eingefiigten Restriktions-
stellen Kpnl und Xbal gespalten und in einen pUC19-Vektor kloniert. Das
neue Plasmid pBW63 wurde im Offenen Leserahmen von 0lIsA mit Agel an
der Position 364 bp gespalten, und die 5'-iiberhdngenden Enden wurden mit
Hilfe des Klenow-Fragments aufgefiillt.

Eine 1,0 kb groBe Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-Kassette wurde
mit Smal aus dem Plasmid pTB3131 isoliert und anschlieend in die Agel-
Restriktionsstelle blunt-end ligiert. Die darauf folgende Restriktionsanalyse
des neuen Plasmides pPBW70 ergab, dass sich die eingefiigte Neomycin-
Phosphotransferase-Resistenz-Kassette in entgegengesetzter Orientierung
zur Transkriptionsrichtung von 0ISA befand (siche Abbildung 15). Das nun
4,2 kb grof3e Insert von pPBW70 wurde anschliefend mit KpnI und Xbal in
den broad-host-range-Vektor pMP3510 kloniert und ergab das Plasmid
pBW75. Mit diesem Plasmid wurde die "knock-out-Mutagenese" (2.12.7)
durchgefiihrt.

K B E47 A BP Xb
| orf218 jorfl67 | oIsA |
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Abb. 15: Lage der Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-Kassette (neo)
im 0IsA-Gen. Restriktionsstellen: A, Agel; B, BamHI; Bg, BglII;
E47, Eco4711L; K, Kpnl; P, Pstl; Xb, Xbal.
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Eine nach erfolgreicher "knock-out-Mutagenese" erhaltene 0lsA-inaktivierte
Mutante wurde ORLD1 genannt.

Zur Untersuchung der korrekten Insertion des, durch eine Resistenz-Kasset-
te unterbrochenen, 0lsA-Gens in das Wildtyp-Genom wurde eine Southern-
Hybridisierung mit einer DIG-markierten Sonde durchgefiihrt (2.12.8,
Abbildung 16). Dafiir wurde die genomische DNA des S. meliloti 1021-
Wildtyps und der Mutante ORLD1 mit BamHI und PstI gespalten. Das
Restriktionsenzym BamHI schneidet weder in 0ISA, noch im Neomycin-
Phosphotransferase-Gen. Pstl dagegen schneidet im 1,0 kb gro3en Neo-
mycin-Phosphotransferase-Gen, jedoch nicht in 0IsA. Als Sonde fiir den
Southern Blot wurde ein 1,9 kb grof3es BamHI-Fragment aus pPBW63
verwendet (siche Abbildung 15).

BamHlI Pstl
L ]
6,2 kb
6.0 kb — -
20kb —
1,9 kb —
0,8kb —
1 2 3 4

Abb. 16: Autoradiogramm der DIG-markierten Southern-Hybridisierung des
Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps und der olsA-inaktivierten
Mutante ORLDI. Spur 1: WT-DNA/BamHI-verdaut; Spur 2:
ORLDI-DNA/BamHI-verdaut, Spur 3: WT-DNA/Pstl-verdaut;
Spur 4: ORLD1-DNA/Pstl-verdaut. Die ungefdhren Fragment-
groflen (kb) sind angedeutet.

Wie erwartet ergab die Southern-Hybridisierung der mit BamHI gespaltenen
genomischen DNA von ORLDI ein 1,0 kb groBeres Fragment als beim
Wildtyp (2,9 kb statt 1,9 kb). Bei der mit Pstl gespaltenen genomischen
DNA hybridisierte beim Wildtyp ein 6,0 kb grof3es Fragment, bei der
Mutante ORLD1 hybridisierten zwei Fragmente, die zusammen 7,0 kb
ergaben. Die erfolgreiche 0lsA-Inaktivierung konnte damit bestitigt werden.
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3.14.2 Inaktivierung von orf167

0rf167 zeigte Homologien zu einer N-Acetyltransferase und kam deshalb als
Kandidat fiir den ersten Schritt der Ornithinlipid-Biosynthese, den Transfer
der 3-Hydroxy-Fettsdure auf die a-Aminogruppe des Ornithins, in Frage.
Fiir die Inaktivierung dieses Gens wurde das Plasmid pBW63 im Offenen
Leserahmen von 0rf167 an der Position 97 bp mit Eco47III gespalten. Eine
2,1 kb grofie Spectinomycin-Resistenz-Kassette, die fiir das Gen aad co-
diert, wurde aus dem Plasmid pTB2154 mit Smal isoliert und blunt-end

in die Eco4711I Stelle von pPBW63 kloniert. Die Orientierung der Spectino-
mycin-Resistenz-Kassette im neuen Plasmid pBW78 war entgegengesetzt
zur Transkriptionsrichtung von orfl67 (siche Abbildung 17). Anschlieend
wurde das 5,3 kb groBe Insert mit Kpnl und Xbal in den broad-host-range-
Vektor pMP3510 kloniert. Das neue Plasmid pBW77 konnte nun fiir die
"knock-out-Mutagenese" verwendet werden.

K B E47 A BP Xb
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Abb. 17: Lage der Spectinomycin-Resistenz-Kassette in orf167.
Restriktionsstellen: A, Agel; B, BamHI; E47, Eco4711l;
K, KpnI; P, Pstl; Sp, Sphl; Xb, Xbal.

Eine, nach erfolgreicher "knock-out-Mutagenese" erhaltene orf167-inakti-
vierte Mutante, wurde ATKO1 genannt. Southern Blot-Analysen bestétigten
die korrekte Inaktivierung von 0rfl67 bei der Mutante ATKO1 (Daten nicht
gezeigt).

3.14.3 Inaktivierung von olsB
Fiir eine Insertions-Mutagenese von 0lSB wurde eine Neomycin-Phospho-

transferase-Resistenz-Kassette in die Cpol-Schnittstelle von 0lsB eingefiigt.
Dafiir wurde zunichst das 4,1 kb groBe Insert von pBW65 im Offenen
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Leserahmen von 0IsB an der Position 350 bp mit Cpol gespalten und die 5'-
iiberhdngenden Enden wurden mit Klenow-Fragment aufgefiillt.

Eine Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-Kassette wurde mit Smal aus
pTB3131 isoliert und in entgegengesetzter Orientierung zur Transkriptions-
richtung von 0IsB kloniert (siche Abbildung 18). Das 5,1 kb groB3e Insert des
neuen Plasmids pBW83 wurde mit BamHI und HindIII aus dem Vektor
isoliert und in den broad-host-range-Vektor pRK404 kloniert. Anschlie3end
wurde mit dem so erhaltenen Plasmid pBW87 eine "knock-out-Mutagenese"
durchgefiihrt.

P K )I(Cp AP
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Abb. 18: Lage der Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-Kassette im
olsB-Gen. Restriktionsstellen: A, Aspl; Bg, BglIl; Cp, Cpol;
K, KpnI; P, Pstl; X, Xhol.

Eine nach erfolgereicher "knock-out-Mutagenese" erhaltene olsB-inakti-
vierte Mutante wurde AAK1 genannt.

Zur Untersuchung der korrekten Insertion des, durch eine Resistenz-Kasset-
te unterbrochenen, 0lsB-Gens in das Wildtyp-Genom wurde eine Southern-
Hybridisierung mit einer a-[**P]JdCTP-markierten Sonde durchgefiihrt
(2.12.8.4). Dafiir wurde die genomische DNA des S. meliloti 1021-
Wildtyps und der Mutante AAK1 mit ECORI und Pstl gespalten. Das
Restriktionsenzym ECORI schneidet weder in 0lsB, noch im Neomycin-
Phosphotransferase-Gen. Pstl dagegen schneidet nicht im 0lsB-Gen, jedoch
im 1,0 kb groBBen neo-Gen. Das Ergebnis der Southern-Hybridisierung ist in
Abbildung 19 dargestellt. Als Sonde wurde ein 1,1 kb groBes Aspl/Xhol-
Fragment verwendet (siche Abbildung 18).
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Abb. 19: Autoradiogramm der a-[**P]dCTP-markierten Southern-Hybridi-
sierung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps und der olsB-
inaktivierten Mutante AAK1. Spur 1: WT/EcoRI-verdaut; Spur 2:
AAKI1/EcoRI-verdaut, Spur 3: WT/Pstl-verdaut; Spur 4: AAK1/
Pstl-verdaut. Die ungefdhren FragmentgroBen (kb) sind ange-
deutet.

Wie erwartet ergab die Southern-Hybridisierung der mit ECORI gespaltenen
genomischen DNA von AAKI ein etwa 1,0 kb grof3eres Fragment als beim
Wildtyp (cirka 16 kb statt 15 kb).

Bei der mit Pstl gespaltenen genomischen DNA hybridisierte beim Wildtyp
ein 4,2 kb groB3es Fragment, bei der Mutante AAK 1 hybridisierten zwei
Fragmente, die zusammen 5,2 kb ergaben. Die erfolgreiche 0lsB-Inakti-
vierung konnte damit bestdtigt werden.

3.14.4 Inaktivierung von orf759

Um zu testen, ob der stromaufwirts von 0IsB liegende orf759 auch an der
Ornithinlipid-Biosynthese beteiligt ist, wurde das Plasmid pBW66 im Offe-
nen Leserahmen von 0rf759 an der Position 1048 bp mit Kpnl gespalten.
Die 3'-iiberhdngenden Enden wurden mit T4 DNA-Polymerase entfernt
(2.12.4.4) und eine 1,0 kb gro3e Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-
Kassette wurde in entgegengesetzter Orientierung zur Transkriptionsrich-
tung von orf759 eingefiigt (siche Abbildung 20).
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Das neue Plasmid pPBW85 mit einem Insert von 5,1 kb wurde anschlieSend
fiir die "knock-out-Mutagenese" verwendet.

Eine erfolgreich isolierte orf759-inaktivierte Mutante wurde als TCK 1
bezeichnet. Southern Blot-Analysen bestitigten die korrekte Inaktivierung
von 0rf759 bei der Mutante TCK1 (Daten nicht gezeigt).

P K Cp P
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Abb. 20: Lage der Neomycin-Phosphotransferase-Resistenz-Kassette in
orf759. Restriktionsstellen: Bg, BglIl; Cp, Cpol; K, Kpnl; P, Pstl.

3.15 Lipid-Phéanotypen der Gen-inaktivierten Mutanten

3.15.1 Analyse der olsA-inaktivierten Mutante ORLD1

Zur Untersuchung des Lipid-Phénotyps der in 0ISA unterbrochenen Mutante
ORLD1, wurden der S. meliloti 1021-Wildtyp und die Mutante in Medien
mit einem hohen oder einem limitierenden Gehalt an anorganischem Phos-
phat mit [1-'*C]-Acetat markiert. Die Lipide wurden anschlieBend nach der
Methode von Bligh & Dyer extrahiert und diinnschichtchromatographisch in
zwei Dimensionen aufgetrennt.

Die Autoradiogramme der markierten Lipide sind in den Abbildungen 21
und 22 dargestellt.
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Abb. 21: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps (A) und der olsA-inaktivierten Mutante
ORLDI1 (B) nach Wachstum der Stdimme in Medien mit hohen
(1,3 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat. Die Lauf-
richtungen in der ersten (1) und zweiten (2) Dimension sind ange-

deutet.
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Abb. 22: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps (A) und der olsA-inaktivierten Mutante
ORLDI1 (B) nach Wachstum der Staimme in Medien mit niedrigen
(0,02 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat.
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Weder eine Markierung der olsA-inaktivierten Mutante ORLD1 in
Minimalmedium mit hohen, noch in Medien mit niedrigen Konzen-
trationen an anorganischem Phosphat erbrachte ein Ornithinlipid-
Signal. olsA war somit das erste, an der Ornithinlipid-Biosynthese
beteiligte Gen, das isoliert werden konnte.

3.15.2 Analyse der orfl67-inaktivierten Mutante ATKO1

Lipide der orfl67-inaktivierten Mutante ATKO1 wurden nach Wachs-
tum in TY-Medium nach der Methode von Bligh und Dyer extrahiert
und diinnschichtchromatographisch in einer Dimension aufgetrennt.

Der Lipid-Phénotyp der Mutante unterschied sich nicht vom Phéinotyp
des S. meliloti 1021-Wildtyps. Nach Farbung der HPTLC-Platte mit
Ninhydrin konnte beim Wildtyp, aber auch bei der orf167-inaktivierten
Mutante ATKOI1 eine deutliche Ornithinlipid-Bande festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).

Dieses Ergebnis liel vermuten, dass orfl67 fiir die Ornithinlipid-Biosyn-
these nicht bendtigt wird.

3.15.3 Analyse der olsB-inaktivierten Mutante AAK1

Zur Untersuchung des Lipid-Phénotyps der olsB-inaktivierten Mutante
AAKI1, wurden der S. meliloti 1021-Wildtyp und die Mutante in Medien
mit einem normalen Gehalt an anorganischem Phosphat mit [1-"C]-
Acetat markiert. Die Lipide wurden anschliefend nach der Methode
von Bligh & Dyer extrahiert und diinnschichtchromatographisch in
zwei Dimensionen aufgetrennt.

Das Autoradiogramm der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide der
olsB-inaktivierten Mutante AAK1 ist in Abbildung 23 dargestellt. Das
Autoradiogramm der olsB-inaktivierten Mutante AAK1 enthielt im Ver-
gleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp kein Ornithinlipid-Signal mehr.
Somit war auch die olsB-inaktivierte Mutante AAK1 nicht mehr in der
Lage, Ornithinlipid zu bilden. 0lsB war deshalb das zweite, an der
Ornithinlipid-Biosynthese beteiligte Gen, das isoliert werden konnte.
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Abb. 23: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-14C]-Acetat-markierten Membranlipide der olsB-inaktivier-
ten Mutante AAK 1 nach Wachstum in Minimalmedium mit einem

normalen Gehalt (1,3 mM) an anorganischem Phosphat.

3.15.4 Analyse der orf759-inaktivierten Mutante TCK1

Die orf759-inaktivierte Mutante TCK1 wurde in TY-Medium angezogen
und die Lipide wurden nach der Methode von Bligh & Dyer extrahiert.
Nach eindimensionaler, diinnschichtchromatographischen Auftrennung der
Lipide konnte kein verdnderter Lipid-Phénotyp im Vergleich zum S. meliloti
1021-Wildtyp festgestellt werden. Nach Farbung der HPTLC-Platte mit
Ninhydrin war beim Wildtyp, aber auch bei der orf759-inaktivierten Mutan-
te TCK1 eine deutliche Ornithinlipid-Bande zu sehen (Daten nicht gezeigt).
Dieses Ergebnis liel vermuten, dass orf759 fiir die Ornithinlipid-Biosyn-
these nicht bendtigt wird.

3.16 Genetische Komplementierung der Ornithinlipid-defizienten
Mutante ORLD1

Fiir die genetischen Komplementierung der Ornithinlipid-defizienten Mu-
tante ORLD1 wurde das 0lsA-Gen in die Mutante eingekreuzt. Dafiir wurde
0lsA mit Pfu-Polymerase und den Primern 0TBC472 und oTBC473 (2.10)
von der genomischen DNA des S. meliloti 1021-Wildtyp amplifiziert. Das
cirka 0,9 kb gro3e PCR-Produkt wurde an den eingefiigten
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Restriktionsstellen Ndel und BglII gespalten und in den, mit Ndel und
BamHI geschnittenen, Expressionvektor pET9a kloniert. Das erhaltene
Plasmid pPBW43 wurde mit Xbal gespalten und in den broad-host-range-
Vektor pMP3510 kloniert. Das neue Plasmid pBWS51 wurde anschlieBend
mittels Drei-Punkt-Kreuzung in die Mutante ORLD1 eingekreuzt.

Eine Lipidanalyse des Stammes ORLDI1 x pBW51 nach Markierung mit
[1-"*C]-Acetat ergab, dass der Wildtyp-Phénotyp in dem nun olsA-iiberex-
primierenden Stamm, sowohl unter Hochphosphat-, als auch unter Niedrig-
phosphat-Bedingungen wieder vollstindig rekonstituiert worden war
(Abbildungen 24 und 25).

Um auszuschlieBen, dass der Vektor alleine den Wildtyp-Phéanotyp wieder-
herstellen konnte, wurde der Stamm ORLDI1, der einen leeren broad-host-
range-Vektor enthielt (ORLD1 x pMP3510) in analoger Weise untersucht.
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Abb. 24: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-14C]-Acetat-markierten Membranlipide der Stimme
ORLDI1 x pPBWS51 (A) und ORLD1 x pMP3510 (B) nach Wachs-
tum in Medien mit hohen (1,3 mM) Konzentrationen an anorga-
nischem Phosphat. Die Laufrichtungen in der ersten (1) und
zweiten (2) Dimension sind angedeutet.
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Abb. 25: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-14C]-Acetat-markierten Membranlipide der Stimme
ORLD1 x pPBW51 (A) und ORLD1 x pMP3510 (B) nach Wachs-
tum in Medien mit niedrigen (0,02 mM) Konzentrationen an an-
organischem Phosphat. Die Laufrichtungen in der ersten (1) und
zweiten (2) Dimension sind angedeutet.

3.17 Membranlipidzusammensetzung der Ornithinlipid-defizienten
Mutante ORLD1

Zur Untersuchung der Membranlipidzusammensetzung der Ornithinlipid-
defizienten Mutante ORLD1 im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp,
wurden die beiden Stimme in Minimalmedium mit hohen oder niedrigen
Konzentrationen an anorganischem Phosphat angezogen. In einer zweiten
Passage wurden je 1 ml der Kulturen mit [1-"*C]-Acetat markiert. Die in
Hochphosphat-Medien gewachsen Kulturen wurden nach 24 Stunden ge-
erntet. Die in Niedrigphosphat-Medien gewachsenen Bakterien erreichten
die stationdre Phase erst nach 30 Stunden und wurden deshalb erst zu dies-
em Zeitpunkt geerntet. Die Lipide wurden nach der Methode von Bligh &
Dyer extrahiert und diinnschichtchromatographisch in zwei Dimensionen
aufgetrennt. Die Quantifizierung der einzelnen Lipid-Signale erfolgte wie
unter 2.13.4.3 beschrieben. Die Mittelwerte von je drei voneinander unab-
hangigen Messungen sind in der Tabelle 7 aufgelistet.
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Tab. 7: Membranlipidzusammensetzung (% Gesamt-'*C) des Sinorhizobium
meliloti 1021-Wildtyps und der Ornithinlipid-defizienten Mutante
ORLD1 nach Wachstum in Minimalmedium mit hohen (1,3 mM)
oder niedrigen (0,02 mM) Konzentrationen an anorganischem

Phosphat.
Lipid Membranlipidzusammensetzung (% Gesamt-**C)
Hochphosphat-Medien Niedrigphosphat-Medien
WT? ORLDI1*? WT? ORLDI1*?
PG 9,2+0,1 9,8%0,7 4,7+0,6 6,5%0,1
CL 6,5%0,9 5,8%10,4 4,7+0,6 4,5+0,4
PE + MMPE 30,4x1,0 30,8x1,4 5,6£0,9 9,3+£0,5
DMPE 2,810,2 3,020,1 0,30,1 0,30,1
PC 48,1+1,8 49,0+£2,0 4,7+0,5 6,210,1
SL 1,6£0,2 1,6£0,1 4,910,1 4,7+0,8
OL 1,5+0,2 n. n’ 6,7+1,4 n. n.’
DGTS n. n’ n. n’ 68,5%1,9 68,5%1,6

*Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei
voneinander unabhédngigen Experimenten.
bn.n., nicht nachweisbar.

In Medien mit ausreichend verfligbarem Phosphat war der einzig signifi-
kante Unterschied zwischen dem Wildtyp und der Mutante ORLDI1 der
Verlust von Ornithinlipid. In Medien mit einem wachstumslimitierenden
Gehalt an Phosphat synthetisierte der Wildtyp 4,5-mal so viel Ornithinlipid
wie unter normalen Wachstumsbedingungen. Bei der Mutante dagegen
zeigte sich unter diesen Bedingungen eine Erhhung der Syntheseraten
anderer Lipide. So bildete ORLDI etwa 1,5-mal mehr PC und PG als der
Wildtyp und der Gehalt an PE/MMPE wurde fast verdoppelt.

Auch vom 0lsA-iiberexprimierenden Stamm ORLDI1 x pBWS51 wurde die
Membranlipidzusammensetzung bestimmt. Als Vergleich diente die Orni-
thinlipid-defiziente Mutante ORLDI1, die einen leeren broad-host-range-
Vektor enthielt (ORLD1 x pMP3510). Die Mittelwerte von drei vonein-
ander unabhéngigen Experimenten sind in der Tabelle 8 aufgelistet.
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Tab. 8: Membranlipidzusammensetzung (% Gesamt-'*C) der komplemen-
tierten Mutante ORLD1 x pBW51 und ORLD1 x pMP3510 nach
Wachstum in Minimalmedium mit hohen (1,3 mM) oder niedrigen
(0,02 mM) Konzentrationen an anorganischem Phosphat.

Lipid Membranlipidzusammensetzung (% Gesamt-**C)
Hochphosphat-Medien Niedrigphosphat-Medien
pBW51° pMP3510° pBW51° pMP3510°

PG 8,7+0,7 8,9+0,3 3,8+0,3 5,240,3
CL 4,6%0,5 5,140,3 5,240,1 5,5+0,1
PE+MMPE  27,1%0,7 31,9+0,8 1,840,1 6,4+0,0
DMPE 2,540,1 3,010,1 0,1%0,0 0,1+0,0
PC 53,0+1,4 49,7+0,7 3,340,9 4,010,3
SL 1,910,3 1,440,2 5,1+0,5 5,140,9

OL 2,240.1 n. n. 8,1+0,3 n. n.
DGTS n.nt n. n.. 72,7414 73,7412

*Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von drei
voneinander unabhéngigen Experimenten.
Abkiirzungen: pBW51 entspricht dem Stamm ORLD1 x pBWS51,
pMP3510 dem Stamm ORLD1 x pMP3510.

bn.n., nicht nachweisbar.

Die olsA-Uberexpression in ORLD1 bewirkte eine leichte Erhohung des
Ornithinlipid-Gehalts unter Hochphosphat-Bedingungen im Vergleich zum
S. meliloti 1021-Wildtyp (2,2 % bei ORLD1 x pBW51 zu 1,5 % beim
Wildtyp). Gleichzeitig scheint unter diesen Bedingungen der relative Anteil
von PE und MMPE leicht zuriickzugehen (27,1 % bei ORLD1 x pPBWS51 zu
30,4 % beim Wildtyp).

Unter Niedrigphosphat-Bedingungen betrug beim olsA-iiberexprimierenden
Stamm ORLDI1 x pBW51 der relative Anteil von Ornithinlipid 8,1 % und
lag damit fast 4-mal so hoch wie unter normalen Bedingungen. Der Stamm
ORLDI1 x pMP3510 zeigte, wie erwartet, keine Ornithinlipidbildung. Bei
diesem Stamm schien ebenfalls der Mangel an Ornithinlipid durch eine
Zunahme der Lipide PC, PG und PE/MMPE ausgeglichen zu werden. Wih-
rend die Membranlipide PC und PG nur leicht (bis 1,5-mal) erh6ht waren,
war der relative Anteil von PE/MMPE fast 4-mal hoher als in dem olsA-
tiberexprimierenden Stamm ORLD1 x pBW51.
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3.18 Funktionsanalysen der Ornithinlipid-defizienten Mutanten
ORLD1

3.18.1 Wachstum von ORLDL1 in Hoch- und Niedrigphosphat-Medien

Es wurde untersucht, ob der Verlust von Ornithinlipid sich auf das Wachs-
tum von S. meliloti 1021 auswirkt. Dafiir wurden Wachstumskurven des
S. meliloti 1021-Wildtyps und der Ornithinlipid-defizienten Mutante
ORLDI erstellt (Abbildung 26).
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Abb. 26: Wachstum von Sinorhizobium meliloti 1021 in Abhéngigkeit von
der Zeit. Halblogarithmische Darstellung. Jeder abgebildete Punkt
reprasentiert den Mittelwert aus drei voneinander unabhingigen
Messwerten. Die Fehlerbalken waren kleiner als die Symbole und
wurden deshalb nicht abgebildet.

A)S. meliloti 1021-Wildtyp (w) und Ornithinlipid-defiziente Mutante
ORLDI1 (®) nach Wachstum in Minimalmedium mit hohen
(1,3 mM), und S. meliloti 1021-Wildtyp (a) und Ornithinlipid-
defiziente Mutante ORLD1 (¥) nach Wachstum in Minimal-
medium mit niedrigen (0,02 mM) Konzentrationen an anorga-
nischem Phosphat (P1i).

B) ORLDI x pBW51 (m) und ORLD1 x pMP3510 (®) nach Wachs-
tum in Minimalmedium mit hohen, und ORLDI1 x pBW51 (a) und
ORLDI1 x pMP3510 (v) nach Wachstum in Minimalmedium mit
niedrigen Konzentrationen an anorganischem Phosphat (P1).
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Die jeweiligen Wachstumsdichten wurden fiir Kulturen, die in Medien mit
hohen oder niedrigen Konzentrationen an anorganischem Phosphat gewach-
sen waren, wie unter 2.3.3 beschrieben, gemessen. Die Wachstumsdichten
wurden sowohl fiir die Ornithinlipid-defiziente Mutante ORLD1 im Ver-
gleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp, als auch fiir den olsA-iiberexprimie-
renden Stammes ORLD1 x pPBWS51 bestimmt. Als Kontrollstamm fungierte
im Fall von ORLD1 x pBW51 die Mutante, die einen leeren broad-host-
range-Vektor pMP3510 enthielt (Abbildung 26B).

Wie in Abbildung 26A zu erkennen ist, besteht kein Unterschied im Wachs-
tumsverhalten zwischen dem S. meliloti 1021-Wildtyp und der Ornithin-
lipid-defizienten Mutante ORLD1 in Medien mit ausreichend anorga-
nischem Phosphat. Die Generationszeiten betrugen unter diesen Bedin-
gungen 3,6 h fiir den Wildtyp und 3,7 h fiir die Mutante.

In Medien mit niedrigen Konzentrationen an Phosphat war das Wachstum
der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 im Vergleich zum Wildtyp
zu Beginn leicht verzogert. In der exponentiellen Wachstumsphase lag die
Generationszeit aber bei beide Stimme bei 7,0 h. Nach 36 Stunden Wachs-
tum erreichten sowohl der Wildtyp, als auch die Mutante ORLDI1 die
gleiche End-OD.

Komplementierte man die Ornithinlipid-defiziente Mutante ORLD1 mit
dem 0lsA-Gen, so bestand beim Wachstum in Medien mit hohen Konzen-
trationen an Phosphat kein Unterschied dieses Stammes im Vergleich zum
Kontrollstamm, der einen leeren broad-host-range-Vektor enthielt. Die
Generationszeiten dieser Stimme betrugen 4,4 h fiir ORLD1 x pPBWS51 und
4,6 h fir ORLDI x pMP3510.

Auf Medien mit einem niedrigen Gehalt an Phosphat wuchs der Stamm
ORLDI1 x pMP3510 am Anfang leicht verzogert im Vergleich zum Stamm
ORLDI x pBWS51. Aber auch hier besallen die beiden Stimme wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase die gleiche Generationszeit von 8,7 h und
erreichten nach 36 Stunden die gleiche End-OD.

Die Wachstumsraten aller Stimme waren im Niedrigphosphat-Medium re-
duziert, aber unter den gewéhlten Bedingungen konnte kein wirklich signi-
fikanter Unterschied zwischen Wildtyp, den verschiedenen Ornithinlipid-
defizienten oder Ornithinlipid-komplementierten Stammen festgestellt
werden.

3.18.2 Wurzelkndllchensymbiose von ORLD1

Zur Uberpriifung der Symbiosefihigkeit der Ornithinlipid-defizienten Mu-
tante ORLD1 im Vergleich zum Wildtyp wurden Keimlinge von Medicago
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sativa (Alfalfa) mit dem S. meliloti 1021-Wildtyp oder der Mutante ORLDI1
inokuliert. Als Kontrolle diente steriles Minimalmedium. Es wurden zwei
voneinander unabhingige Wurzelknoéllchentests, wie unter 2.6 beschrieben,
durchgefiihrt. Beim ersten Experiment wuchsen die Pflanzen in einer
Wachstumskammer mit konstant 28°C, beim zweiten Wurzelknollchentest
in einer Wachstumskammer mit einer Dauertemperatur von 22°C. Die
Keimlinge wurden auf Stickstoff-freiem Jensen-Agar angezogen und die
Knollchenbildung wurde alle 5 Tage kontrolliert.

Die Ergebnisse der Einzelwerte finden sich in Anhang 7.5. Die Mittelwerte
von jeweils 6 Pflanzen, inokuliert mit dem Wildtyp oder der Ornithinlipid-
defizienten Mutanten ORLDI, sind in der Tabelle 9 dargestellt.

Tab. 9: Wurzelknollchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps
und der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 auf Alfalfa-

Wurzeln.
Tage® Durchschnittliche Knéllchen pro Pflanze
Experiment 1 Experiment 2
WT" ORLDI" WT" ORLDI"
5 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0%0,0
10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0%0,0
15 2,212 1,3%0,7 0,0£0,0 0,0%0,0
20 4,0+1,0 2,0+1,0 2,3+1,0 0,2+0,3
25 4,2+1,2 2,8%1,8 4,8+2.8 3,2+1,3
30 4,8+1,8 3,013 5,5%3,7 3,513
35 5,0£1,7 3,7%1,1 6,714,2 5,5£2.3
40 5,3+2.0 3,7¢1,1 6,7+4,2 5,523
45 5,3£2,0 3,7%1,1 9,0£3,0 8,0+£2,7

*Der Zeitraum in Tagen beschreibt die Zeit nach der Inokulation der
Wurzeln mit Bakterien.
®Die Werte sind Mittelwerte von jeweils 6 Pflanzen * Standardabweichung.

Pflanzen, die mit dem S. meliloti 1021-Wildtyp oder mit der Ornithinlipid-
defizienten Mutante ORLD1 inokuliert worden waren, bildeten nach 10
bzw. 15 Tagen Wurzelknollchen und blieben iiber den ganzen Testzeitraum
hinweg griin. Im Gegensatz dazu zeigten die Kontrollpflanzen, die nicht mit
Rhizobien beimpft wurden, keine Knéllchenbildung, hatten nach etwa 30
Tagen gelbe Blitter und blieben darauthin im Wachstum zurtick.

Die gebildeten Wurzelknodllchen der Keimlinge waren rosafarben, unab-
hingig davon, ob die Pflanzen mit dem Wildtyp oder der Ornithinlipid-
defizienten Mutante ORLDI1 inokuliert worden waren. Die Stickstoff-
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Fixierung schien somit auch bei den mit Mutanten inokulierten Pflanzen
nicht beeintrachtigt zu sein.

In der Knoéllchenbildungskinetik gab es allerdings einen geringen Unter-
schied: Die Ornithinlipid-defiziente Mutante ORLD1 nodulierte im Ver-
gleich zum Wildtyp mit einer leichten Verzégerung. Beim ersten Experi-
ment hatten die Wildtyp-inokulierten Pflanzen nach 20 Tagen im Mittel
schon cirka 4,0 Knollchen, die Mutanten-inokulierten Pflanzen dagegen nur
2,0 Knollchen gebildet. Beim zweiten Experiment zeigten sich nach diesem
Zeitraum auf den Pflanzenwurzeln, die mit dem Wildtyp inokuliert waren,
im Durchschnitt 2,3 Knéllchen, bei den Mutanten-inokulierten nur 0,2
Knollchen. Bezieht man jedoch die teilweise sehr hohen Standardab-
weichungen in die Ergebnisse mit ein und beriicksichtigt man, dass die
Anzahl der gebildeten Wurzelknollchen nach 45 Tagen bei beiden Stimmen
nahezu gleich war, so konnte kein wirklich signifikanter Unterschied in der
Wurzelknéllchensymbiose zwischen dem S. meliloti 1021-Wildtyp und der
Ornithinlipid-defiziente Mutante ORLD1 festgestellt werden.

3.19 Nachweis einer Ornithinlipid-Vorstufe durch Pulse-Markierung
der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 mit [1-**C]-Acetat

Wenn ein bestimmter Schritt in einem Biosyntheseweg wegen einer Muta-
tion inaktiviert ist, wird hiufig das Intermediat, welches als Substrat dieses
Schrittes dient, akkumuliert. Aus Vorversuchen war jedoch bekannt, dass
auf Autoradiogrammen der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1, die
iiber 24 Stunden hinweg mit [1-14C]-Acetat markiert wurde, kein neues
Lipid-Signal im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp zu erkennen war.
Um die potentielle Zwischenstufe Lyso-Ornithinlipid nachweisen zu
konnen, wurde der S. meliloti 1021-Wildtyp und die olsA-defiziente
Mutante ORLD1 fiir nur 30 Minuten wie unter 2.13.3.2.2 beschieben mit
[1-'*C]-Acetat markiert. AnschlieBend wurden die Lipide nach der Methode
von Bligh & Dyer extrahiert und die Lipidextrakte diinnschichtchromato-
graphisch in zwei Dimensionen aufgetrennt. Als Referenz wurde [1-"*C]-
Acetat-markiertes Ornithinlipid mittels milder alkalischer Hydrolyse zu
Lyso-Ornithinlipid wie unter 2.13.3.4 beschrieben umgesetzt. Das [1-"*C]-
Acetat-markierte Lyso-Ornithinlipid wurde anschlieend zu einem [1-"*C]-
Acetat-markierten Wildtyp-Lipidextrakt gegeben und die Lipidmischung
wurde diinnschichtchromatographisch in zwei Dimensionen aufgetrennt.
Die Autoradiogramme der HPTLC-Platten finden sich in den Abbildungen
27 und 28.
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Abb. 27: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung

der Pulse-[1-'*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizo-
bium meliloti 1021-Wildtyps (A) und der Ornithinlipid-defizienten
Mutante ORLD1 (B) nach Wachstum in TY-Medien. L-OL, Lyso-

Ornithinlipid, X, unbekanntes Lipid. Die Laufrichtungen in der

ersten (1) und zweiten (2) Dimension sind angedeutet.
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Abb. 28: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide des Sinorhizobium

meliloti 1021-Wildtyps. Dem Extrakt wurde vor der Chromato-
graphie [1-"*C]-Acetat-markiertes Lyso-Ornithinlipid zugefiigt.
L-OL, Lyso-Ornithinlipid. Die Laufrichtungen in der ersten (1)
und zweiten (2) Dimension sind angedeutet.
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Die Abbildung 27B zeigt im Unterschied zur Abbildung 27A, dass die Orni-
thinlipid-defiziente Mutante ORLDI1 ein zusétzliches Lipid-Signal im Ver-
gleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp enthélt. Radiomarkiertes, aus Ornithin-
lipid hergestelltes Lyso-Ornithinlipid lief bei einer diinnschichtchromato-
graphischen Analyse mit Wildtypextrakten (Abbildung 28) an der gleichen
Position, wie das neue Lipid-Signal der Mutante. Es kann deshalb davon
ausgegangen werden, dass die 0lsA-defiziente Mutante ORLDI tatséchlich
Lyso-Ornithinlipid, zumindest in geringen Mengen, akkumuliert.

3.20 Herstellung einer Ornithin- und Sulfolipid-defizienten Mutante

Zur Untersuchung des Einflusses der Phosphor-freien Membranlipide Orni-
thinlipid und Sulfolipid zusammen auf die Wurzelkndllchensymbiose von
S. meliloti 1021 wurde eine Doppelmutante erzeugt, die weder Ornithinlipid
noch Sulfolipid bilden konnte. Dafiir wurde das an der Ornithinlipid-Bio-
synthese beteiligte 0lSA-Gen in der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11
durch eine Spectinomycin-Resistenz-Kassette unterbrochen. Zur Inaktivie-
rung wurde im Plasmid pPBW63 der Offenen Leserahmen von 0ISA an der
Position 364 bp mit Agel gespalten, und die 5'-liberhdngenden Enden wur-
den mit Hilfe des Klenow-Fragments aufgefiillt.

Eine 2,1 kb groB3e Spectinomycin-Resistenz-Kassette, die fiir das Gen aad
codiert, wurde aus dem Plasmid pTB2154 mit Smal isoliert und blunt-end in
die Agel-Stelle von pPBW63 kloniert. Die Orientierung der Spectinomycin-
Resistenz-Kassette im neuen Plasmid pBW71 war entgegengesetzt zur
Transkriptionsrichtung von 0ISA (siche Abbildung 29).

K SB E47 S A S BP Xb
|l orf218 Jorfl67 | | | oIsA I'L I
[ D =t > PBW76
500 bp
|
spec’ I

S

Abb. 29: Lage der Spectinomycin-Resistenz-Kassette im 0lsA-Gen.
Restriktionsstellen: A, Agel; B, BamHI; E47, Eco4711l;
K, Kpnl; P, Pstl; S, Sphl; Xb, Xbal.
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AnschlieBend wurde das nun 5,3 kb grofle Insert mit Kpnl und Xbal in den
broad-host-range-Vektor pMP3510 kloniert. Das so erhaltene Plasmid
pBW76 konnte nun fiir die "knock-out-Mutagenese" mit der Sulfolipid-
defizienten Mutante SLD11 verwendet werden. Die, nach erfolgreicher
"knock-out-Mutagenese" erhaltene, Ornithin- und Sulfolipid-defiziente
Mutante wurde OSD1 genannt.

Zur Untersuchung der korrekten Insertion des durch eine Resistenz-Kassette
unterbrochenen 0ISA-Gens in das Genom von SLD11 wurde eine Southern-
Hybridisierung mit einer a-[**P]JdCTP-markierten Sonde durchgefiihrt
(2.12.8).

Dafiir wurde die genomische DNA des S. meliloti 1021-Wildtyps und der
Mutante OSD1 mit Pstl und Sphl gespalten. Das Restriktionsenzym Pstl
schneidet weder in 0ISA, noch in der Spectinomycin-Resistenz-Kassette.
SphI dagegen schneidet in der 2,1 kb groflen Spectinomycin-Resistenz-
Kassette. Das Ergebnis der Southern-Hybridisierung ist in Abbildung 30

dargestellt. Als Sonde wurde ein 1,9 kb groes BamHI-Fragment verwendet
(siehe Abbildung 29).

Pstl Sphl

skb —

6 kb —-.

2,2kb —

12kb — - -

0,5 kb
0,4 kb

1 2 3 4

Abb. 30: Autoradiogramm der a-[**P]dCTP-markierten Southern-Hybridi-
sierung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps und der olsA-
und sqdB-inaktivierten Mutante OSD1.

Spur 1: WT-DNA/Pstl-verdaut; Spur 2: OSD1-DNA/Pstl-verdaut,
Spur 3: WT-DNA/Sphl-verdaut; Spur 4: OSD1-DNA/Sphl-
verdaut. Die ungefdhren FragmentgroBen (kb) sind angedeutet.
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Wie erwartet ergab die Southern-Hybridisierung der mit Pstl gespaltenen
genomischen DNA von OSDI ein cirka 2,0 kb groBBeres Fragment als beim
Wildtyp (cirka 8 kb statt 6 kb). Bei der mit Sphl gespaltenen genomischen
DNA hybridisierten beim Wildtyp ein 1,3 kb und 0,5 kb gro3es Fragment,
bei der Mutante OSD1 hybridisierten drei Fragmente, die zusammen 3,9 kb
ergaben. Die erfolgreiche olsA-Inaktivierung in der Sulfolipid-defizienten
Mutante SLD11 konnte damit bestétigt werden.

3.21 Lipid-Phéanotyp der Ornithin- und Sulfolipid-defizienten Mutante
OSD1

Zur Untersuchung des Lipid-Phénotyps der sqdB- und olsA-inaktivierten
Mutante OSD1 wurde die Mutante mit [1-14C]-Acetat markiert und die
markierten Lipidextrakte wurden diinnschichtchromatographisch in zwei
Dimensionen aufgetrennt. Das Autoradiogramm der radiomarkierten Mem-
branlipide ist in Abbildung 31 dargestellt.

PE/MMPE ™ \

[} \OL P'C
\ I po

Abb. 31: Zweidimensionale diinnschichtchromatographische Auftrennung
der [1-"*C]-Acetat-markierten Membranlipide der sqdB-und olsA-
inaktivierten Mutante OSD1 nach Wachstum in Minimalmedium
mit einem normalen Gehalt (1,3 mM) an anorganischem Phosphat.

Auf dem Autoradiogramm der Mutante OSD1 konnte im Vergleich zum
S. meliloti 1021-Wildtyp weder ein Ornithin-, noch ein Sulfolipid-Signal
nachgewiesen werden.
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3.22 Wurzelkndéllchensymbiose von OSD1

Zur Uberpriifung der Symbiosefihigkeit der Ornithin- und Sulfolipid-defi-
zienten Doppelmutante OSD1 im Vergleich zum Wildtyp und zu den Ein-
fachmutanten ORLD1 und SLD11, wurden Keimlinge von Medicago sativa
(Alfalfa) mit den, in Minimalmedium angezogenen, Stimmen inokuliert.
Als Kontrolle diente steriles Minimalmedium.

Die Wurzelknoéllchentests wurden wie unter 2.6 beschrieben in Fliissigme-
dium nach der Methode von Rigaud & Puppo durchgefiihrt. Die Pflanzen
wuchsen in einer Wachstumskammer mit 24 h Dauerbelichtung und einer
Temperatur von konstant 28°C. Die Kndéllchenbildung wurde alle 5 Tage
kontrolliert. Die Ergebnisse der Einzelwerte sind im Anhang 7.6 aufgelistet.
Die Mittelwerte von jeweils 6 Pflanzen, inokuliert mit dem Wildtyp oder
den Mutanten sind in Tabelle 10 dargestellt.

Tab. 10: Wurzelkndllchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-
Wildtyps, der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1, der
Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 und der Ornithin- und
Sulfolipid-defizienten Mutante OSD1 auf Alfalfa-Wurzeln.

Tage” Durchschnittliche Knéllchen pro Pflanze

WT" ORLDI1" SLD11° 0SD1®
5 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
10 0,2+0,4 0,2+0,4 0,0+0,0 0,2+0,4
15 0,7+0,8 0,3+0,5 0,7+0,8 1,0+£0,9
20 2,225 2,0x1,3 1,3+1,4 2,7%1,2
25 4,0+2,3 2,8+0,8 1,7£1,5 3,0+1,1
30 5,2+2.6 4,2+1,2 3,024 3,2+1,0

*Der Zeitraum in Tagen beschreibt die Zeit nach der Inokulation der
Wurzeln mit Bakterien.
®Die Werte sind Mittelwerte von jeweils 6 Pflanzen * Standardabweichung.

Pflanzen, die mit dem S. meliloti 1021-Wildtyp oder den verschiedenen Mu-
tanten inokuliert worden waren, bildeten nach cirka 10 Tagen Kndllchen
und blieben den ganzen Testzeitraum tliber griin. Die Kontrollpflanzen dage-
gen zeigten keine Knollchenbildung, hatten nach einiger Zeit gelbe Blétter
und blieben im Wachstum zuriick.

Die gebildeten Wurzelknéllchen der Keimlinge waren rosafarben, unabhén-
gig davon, ob die Pflanzen mit dem Wildtyp oder den Mutanten inokuliert
worden waren. Da auch die Blétter der Pflanzen, die mit der Ornithin- und
Sulfolipid-defizienten Mutante OSD1 inokuliert waren, griin blieben, kann
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man davon ausgehen, dass auch die Lipid-Doppelmutante effizient Stick-
stoff fixierte. Bezieht man die teilweise sehr hohen Standardabweichungen
in die Betrachtung mit ein, so war die Anzahl der gebildeten Wurzelknoll-
chen pro Pflanze, gleichgiiltig ob sie mit dem Wildtyp oder einer der Mutan-
ten inokuliert wurde, nach Abschluss des Experiments nahezu gleich. Somit
konnte gezeigt werden, dass Rhizobien, denen beide Membranlipide Orni-
thinlipid und Sulfolipid fehlen, eine effiziente Stickstoff-fixierende Wurzel-
knollchensymbiose ausbilden kénnen.



4. Diskussion

4.1 Die an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten sinorhizobiellen
sgd-Gene stammen phylogenetisch von Bakterien ab

Ein naher Verwandter von Sinorhizobium meliloti ist das photosynthetische
Purpurbakterium Rhodobacter sphaeroides. Basierend auf der 16S-rRNA-
Analyse wurden sowohl R. sphaeroides, als auch S. meliloti in die a-Gruppe
der Proteobakterien, in der sich sowohl photosynthetische als auch nicht-
photosynthetische Bakterien befinden, eingeordnet (Woese, 1987). Deshalb
wurde schon bei der Entdeckung von Sulfolipid in S. meliloti 1021 die
Frage nach der Herkunft der an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten
sqd-Gene gestellt (Cedergren & Hollingsworth, 1994). Einerseits konnten
die sinorhizobiellen sqd-Gene von einem gemeinsamen Vorfahren von

R. sphaeroides und S. meliloti abstammen. Anderseits hitten die sqd-Gene
aber auch durch horizontalen Gentransfer wihrend der Symbiose von der
Wirtspflanze auf den Symbionten iibertragen worden sein konnen. Mit den
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zum Sulfolipid
kann diese Frage nun beantwortet werden. Vergleiche des an der Sulfolipid-
Biosynthese beteiligten sinorhizobiellen sqdB-Gens mit orthologen sqdB-
Genen anderer Bakterien und dem orthologen SQD1 der Pflanze Arabido-
psis thaliana zeigen, dass das sinorhizobielle sqdB-Gen am weitesten vom
pflanzlichen SQD1 entfernt ist. Ein mit Clustal W und Boxshade (2.12.11)
erstellter Aminoséurensequenz-Vergleich (Alignment) findet sich in
Abbildung 32.

S.nelilo 1
R sphaer 1
Scoccus 1
Scysti s 1
A thalia 1
S.nelilo 1
R sphaer 1
Scoccus 1
Scystis 1

A thalia 61

S.nelilo 37
R sphaer 37
Scoccus 37
Scystis 37
A thalia 121

S.nelilo 97
R sphaer 96
Scoccus 97
Scystis 96
A thalia 180
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S.nmelilo 156
R sphaer 155
Scoccus 157
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Abb. 32: Mit Clustal W und Boxshade erstelltes Alignment des an der
Sulfolipid-Biosynthese beteiligten sqdB-Genprodukts von
Sinorhizobium meliloti 1021 mit orthologen sqdB-Genprodukten
anderer Bakterien und dem SQD1-Genprodukt von A. thaliana.
A.thalia, SQD1 von Arabidopsis thaliana (Essigmann et al.,
1998); R.sphaer, SqdB von Rhodobacter sphaeroides (Benning &
Somerville, 1992b); Scoccus, SqdB von Synechococcus PCC7942
(Gtiler et al., 1996); Scystis, SqdB von Synechocystis sp. (Zu-
gangsnummer bei NCBI: S75240); S.melilo, SqdB von S. meliloti
1021 (Weissenmayer et al., 2000). Identische Aminosduren sind
mit einem schwarzen, dhnliche mit einem grauen Kasten
gekennzeichnet.

Aus dem Alignment ist ersichtlich, dass die an der Sulfolipid-Biosynthese
beteiligten sqdB-Genprodukte bei R. sphaeroides und S. meliloti iiber weite
Bereiche hinweg fast identisch sind (79 % Aminoséure-Identitit). Die
phylogenetisch nahe Verwandtschaft dieser beiden Bakterien wurde auch
durch ein, mit dem Programm TreeView (2.12.11) erstelltes Dendrogramm
der Aminosduresequenzen von SqdB/SQD1 bestitigt (Abbildung 33).
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Abb. 33: Dendrogramm der an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten
sqdB/SQD1-Genprodukte verschiedener Organismen. Das
Dendrogramm wurde mit dem Programm TreeView auf Grund
des Clustal W-Alignments der verschiedenen SqdB/SQD1-
Aminosdurensequenzen errechnet. Die Skalierung bedeutet 0.1
Aminosdurenaustausch pro Position. A.thalia, SQD1 von
A. thaliana; R.sphaer, SqdB von R. sphaeroides; Scoccus,
SqdB von Synechococcus PCC7942; Scystis, SqdB von
Synechocystis sp.; S.melilo, SqdB von S. meliloti 1021.

Die ebenfalls an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten sqd-Gene sqdD und
sqdC finden sich nur bei R. sphaeroides und S. meliloti. Die Aminoséuren-
sequenzen ihrer Genprodukte sind mit 62 % Aminosaure-Identitét fiir SqdD
und 47 % Aminosdure-Identitdt fiir SqdC bei beiden Bakterien ebenfalls
sehr dhnlich.

R. sphaeroides und S. meliloti scheinen von einem gemeinsamen Vorfahren
abzustammen, aber wihrend R. sphaeroides photosynthetisch aktiv geblie-
ben ist, scheint S. meliloti seine Féhigkeit zur Photosynthese, unter Beibe-
haltung funktionsfahiger sqd-Gene, im Laufe der Evolution verloren zu
haben.
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4.2 Die Gene olsA und olsB sind die ersten, an der Ornithinlipid-
Biosynthese beteiligten Gene, die bisher identifiziert wurden

Nicht nur die relativ weite Verbreitung von Ornithinlipid bei Bakterien
machen Ornithinlipid zu einem interessanten Forschungsgegenstand,
sondern auch das Vorkommen dieses Phosphor-freien Membranlipids bei
pathogenen Bakterien wie Bordetella, Mycobacterium und Pseudomonas.
Durch funktionelle Komplementierung von Ornithinlipid-defizienten Mu-
tanten konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit zum ersten Mal Gene, die an
der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligt sind, isoliert werden. Gezielte Gen-
inaktivierung der beiden an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten Gene
olsA und olsB fiihrten zu Ornithinlipid-Nullmutanten, die keine Ornithin-
lipidbildung mehr zeigten.

Datenbanksuchen bei den noch nicht vollstdndig sequenzierten Genomen
bei NCBI mit den Sequenzen von 0ISA und 0lsB ergaben, dass sich Amino-
sdure-Identititen von mehr als 30 % {iber einen Bereich von 70 Amino-
sduren bei beiden Enzymen nur zu Bakterien ergaben, bei denen das Vor-
kommen von Ornithinlipid schon beschrieben war (Tabelle 11).

Tab. 11: Vorkommen von Ornithinlipid in verschiedenen Bakterien und die
dazugehorigen Aminosdure-Identititen ihrer moglichen "OIsA"-
und "OlsB"-Homologen mit den, an der Ornithinlipid-Biosynthese
beteiligten, sinorhizobiellen 0ISA- und o0lsB-Genprodukten iiber
einen Bereich von mindestens 70 Aminosduren. Die angegebene
Referenz beschreibt die Identifizierung von Ornithinlipid im je-
weiligen Organismus.

Spezies "OIsA™ "OIsB" Referenz

Bordetella bronchiseptica 34 % 36 % Kawai & Moribayashi, 1982a
Bordetella pertussis 36 % 43 % Kawai & Moribayashi, 1982a
Mycobacterium tuberculosis 36 % 36 % Lanéelle et al., 1990
Pseudomonas aeruginosa 33 % - Kawai et al., 1988b

Rhodobacter sphaeroides 33 % 43 % Benningetal., 1995
Thiobacillus ferrooxidans 32 % 36 % Ghosh & Mishra, 1987

BLAST-Suchergebnisse in der Datenbank des derzeit durchgefiihrten
Genomprojekts zur Sequenzierung von R. sphaeroides (2.12.11) zeigen,
dass das 0IsA-Gen von S. meliloti 1021 mit einem Genabschnitt von

R. sphaeroides eine Aminoséuren-Identitit von 33 % besitzt, wihrend das
sinorhizobielle 0lSB-Gen mit einem zweiten Genabschnitt auf dem
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identischen Contig eine Aminosduren-Identitédt von 43 % aufweist
(gnlJlUTHSC 1063 |rsphaer X8503contigb). Die beiden gefunden Genab-
schnitte liegen bei R. sphaeroides in einem Operon, wobei das 0lSB-
Homologe sich stromaufwérts vom 0lsA-Homologen befindet und das
Stopcodon von "olsB" sich mit dem Startcodon von "0ISA" {iberlappt.
Auch bei Streptomyces coelicolor und Mycobacterium tuberculosis liegen
die olsA- und olsB-homologen Gene in einem Operon vor und auch in
diesen Organismen befindet sich "0lsB", verbunden durch verschriankte
Stop- und Startcodons, stromaufwérts von "0ISA". Die Zugangsnummern
bei NCBI fiir "OIsA" und "OlsB" von Streptomyces coelicolor sind
CAB63169.1 und CAB63170.1 sowie von Mycobacterium tuberculosis
CAAI16111.1 und CAA16112.1.

Um so iiberraschender ist es, dass sich die beiden an der Ornithinlipid-
Biosynthese beteiligten Gene 0ISA und olsB bei S. meliloti 14,2 kb
voneinander entfernt auf dem Chromosom von S. meliloti 1021 befinden.
Das 0lsB-Gen liegt dabei stromaufwérts von 0ISA (siche Abbildung 34).

olsB tme mutS ginD mviN
=< H > >t
orf218  olsA

2,5 kb unbekannt —
niftU  orfl67

Abb. 34: Bisher bekannte mogliche Offene Leserahmen, die zwischen den
an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten Genen 0lsB und olsA
von S. meliloti 1021 liegen. AuBer den drei ORFs (NifU, ORF218,
ORF167) stromaufwirts von 0ISA, die im Ergebnisteil beschrieben
worden sind, gibt es stromabwarts von 0lSB mindestens vier
weitere ORFs: Das tme-Gen, welches fiir ein NADP-abhéngiges
Malat-Enzym codiert, mutS, welches fiir ein DNA-Mismatch-
Repair-Protein codiert, gInD, welches fiir Uridylyltransferase
codiert und mviN, dessen abgeleitete Aminosiurensequenz Ahn-
lichkeiten zu einem Virulenzfaktor in Salmonella typhimurium
aufweist.

Durch Genbanksuchen auf den Servern von NCBI und dem Genomprojekt
von S. meliloti 1021 konnten mehrere mogliche Offene Leserahmen, die auf
der 14,2 kb groflen DNA-Region zwischen 0lsB und 0ISA liegen, ermittelt
werden. Der erste Offenen Leserahmen (tme) stromabwdrts von 0ISB codiert
mit 764 Aminosduren fiir das NADP-abhéngige Malat-Enzym (AAB82460).
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Der zweite Offenen Leserahmen (mutS) codiert fiir ein Protein mit 916
Aminosduren (P56883). Das Genprodukt dieses Offenen Leserahmens
reprasentiert ein DNA-Mismatch-Reparatur-Protein von S. meliloti (unver-
offentlichte Angabe).

Beim dritten Offenen Leserahmen (gInD) stromabwirts von 0lSB handelt es
sich um ein Protein mit 950 Aminosduren (AF227730), welches fiir eine
Uridylyltransferase bei S. meliloti codiert.

Der vierte Offenen Leserahmen (mviN) codiert fiir ein Protein mit 535 Ami-
nosiuren, welches Ahnlichkeiten zum Virulenzfaktor MviN von Salmonella
typhimurium zeigt (S40271).

Stromabwiérts von mviN befindet sich ein cirka 2,5 kb groer Genbereich,
dessen Sequenz noch nicht bekannt ist. Erst etwa 2,5 kb stromaufwiérts von
olsA beginnen die, unter 3.11.1 beschriebenen Offenen Leserahmen nifU,
orf218 und orf167.

Keiner der identifizierten Offenen Leserahmen, die auf der 14,2 kb groflen
Genregion zwischen 0ISB und olsA liegen, scheint an der Ornithinlipid-
Biosynthese beteiligt zu sein und man konnte vermuten, dass dieser DNA-
Bereich wihrend der Evolution der Rhizobien zwischen 0lSB und olsA
intergriert ist. In diesem Zusammenhang ist es duferst interessant, dass
dieser Bereich doch zumindest zwei Gene (tme, gInD) enthilt, die bei der
symbiotischen Lebensweise von Rhizobien einen entscheidenden Unter-
schied machen konnten. S. meliloti besitzt auBer dem NADP-abhidngigen
Malat-Enzym (Tme) ein weiteres Malat-Enzym (Dme), welches NAD oder
NADP als Cosubstrat verwenden kann (Voegele et al., 1999). Dme-
defiziente Mutanten sind nicht mehr in der Lage Stickstoff-fixierende
Knollchen zu bilden (Driscoll & Finan, 1993). Auch fiir Tme kann deshalb
vermutet werden, dass es eine wichtige Rolle fiir die Symbiose spielt. GInD
kontrolliert {iber die Modifikation des PII-Systems die Assimilation von
Stickstoff (Atkinson & Ninfa, 1998) und konnte ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Symbiose spielen.

Bardin et al. (1996) beschrieben auf Grund von Promotor-Studien zwei
mogliche PhoB-Bindungsstellen (PHO-Boxen), die den PhoB-regulierten
phoCDET-Genen von S. meliloti vorgelagert sind. Obwohl die Ornithin-
lipid-Synthese durch cytoplasmatisches Phosphat und iiber den Regulator
PhoB reguliert wird (Geiger et al., 1999), konnte stromaufwirts der
Ornithinlipid-Biosynthese-Gene 0ISA und olsB keine PHO-Box oder andere
regulatorische Sequenzen gefunden werden. Somit bleibt die Frage, ob die
Synthese von Ornithinlipid tatsédchlich durch PhoB reguliert wird, oder ob
die PhoB-Bindungsstellen von Gen zu Gen variieren konnen, weiterhin
offen.
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4.3 Das sinorhizobielle olsA-Gen gehort zur Familie der Lyso-
Phosphatidsaure-Acyltransferasen

Eine NCBI Datenbanksuche mit dem BLAST-Algorithmus (Altschul et al.,

1997),

fithrte bei OISA zu einer Reihe von Lyso-Phosphatidsdure-Acyltrans-

ferasen pro- und eukaryontischer Herkunft (Abbildung 35).
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Abb. 35: Alignment der Lyso-Phosphatidséure-Acyltransferasen verschie-

dener Bakterien mit dem, an der Ornithinlipid-Biosynthese betei-
ligten 0lsA-Genprodukt von Sinorhizobium meliloti 1021.
E.coli_PIsC, PIsC von Escherichia coli (Coleman, 1992);
N.gono_PIsC, PIsC von Neisseria gonorrhoeae (Swartley et al.,
1995); N.meni_NIlaA, NlaA von Neisseria meningitidis (Swartley
etal., 1995); N.meni_NlaB, NlaB von Neisseria meningitidis
(Shih et al., 1999); S.meli_OIsA, OlsA von S. meliloti 1021.
Identische Aminosduren sind mit einem schwarzen, dhnliche mit
einem grauen Kasten gekennzeichnet.
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Die Enzymgruppe der Lyso-Phosphatidsdure-Acyltransferasen katalysiert
normalerweise die Konversion von Lyso-Phosphatidsdure zu Phosphatid-
sdure. Die erste, als PIsC bezeichnete, 1-Acyl-sn-Glycerol-3-Phosphat-
Acyltransferase wurde Anfang der 90'er Jahre aus Escherichia coli isoliert
(Coleman, 1992). Phosphatidsdure ist eine wichtige Vorstufe fiir die Bio-
synthese der Glycerophospholipide Phosphatidylethanolamin, Phosphatidyl-
glycerol, Cardiolipin und Phosphatidylcholin.

Bei den Lyso-Phosphatidsdure-Acyltransferasen gelten die beiden Motive
NHQS und PEGTR als besonders stark konserviert (West et al., 1997). In
leicht abgeénderter Form, NHVS von Aminosdure 72 bis 75 und PEGTT
von Aminosdure 143 bis 147, finden sich die beiden hochkonservierten
Motive auch in der OIsA-Sequenz von S. meliloti (Abbildung 35).

Vor kurzem beschrieben Heath & Rock (1998) ein Konsensus-Peptid-Motiv
(H(X)4D), welches in allen bisher bekannten Glycerolipid-Acyltransferasen
vorhanden sein soll. Histidin (H) an Position 73 und Asparaginsidure (D) an
Position 78 der sinorhizobiellen OlsA-Sequenz konnten diesem Motiv ent-
sprechen.

Interessanterweise variieren die Lyso-Phosphatidsdure-Acyltransferasen
beziiglich ihrer Aminosdurensequenzen auflerhalb der konservierten Be-
reiche sehr stark. Bei Neisseria meningitidis zum Beispiel gibt es mindes-
tens drei verschiedene Enzyme, NlaA, NlaB und eine dritte Aktivitit, die in
nlaA- und nlaB-Doppelmutanten nachgewiesen werden konnte, die eine
Lyso-Phosphatidsdure-Acyltransferase- Aktivitét in vitro besitzen (Shih
etal., 1999). Aber obwohl NlaA und NlaB vom gleichen Organismus
stammen, ist ihre Aminosduresequenz sehr verschieden (Abbildung 36).
Mutanten, die in NlaA oder NlaB inaktiviert sind, zeigen ein unterschied-
liches phéanotypisches Verhalten. Dies ldsst vermuten, dass die beiden
Enzyme unterschiedliche biochemische Funktionen im Bakterium besitzen.
In Abbildung 36 ist ein, mit dem Program TreeView erstelltes Dendro-
gramm verschiedener Lyso-Phosphatidsdure-Acyltransferasen mit dem
olsA-Genprodukt von S. meliloti dargestellt. Von den Sequenzéhnlichkeiten
her gesehen, gehort OlIsA eindeutig zur Gruppe der Lyso-Phosphatidsdure-
Acyl-transferasen. Trotzdem zeigt die sinorhizobielle olsA-inaktivierte
Mutante ORLD1 weder eine Anreicherung von Lyso-Phosphatidsédure, noch
eine Beeintrachtigung ihrer Glycerophospholipid-Biosynthese unter
normalen Wachstumsbedingungen. Der einzige erkennbare, verdnderte
Membranlipid-Phénotyp bei dieser Mutante ist der Verlust von
Ornithinlipid. Fiir die Bildung der Glycerophospholipide miisste somit eine
andere Lyso-Phos-phatidsdure-Acyltransferasen-Aktivitit in S. meliloti
vorhanden sein.
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E.coli PIsC

S.meli OlsA

I N.gono PIsC

L N.meni NlaA

N.meni NlaB
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0.1

Abb. 36: Dendrogramm verschiedener Lyso-Phosphatidsdure-Acyltrans-
ferasen pro- und eukaryontischer Herkunft und dem an der
Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten 0lsA-Genprodukt von
Sinorhizobium meliloti 1021. Das Dendrogramm wurde mit dem
Programm TreeView auf Grund des Clustal W-Alignments der
verschiedenen Sequenzen errechnet. Die Skalierung bedeutet 0.1
Aminosdurenaustausch pro Position. Coconu PLSC, PLSC von
Cocos nucifera (Knutzon et al., 1995); E.coli PlsC, PIsC von
Escherichia coli (Coleman, 1992); HumA PLSC, PLCA von
Homo sapiens (West et al., 1997); HumB PLSC, PLCB von Homo
sapiens (West et al., 1997); Limnan PLSC, PLSC von Limnanthes
douglasii (Brown et al., 1995); N.gono PlsC, PlsC von Neisseria
gonorrhoeae (Swartley et al., 1995); N.meni NlaA, NlaA von
Neisseria meningitidis (Swartley et al., 1995); N.meni NlaB, NlaB
von Neisseria meningitidis (Shih et al., 1999); S.meli OlsA, OIsA
von S. meliloti 1021.

Die Sequenzierung der 0lsA-Genregion der chemischen Ornithinlipid-
defizienten Mutante BW908 zeigt zudem, dass der Austausch von nur
einer Base an der Aminoséureposition 11 des Enzyms ausreichte, um
einen Defekt in der Ornithinlipid-Biosynthese herbeizufiihren (siehe 3.13).
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4.4 Die Aminosauresequenz des sinorhizobiellen olsB-Genprodukts
enthalt einige hochkonservierte Peptid-Motive

Aus Tabelle 11 ist zu ersehen, dass die Aminosduren-Identitdten "OlsB"-
Homologer anderer Bakterien mit dem, an der Ornithinlipid-Biosynthese
beteiligten olsB-Genprodukt von S. meliloti 1021 zum Teil erstaunlich hoch
sind. Sowohl bei R. sphaeroides, als auch bei B. bronchiseptica lagen die
Aminosduren-Identitdten der "OlsB"-Homologen iiber einen Bereich von
70 Aminosduren bei 43 % im Vergleich zur OlsB-Sequenz von S. meliloti
1021. Ein Alignment der moglichen "olsB"-Genprodukte mit dem 0lsB-
Genprodukt von S. meliloti findet sich in Abbildung 37.

Im Alignment der "OIsB"-Sequenzen finden sich gleich mehrere hoch
konservierte Bereiche. Ein erstes Motiv von Aminoséure 52 bis 57
(QRLRYDVF) findet sich in leicht abgewandelter Form auch bei der

S. meliloti OlsB-Sequenz (QAVRYRVF). Das von Heath & Rock (1998)
vorgeschlagene Konsensus-Peptid-Motiv (H(X)4D) fiir Glycerolipid-Acyl-
transferasen konnte bei der OlsB-Sequenz von S. meliloti zwischen den
Aminosduren 87 und 92 liegen. Ein weiteres hoch konserviertes Motiv
(VGTYRLL) befindet sich zwischen den Aminosduren 104 bis 110 bei

S. meliloti. Ein letztes konserviertes Motiv (GRSCVHPDYR) gibt es auch
in leicht veranderter Form von Aminosédure 145 bis 154 bei der sinorhizo-
biellen OlsB-Sequenz (GRSCVLPEYR).
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M t uberc L s mm o e e e e e e e eeeeeeeaa o
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P. aer ugi
R sphaer
S.nelilo

DgFCEHLI l
DRHEAFIGYEBLBE- - - - - d LVAT'ﬁRLL
nvvcnYRLL

B. bronch
B. pertus
M t uberc
S.coelic S- -
T.ferrox 105 Y YAETEFDL S5 {RIVVAee
P.aerugi 87 !FYSEEEF[}LSGL DNEG -

2IVEL GRSCVHPEYREGAVI
2V El GRICVEAPEYRNGAY!

R sphaer 86 BAdNeRACrS= BADANR : 3

S nelilo 115



Diskussion 93

B. bronch
B. pertus
M t uberc
S.coelic
T.ferrox
P. aer ugi
R sphaer
S.nelilo

B. bronch
B. pertus
M t uberc
S.coelic
T.ferrox
P. aer ugi
R sphaer
S.nelilo

B. bronch
B. pertus
M t uberc
S.coelic
T.ferrox
P. aer ugi
R sphaer
S.nelilo

Abb. 37

: Alignment potentieller "0lSB"-Genprodukte verschiedener Bakte-
rien mit dem, an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten 0lsB-
Genprodukt von Sinorhizobium meliloti 1021.

B.bronch, "OlsB" von Bordetella bronchiseptica (gnl|Sanger 518|
bbronchi_Contig2085); B.pertus, "OlsB" von Bordetella pertussis
(gnl|Sanger 520|B.pertussis_Contig382); M.tuberc, "OlIsB" von
Mycobacterium tuberculosis (CAA16112.1); P.aerugi, "OlsB" von
Pseudomonas aeruginosa (AE004851 6); R.sphaer, "OlsB" von
Rhodobacter sphaeroides (gnl[UTHSC 1063|rsphaerX8503
contig6); S.coelic, "OlsB" von Streptomyces coelicolor (CAB
63170.1); S.melilo, OlsB von S. meliloti 1021; T.ferrox, "OIsB"
von Thiobacillus ferrooxidans (gnl|TIGR|t ferrooxidans 6149).
Identische Aminosduren sind mit einem schwarzen, dhnliche mit
einem grauen Kasten gekennzeichnet.

Zur graphischen Veranschaulichung, welche "OlsB"-Sequenzen sich am
dhnlichsten sind, wurde das mit Clustal W erstellte Alignment mit Hilfe des
Programms TreeView in ein Dendrogramm umgewandelt (Abbildung 38).
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S.melilo
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Abb. 38: Dendrogramm der "0lsB"-Genprodukte verschiedener Bakterien
und dem an der Ornithinlipid-Biosynthese beteiligten 0lsB-Gen-
produkt von Sinorhizobium meliloti 1021. Das Dendrogramm
wurde mit dem Programm TreeView auf Grund des Clustal W-
Alignments der verschiedenen Sequenzen errechnet. Die Ska-
lierung bedeutet 0.1 Aminosdurenaustausch pro Position.
B.bronch, Bordetella bronchiseptica; B.pertus, Bordetella
pertussis; M.tuberc, Mycobacterium tuberculosis; P.aerugi,
Pseudomonas aeruginosa; R.sphaer, Rhodobacter sphaeroides;
S.coelic, Streptomyces coelicolor; S.melilo, S. meliloti 1021;
T.ferrox, Thiobacillus ferrooxidans.

Nach diesem Dendrogramm ist die OlsB-Aminoséuresequenz von

S. meliloti 1021 der "OIsB"-Aminosdurensequenz von R. sphaeroides am
dhnlichsten. Wie schon bei SqdB-Aminosduresequenz, so zeigte sich auch
bei den OlsA- und OlsB-Aminoséurensequenzen die nahe Verwandtschaft
dieser beiden a-Proteobakterien.
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4.5 Die Inaktiervierung von olsA erbrachte die Anreicherung eines
moglichen Ornithinlipid-Biosynthese-Zwischenproduktes

Uber die Ornithinlipid-Biosynthese konnte bisher nur spekuliert werden,
da kein Zwischenprodukt des Stoffwechselweges bekannt war. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte durch Inaktivierung des an der Ornithinlipid-Biosyn-
these beteiligten, sinorhizobiellen 0lSA-Gens zum ersten Mal eine mogliche
Ornithinlipid-Vorstufe angereichert werden. Auf Autoradiogrammen der mit
[1-14C]-Acetat-Pulse-markierten Membranlipide der olsA-inaktivierten Mu-
tante ORLD1 war im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp ein neues
Lipid-Signal sichtbar (Abbildung 27).

Ein, durch milde alkalische Hydrolyse hergestelltes, [1-'*C]-Acetat-mar-
kiertes Lyso-Ornithinlipid, welches nur eine Fettsdurekette besitzt, befand
sich nach Mischung des Lipids mit [1-"*C]-Acetat-markierten Lipidextrak-
ten des S. meliloti 1021-Wildtyps an etwa der gleichen Position auf dem
Autoradiogramm wie das neue Lipid-Signal von ORLD1 (Abbildung 28).
Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass die Inaktivierung des
sinorhizobiellen 0lsA-Gens zur Anreicherung von Lyso-Ornithinlipid
fiihrte.

Der, in der Einleitung vorgeschlagene mogliche Biosyntheseweg fiir die
Bildung von Ornithinlipid konnte somit von der Zwischenstufe erstmalig
experimentell bestitigt werden (Abbildung 39), wobei der endgiiltige
Beweis, bestehend aus den OlsB- und OlsA-Enzymreaktionen, noch
aussteht.

Die Akkumulation von Lyso-OL in OlsA-defizienten Mutanten lassen
zudem vermuten, dass 0ISA den zweiten Schritt der Ornithinlipid-Biosyn-
these, die Veresterung der Hydroxylgruppe der 3-Hydroxyfettsdure mit der
Carboxylgruppe der zweiten Fettsdure katalysiert. 0lSB wire demnach fiir
den ersten Schritt der Ornithinlipid-Biosynthese, die Bildung der Amid-
bindung zwischen der a-Aminogruppe des Ornithins und der Carboxyl-
gruppe der 3-Hydroxyfettsdure zustindig. Diese Vermutung wird erhirtet
durch die Tatsache, dass sich 0lsB bei anderen Bakterien in einem Operon,
bei S. meliloti in derselben Leserichtung jedoch 14,2 kb stromaufwirts von
olsA befindet.
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Ornithin Lyso-Ornithinlipid Ornithinlipid
oIsB ? oIsA ?
HOOC HOOC HOOC
3- Hydroxy ACP Acyl -ACP
Acyl-ACP OH (0]

Abb. 39: Mogliche Biosynthese von Ornithinlipid bei S. meliloti 1021.
Das olsB-Genprodukt wiirde demnach in einem ersten Schritt die
3-Hydroxyfettsdure auf Ornithin iibertragen. Das 0lsA-Genprodukt
wiirde in einem zweiten Schritt die erste Hydroxyfettsédure mit
einer zweiten Fettsdure verestern. ACP, Acyl-Carrier-Protein.

4.6 Die Ornithin- und Sulfolipid-defizienten Mutanten ORLD1 und
SLD11 waren in ihrem Wachstumsverhalten nicht beeintrachtigt

Bei R. sphaeroides und Synechococcus spielt das Phosphor-freie Sulfolipid
vor allem eine Rolle fiir das Wachstum der Bakterien unter Phosphat-
mangelbedingungen. Im Vergleich zu ihren jeweiligen Wildtypen zeigten
die Sulfolipid-defizienten Mutanten dieser photosynthetischen Bakterien
eine deutlichen Wachstumsbeeintrachtigung in Medien ohne verfligbarem
Phosphat (Benning et al., 1993; Giiler et al., 1996). Im Gegensatz dazu
beeinflusste der Verlust von Sulfolipid das Wachstum von S. meliloti 1021
nicht signifikant ( siche Abbildung 12). Zwar setzte das Wachstum der sino-
rhizobiellen Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 in Medien mit einem
ausreichenden oder wachstumslimitierenden Gehalt an anorganischem
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Phosphat im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp mit einer leichten
Verzogerung ein, aber in der stationdren Phase erreichten beide Stimme

die gleiche End-OD.

Beim Vergleich der Membranlipidzusammensetzung der Sulfolipid-defi-
zienten Mutante SLD11 mit dem S. meliloti 1021-Wildtyp zeigte sich,

dass unter Phosphatmangelbedingungen bei der Mutante der Gehalt an
Phosphatidylglycerol fast verdreifacht wurde (siehe 3.5). Der Defekt in

der Sulfolipid-Biosynthese wirkte sich somit vor allem auf die Syntheserate
von Phosphatidylglycerol aus.

Bei der sinorhizobiellen Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 war, im
Gegensatz zur Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11, eine leichte Verzo-
gerung des Wachstum der Ornithinlipid-Nullmutante im Vergleich zum

S. meliloti 1021-Wildtyp nur unter Phosphatmangelbedingungen zu ver-
zeichnen. Aber auch diese Ornithinlipid-Nullmutante erreichte in der
stationdren Phase die gleiche End-OD wie der Wildtyp (sieche Abbildung
26A und 26 B). Der Verlust von Ornithinlipid wurde bei der Ornithinlipid-
defizienten Mutante ORLD1 im Vergleich zum S. meliloti 1021-Wildtyp in
erster Linie ausgeglichen durch eine erhohte Syntheserate von Phosphatidyl-
ethanolamin (3.17).

Somit konnte weder unter Hochphosphat-, noch unter Niedrigphosphat-
Bedingungen ein Einfluss der Phosphor-freien Membranlipide Ornithinlipid
oder Sulfolipid auf das Wachstum von S. meliloti 1021 festgestellt werden.
Sicherlich wére es zukiinftig von Interesse, das dritte Phosphor-freie Mem-
branlipid DGTS mit in die Untersuchungen einzubeziehen. Da unter wachs-
tumslimitierenden Bedingungen der Phosphatkonzentration S. meliloti 1021
iiberwiegend DGTS bildet, wiirde sich ein Verlust dieses Lipids sicherlich
auf das Wachstum des Bakteriums in Niedrigphosphat-Medien auswirken.
Vor allem in Hinblick darauf, dass DGTS, aber vielleicht auch Ornithin-
lipid, in erster Linie vom Regulator-Protein PhoB kontrolliert werden,
Sulfolipid im Gegensatz dazu aber anscheinend einen anderen Regulator
besitzt (Geiger et al., 1999), wire es interessant zu untersuchen, inwiefern
sich der Verlust von DGTS und Ornithinlipid moglicherweise auf die
Sulfolipid-Biosynthesesyntheserate auswirken konnte.

Bisher wurden Mutanten, die eine Defizienz an Phosphor-freien Lipiden
aufweisen, nur in der exponentiellen Wachstumsphase ausfiihrlicher unter-
sucht. Ob eine verinderte Uberlebensfihigkeit unter Mangelbedingungen
besteht, ist bisher nicht geklért. Generell ist deshalb nach wie vor davon
auszugehen, dass die Phosphor-freien Membranlipide fiir das Uberleben von
S. meliloti unter Mangelbedingungen, wie sie in Phosphat-armen Boden
herrschen, von Bedeutung sind.
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4.7 Die Phosphor-freien Membranlipide von Sinorhizobium meliloti
scheinen keinen Einfluss auf die Wurzelknéllchensymbiose zu
haben

Seit ldngerem ist bekannt, dass phoB-Mutanten, die kein DGTS mehr bilden
konnen, in ihrer Fahigkeit zur Wurzelkndllchensymbiose nicht beeintrach-
tigt sind. DGTS wird bei S. meliloti 1021 aber normalerweise nur unter
Phosphatmangelbedingungen synthetisiert (Geiger et al., 1999). Im Gegen-
satz zu DGTS werden die zwei anderen sinorhizobiellen Phosphor-freien
Membranlipide Ornithinlipid und Sulfolipid bei S. meliloti auch unter
Kulturbedingungen mit einer ausreichenden Konzentration von verfligbarem
Phosphat gebildet. Auch im Innern der Pflanze und in den Wurzelknéllchen
scheinen die Bakterien geniigend verfligbares Phosphat vorzufinden
(Bieleski et al., 1973).

Studien zur Wurzelknollchensymbiose mit den sinorhizobiellen Ornithin-
und Sulfolipid-defizienten Mutanten wéhrend dieser Doktorarbeit fiihrten zu
dem Ergebnis, dass weder Ornithinlipid, noch Sulfolipid fiir eine effiziente
Wurzelknollchenbildung erforderlich sind (3.6.2 und 3.19.2). Zwar nodu-
lierte die Ornithinlipid-defiziente Mutanten ORLD1 im Vergleich zum

S. meliloti 1021-Wildtyp mit einer leichten Verzogerung, aber am Ende des
Testzeitraums war die Anzahl der gebildeten Knollchen, die sich auf den
Pflanzenwurzeln zeigten, bei beiden Stimmen annéhernd gleich. Auch die
sinorhizobielle Ornithin- und Sulfolipid-defiziente Doppelmutante OSD1
war in der Lage, wie der S. meliloti 1021-Wildtyp zu nodulieren (3.23.2).
Die rétliche Farbung der von den verschiedenen Mutante gebildeten
Wurzelknoéllchen und die Griinfarbung der Pflanzenblitter im Vergleich

zu den Kontrollpflanzen {liber den ganzen Testzeitraum hinweg, verweist
zudem auf eine effiziente Stickstoff-Fixierung bei allen Mutanten.

Wie eingangs erwihnt, scheint das dritte Phosphor-freie Membranlipid
DGTS ebenfalls keinen Einfluss auf die Wurzelkndllchensymbiose zu
haben, da phoB-Mutanten, die kein DGTS mehr bilden kénnen, vollstan-
dig intakte Knollchen ausbilden (Geiger et al., 1999).

Somit scheint unter den untersuchten Bedingungen keines der drei Phos-
phor-freien Membranlipide von S. meliloti 1021 fiir die Symbiose mit der
Wirtspflanze erforderlich zu sein.



5. Zusammenfassung

Das Bakterium Sinorhizobium meliloti, welches symbiontisch mit Legumi-
nosen Stickstoff-fixierende Wurzelknollchen bilden kann, besitzt auller den
typischen Phosphor-haltigen Membranlipiden auch die Phosphor-freien
Membran-bildenden Lipide Sulfolipid, Ornithinlipid und Diacylglycerol-
N,N,N-Trimethylhomoserin (DGTS). Diese Phosphor-freien Membranlipide
werden verstérkt (Sulfolipid und Ornithinlipid) oder ausschlieBlich (DGTS)
unter Phosphat-limitierenden Wachstumsbedingungen anstelle der Phospho-
lipide gebildet und scheinen durch diesen Sparmechanismus den Bedarf des
Bakteriums fiir Phosphat erheblich zu reduzieren. Da iiber die Funktion
dieser ungewohnlichen Phosphor-freien Membranlipide von S. meliloti
bisher nichts bekannt war, sollte geklért werden, ob diese Lipide eine Rolle
bei der Ausbildung der Wurzelkndllchensymbiose spielen. Da die Bildung
von DGTS nur erfolgt, wenn ein funktioneller PhoB-Regulator im Bakte-
rium vorhanden ist, und da PhoB-defiziente Mutanten immer noch Stick-
stoff-fixierende Knollchen bilden kdnnen, scheint DGTS fiir die symbion-
tische Lebensweise von S. meliloti nicht von Bedeutung zu sein. Deshalb
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Bedeutung der anderen Phosphor-
freien Membranlipide, Sulfolipid und Ornithinlipid, fiir die Wurzelknoll-
chensymbiose untersucht.

Das Sulfolipid Sulfoquinovosyldiacylglycerol findet sich haufig in den
Thylakoidmembranen photosynthetischer Bakterien und Pflanzen. Der
Nachweis von Sulfolipid in Rhizobien brachte die Fragen auf, ob Sulfolipid
bei diesen nicht-photosynthetischen Organismen eventuell von der Wirts-
pflanze stammen kdnnte und ob es eine Rolle bei der Wurzelknollchen-
symbiose spielt. Die Isolierung der an der Sulfolipid-Biosynthese beteiligten
Gene (sqdB, sqdC, sqdD) aus S. meliloti zeigte, dass diese Gene bakteriellen
Ursprungs sind und nicht durch horizontalen Gentransfer von Wirtspflanzen
erhalten wurden. Die Inaktivierung des fiir die Sulfolipid-Biosynthese
essentiellen sqdB-Gens fiihrte zu einer Sulfolipid-defizienten Mutante von
S. meliloti. Diese sinorhizobielle Sulfolipid-defiziente Mutante besall
Wachstumseigenschaften wie der Wildtyp und konnte auf den Wirts-
pflanzen Alfalfa genauso gut Stickstoff-fixierende Knollchen bilden

wie der Wildtyp. Dies zeigt, dass sinorhizobielles Sulfolipid nicht fiir

die Ausbildung der Wurzelknodllchensymbiose benotigt wird.
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Obwohl das Ornithinlipid a-N-(Acyloxyacyl)-Ornithin bei Bakterien weit
verbreitet ist, war bisher weder seine Biosynthese noch Gene, die daran be-
teiligt sind, bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche
chemische Mutanten isoliert, die nicht mehr in der Lage waren Ornithinlipid
zu bilden. Ornithinlipid-defiziente Mutanten wurden mit einer Genbank
komplementiert und die Sequenzierung komplementierender Subklone
fithrte zur Identifizierung von einem Gen (0IsA), das zwei der chemischen
Mutanten komplementieren konnte und zu einem zweiten Gen (0lsB), das
eine der chemischen Mutanten komplementierte. Inaktivierung von 0ISA
oder von 0lIsB fiihrt in beiden Fallen zu Ornithinlipid-defizienten Mutanten.
Die sinorhizobielle OlsA-inaktivierte Mutante besall Wachstumseigenschat-
ten wie der Wildtyp und konnte auf den Wirtspflanzen Alfalfa genauso gut
Stickstoff-fixierende Knollchen bilden wie der Wildtyp. Dies zeigt, dass
sinorhizobielles Ornithinlipid nicht fiir die Ausbildung der Wurzelknoll-
chensymbiose benétigt wird.

Basierend auf der Struktur des Ornithinlipids wurde davon ausgegangen,
dass minimal zwei Strukturgene flir seine Biosynthese benotigt werden. Da
das OlsA-Genprodukt Ahnlichkeiten zu Lysophosphatidsiure-Acyltrans-
ferasen besitzt und da die mégliche Zwischenstufe Lyso-Ornithinlipid in
OlsA-defizienten Mutanten akkumuliert, vermuten wir, dass OIsA fiir eine
O-Acyltransferase codiert, welche die Umwandlung von Lyso-Ornithinlipid
in Ornithinlipid katalysiert. OlsB zeigt bisher nur Ahnlichkeiten zu Offenen
Leserahmen deren Funktion nicht bekannt ist. Bei einigen Bakterien liegen
olsB- und olsA-homologe Gene hintereinander in einem Operon, was ver-
muten lésst, dass sie auch funktionell zusammengehoren. Daher schlagen
wir vor, dass OlsB fiir eine N-Acyltransferase codiert, welche die Konden-
sation einer 3-Hydroxyfettsdure an Ornithin unter Bildung von Lyso-Orni-
thinlipid katalysiert. Uberaschenderweise sind bei S. meliloti die olsB- und
0lsA-Gene etwa 14,2 kb voneinander auf dem Chromosom entfernt und
moglicherweise ist wihrend der Evolution zwischen beiden Genen ein
DNA-Fragment integriert, das wichtige Gene (tme, gInD) fiir die Symbiose
enthalt.

Da keines der Phosphor-freien Membranlipide (Sulfolipid, Ornithinlipid
oder DGTS) von S. meliloti essentiell fiir die Ausbildung der Wurzel-
knollchensymbiose ist, vermuten wir, dass diese Lipide eine wichtige
Funktion beim Uberleben unter Phosphatmangelbedingungen, wie sie in
Boden haufig herrschen, spielen.
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7. Anhang

7.1 Aminosauren- und DNA-Sequenz des sqd-codierenden Genbereichs von S. meliloti 1021

Die Aminosduren- und DNA-Sequenz des sqd-codierenden Genbereichs von S. meliloti 1021

wurde bei der NCBI Datenbank hinterlegt. Die Zugangsnummer ist AF194444.

LOCUS AF194444 3989 bp DNA BCT 23- FEB- 2000
DEFI NI TION  Si nor hi zobiumneliloti SqdB (sqdB), glycosyl transferase SqdD

(sqdD), and SqdC (sqdC) genes, conplete cds.
ACCESSI ON  AF194444

VERSI ON AF194444.1 d:7021337
KEYWORDS .
SOURCE Si nor hi zobium neliloti.

ORGANI SM  Si nor hi zobium nel il oti

Bacteria; Proteobacteria; al pha subdivision; Rhizobiaceae group;

Rhi zobi aceae; Si nor hi zobi um
REFERENCE 1 (bases 1 to 3989)
AUTHORS Wi ssenmayer, B., Geiger, O. and Benni ng, C.

TI TLE Di sruption of a gene essential for sulfoquinovosyldiacyl gl ycero
bi osynthesis in Sinorhizobiummeliloti has no detectable effect on

root nodul e symnbi osis
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 3989)
AUTHORS Wi ssenmayer, B., Geiger, O and Benning, C
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (13-0OCT-1999) Biochenistry, MU, 224, East
48824-1319, USA
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..3989
/ organi sn=" Si nor hi zobi um neliloti"
/strain="1021"
/db_xref ="t axon: 382"

gene 612..1832

/ gene="sqdB"
CDSs 612..1832

/ gene="sqdB"

/function="involved in sulfolipid synthesis specifically

i n UDP-sul f oqui novose production"

/note="simlar to Rhodobacter sphaeroi des SQDB"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product =" SqdB"

/ protein_id="AAF35288. 1"
/db_xref="G:7021338"

/transl ation="MI AVLGGDGFVGNPTALHL SDAGHEVHI LDNLSRRW DTELGV
QSLTPMDSI QERTRI WHAETGRRI HFNLI DLARDYEL L KNW.AEHRPDAVVHFAEQRA
APYSMKSDRHKNYTVNNNVNATHNLLNAL VEL EL DAHLVHLGTMGVYGYSTI GAAI PE
GYLPVGE ETMGEETVNCQE! LYPSNPGSVYHMIKCL DQLLFQFYAKNDGLRI TDLHQA
VWGTHTEQTRRHPQLI NRFDYDGDYGTVLNRFLI QAAI DYPLTVHGTGGOTRAFI HI Q
DSVRCI ELALRNPPARGSRVEI FNQMTETHRI RDLAEMVARMI GAKI AW. PNPRKEAA
ENEL VVRNEKFLAL GLNPVRLEDGLL SEI VDVAKKFAYRVDRSRVPAVSAWT KDl APL
| NHDPEGKRLKSVS"
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gene

1829..2704

/ gene="sqdD"

1829. . 2704

/ gene="sqdD"
/function="involved in sulfolipid biosynthesis"
/note="simlar to Rhodobacter sphaeroi des SQDD'
/codon_start=1

/transl _table=11

/ product =" gl ycosyl

/ protein_id="AAF35289. 1"
/db_xref="d :7021339"

transferase SqdD"
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ESL ADFHRLNSGVFVAEPAVAT FEKMLAAL DAPDAFWPRT DQT FL QSFFPDWHGLPVT
MNMLQYVWFNL PELWDWRSI GVLHYQYEKPWEKDHPRADALRPLI DLWHAFLTGEQ P
DI AGLPNPQAGLTSP"

gene

CDS

2701..3627

/ gene="sqdC"

2701. . 3627

/ gene="sqdC"
/function="involved in sulfolipid biosynthesis"
/note="simlar to Rhodobacter sphaeroi des SQDC'
/codon_start=1

/transl _table=11
/ product =" SqdC"

/ protein_id="AAF35290. 1"
/db_xref="G:7021340"

/transl ati on="MIRVLVSGGTGFVGRFI | EHLLANGYEVTVGGRSPPPAGFYSQP
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SFVTTSLRVTGVYGPAGSCRKHKWEDL FSDY1 AGRPVPRRI GTEVHGDDVAQAVRL ML
ETEPARI SGQVFNVSDVLTDNREI LSFLQAATGCPHPL PPAAEAAAFKTMSTEKL RAL
GW/PGGRERLAATI RELAVQAVTVEPRFRPSP"

BASE COUNT
ORIG N

1
61
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541
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721
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841
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961
1021
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767 a

att gaact cg
tcgttgccag
ttaccttggc
ttgcgccgec
gcgcct t gaa
cgat cgccag
ccat gaaat g
agacccgct g
acat ggcatt
caagcact gc
gagaat cgt g
ccctgcattt
ggat cgacac
cgcgcatctg
gcgact acga
t cgccgagca
t caacaacaa
at gcccat ct
cgat ccct ga

1308 c

gt cgaat gag
tgcct ccgge
cgcgat cagc
ggccttttcg
gtcgatttcc
cgacgcct gc
cagat agcgc
gat cagt cgg

ct ccgggagg
agctttgtca

cat gaagat t
gt ccgat gcg
ggaact cggc
gcacgcggaa
act cct gaag
gcgggecgec
cgt caacgcg
cgtgcatctc
aggct acctg

1168 g

ccggecgcetc
agacgccgt g
agcgcegt cge
gt cgcggt ct
at acggt gga
t cgacgccga
gcat ggt aga
t ggccggt ct
atttattgcg
caatcctatc
gcagt cctcg
ggccacgagg
gttcaatccc
accggccggce
aact ggct gg
ccctattcga
acccacaatc

ggt acgat gg
cccgt cggcea

746 t

acgcggaagc
gcecgtcectg
cgcgcect gat
cgat agt cag
cgacgaagac
gaagccgcag
cgacgccgga
cggt cagctc
ttttcctgtg
ct at caggac
gcggt gat gg
ttcacat cct
t gacgccgat
gtattcactt
cggagcat cg
t gaagagcga
t cct gaacgc

gcgtttacgg
t cgagaccat

cgcttgcgea
accgttgatg
ctgctgetge
gacgt cgt cc
gaggccttcc
at agt cggtc
aaaat cggt g
gccggcaagce
caggaacaaa
cctgtcctct
tttcgtcggce
cgacaatctc
ggattccatc
caatctgatc
gcccgat gcg
caggcacaag
act ggt cgaa
ctattccacg

gggcgaagag

gccaggaat t
accgcaat ga
aggatcattt
at gcgcgcecg
acgtcgcctt
cgggcgcgcet
t cct cgt aat
gaaat cagt g
aagacatttg
t cccgagcag
t ggcccaccg
t cccgeeget
caggagcgca
gat ct cgccc
gt cgt ccact
aact acacgg
ct cgaact cg

at cggggcgg
acggt gaacc
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1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961

aggaaat cct
agctgctctt
gcatcgtctg
t cgact at ga
act at ccgct
act cggt gcg
agat att caa
gcat gaccgg
aact cgt ggt

acgggct gct
cgcgegt gee
cggagggcaa
cagtccctcc
ctacgcgctc
tatcgtcgtg
cgact gccge
t cagcgccge
ttcgcecgetce
catcttcatc
ggaatttgcc
cggegtctte
t gcgccggac
tt ggcat ggc
gctttgggac
ggat cat ccg
cggcgagcag
at gacccgcg
ctgct ggcaa
tattcgcaac
gccttcgacg
cgcggaggcg
cgccttttceg
gccgtctatg
acgttctacg
agtttcgtca
aaacacaagt
at cggcacgg
gaaccggcga
gagat cct ct
gaagcggcag
ggcggaaggg
gaaccaagat
cccctgecgaa
gcat gcgggg
cgaccacaat
ccgagacgat
aacgcgat gg
cggat agt gt

ctatccttce
ccagttct at
gggcacgcat
cggggat t ac
gacggt t cac
ct gcat cgag
ccagat gacg
cgcgaaaat c
gcggaacgag
tt cggagat c
ggcggtttce
gcggcet gaaa
tccacggt ga
ggt gcgcggg
ct ccat accg
ct gat ccaaa
aacgt gcat g
gacaatttct
gat gccgacg
gcagcgccga
gt cgccgage
gccttctgge
ct gccggt ga
tggcgct cga
cgcgeggat g
attcccgata
ttctcgtctc
acggct at ga
ccgtgtccca
atatctatta
agggt gacga
aggaagcgcg
gcgagacggc
gacaggt aaa
cgacgagcct
ggagcgat ct
aagt ccacgg
gaat at ccgg
cctttctcca
cat t caagac
aaagact ggc
ttcgceectce
t gcgcggecg
agaaggt ggc
ttccggcgge
gaggt t gcga
cacgacgggc
caat gccacc

aat ccgggct
gcgaagaat g
acggagcaga
ggaaccgt cc
ggaaccggceg
ctcgcgcetca
gaaacgcat ¢
gcct gget ge
aaattcctcg
gt cgacgt gg
gcct ggacga
tcggtttcat
ct gcgecgeca
ccctgetcag
gcggggt gga
ccgacct gct
agcaggcacc
gcaagat aag
cgatcgtgtt
acgtct at ga
cggcagt cgc
cgcgcacgga
cgat gaacat
t cggggt get
cgct gcgece
ttgccggt ct
cggcggcacc
ggt cacggtc
t gt gccgcetc
tttcgtccat
t cccacgagt
cgccgecgge
gccgeeggt t
gct cgccacc
gcgcegt cacc
cttttccgat
cgacgatgtc
tcaggtgttc
ggct gcaacc
gat gt cgacg
t gcgacgat ¢
accct aaccc
atattggttg
ggcagccgga
acgccgaaac
tctccctcga

gaat ggccgg
cgcgagggc

ccgtctatca
acggcct cag
cgcggegt ca
tcaatcgttt
gccagacgceg
ggaacccgcc
gcat ccgcga
ccaat ccgcg
cgct cggect
cgaagaaat t
aggacat cgc
gagccgcegt c
cgctttcgtg
at cgat ccgt
t gccgect cc
gcecgetttceg
cttcacaaaa
gct gt ggcaa
gcgcaacatc
gagt ct cgcg
gacctt cgag
ccagaccttt
gct gcaat at
ccattaccag
gct gat cgat
t cccaat ccg
ggattcgtcg
ggt gggcgct
cgtctcgatg
gcggetttcg
ttccgecgeg
gt acggcgct
gt cgct gaga
gagaacgcct
ggt gt ct acg
tacattgccg
gcccaggcecg
aacgtctccg
ggct gccecge
gagaagct gc
cgggagcettg
tctcceegeg
caat gacgaa
t gaggggcaa
ggat cggt gc
caat at gacc
caaagcgcac

cat gaccaag
gat caccgat
tccgcagcet c
cct gat ccag
cgccttcatc
ggcgcgegge
tctcgccgag
caaggaagcg
caatccggtt
cgcct at cge
ccccttgatc
ttcgccagtc
acgct cgtca
ct cacccgga
ct cgagccge
gacgaattca
ggacgcaagc
ct cgt cgaat
gacaagct gt
gacttccacc
aagat gct cg
ct gcaaagct
gtgtggttca
t acgaaaagc
ct ct ggcacg
caagccggcc
gccgcet t cat
ctccgecgec
cggat gcgga
agcat gt cga
ccaat ct cga
gcgttttcct
cgt cacct gt
t gaaat cgat

gccecgeggg
gccgaccggt
tccgcct cat
acgt gct gac
accct ctgcc
gcgeget cgg
ccgt gcaagc
agcggggaga
accgcgagtc
ttccggtcat
gat ggagcag
at aggcgt ac
ctgtccgcca

tgcct ggat ¢
ct gcat cagg
at caaccgct
gcagcaat cg
cat att cagg
agccgegt cg
at ggt cgcac
gccgagaacg
cgcct cgaag
gt cgat cgct
aaccacgat c
cggaggggct
ccaacagcga
cgcccgcaga
t gaccgaat t
acgcccggcea
ccgatttcca
acgaacgctg
tcctctatcc
gcct gaact ¢
cggccct cga
tcttccccga
acctgcctga
cgt gggagaa
cttttctgac
t cacgt cgcc
cat cgagcac
tgccggettt
ccaggccggce
gggcagat at
cggctcecgtt
gt cgagccge
cgagccggac
gaccgaccac
ct cgggacga
gccaaggcgce
gct cgaaacc
cgacaaccgc
gccggeageg
ct gggt gccg
t gt gaccgtt
ggggacat gc
ccttctccce
ccgagat cga
ccaaggccgce
cggt cgccga
t gcgt gt gac
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7.2 Aminosauren- und DNA-Sequenz der olsA-Genregion von S. meliloti 1021

olsA befand sich auf dem Insert von pBW33 und pPBW25. Die Sequenz des gesamten Inserts
von pBW33 und die iiberlappende Teilsequenz auf pPBW25 wurden bei der NCBI Datenbank
hinterlegt. Die Zugangsnummer ist AF232919.

LOCUS AF232919 2844 bp DNA BCT 18- JUN- 2000

DEFI NI TION  Sinorhi zobiumneliloti N fUlike protein gene, partial cds;
put ati ve endopepti dase, putative N acetyltransferase (rim), and
putative acyltransferase (ol sA) genes, conplete cds; and M aB-1Iike
protein gene, partial cds.

ACCESSI ON  AF232919

VERSI ON AF232919.1 @ :8571391
KEYWORDS .
SOURCE Si nor hi zobium neliloti.

ORGANI SM  Si nor hi zobi um nel il oti
Bacteria; Proteobacteria; al pha subdivision; Rhizobiaceae group
Rhi zobi aceae; Si norhi zobi um
REFERENCE 1 (bases 1 to 2844)
AUTHORS Wi ssenmayer, B. and Gei ger, O
TI TLE Identification of a gene required for ornithine |ipid biosynthesis
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 2844)
AUTHORS Wi ssenmayer, B. and Cei ger, O
TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submi tted (08-FEB-2000) Centro de |Investigacion sobre Fijacion de
Ni trogeno, UNAM Av. Universidad, Cuernavaca, Morelos 62210,
Mexi co
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..2844
/ organi sn=" Si nor hi zobium neliloti"
/db_xref ="t axon: 382"
CDS <1..194
/note="Orf64; sinmlar to the Anabaena sp. L31 N fU
deposited in Swi ssProt Accession nunmber P33179"
/ codon_start=3
/transl _table=11
/product="NifU1ike protein"
/ protein_id="AAF76865. 1"
/db_xref="G:8571395"

/transl ati on=" TRVRPAVAQDGGDI TFRGFKDGTVFLNVKGACSGCPSSTATLRH

GVQONLLRHFVPEVEAVESV"
CDS 431..1087

/note="Orf218; sinmlar to the Pasteurella haenol ytica
O si al ogl ycopr ot ei n endopepti dase deposited in Sw ssProt
Accessi on nunber P36175"
/codon_start=1
/transl _table=11
/ product =" put ati ve endopepti dase"
/ protein_id="AAF76862. 1"
/db_xref="G:8571392"
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/transl ati on="M.VLAI DTSGSGCFAAVYDGGAGELLACAGADI CRGHAERL VEF
VDEALSASGRELGEI DRI AVTI GPGSFTG RVGVAAARGLALALGKPAVG TTLHVWWA
ESARLNQAGQPVL VL DAKRDEVYL QAFDASCRPQCGEAEI LPAEEARLRFSAFAG AC
GSGAPAVTGAAGGKPDEI DVAAL ARL GAAADPVSARPKPL YL RGPDAKPQAGFAVTRA

gene 1142..1645
/gene="rim"

CDSs 1142, .1645
/gene="rim"

/note="Rim; Ofl67; simlar to the Escherichia col
peptide N-acetyltransferase deposited in Sw ssProt

Accessi on nunber S56597"
/codon_start=1
/transl _table=11

/ product ="putati ve N-acetyltransferase"

/ protein_id="AAF76863. 1"
/db_xref="d :8571393"

/transl ati on="MSLTDYFTRRTEFDI FALEEADL GAAAAL HRORFAAAWSDGEI H
G_LSQETVFGFVARQTNANGVFRPAFGGFVL SRAVAGEAE! LTI GVDSRYARSGLGAR
L MQAAVREAAVKGAEAL FL EVDETNQAAI AL YGKL GFRKVGERKAYYQARPGERSAAL
VMRLDLR'
m sc_feature 1646. . 1689
/note="sinmlar to RI ME2"

gene 1765. . 2643
/ gene="ol sA"
CDS 1765. . 2643

/ gene="ol sA"

/function="ornithine |ipid biosynthesis"

/note="A sA; simlar to the Neisseria gonorrhoeae

1-acyl -sn-gl ycerol - 3- phosphat e acyl transferase encoded by
sequence deposited in Sw ssProt Accession nunber @®9601

Nl aA"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product ="put ati ve acyl transferase”
/ protein_id="AAF76864. 1"
/db_xref="d :8571394"

/transl ation="M NWRVALCGVLLVWSLVLMPVQ LCLW.DLKPRRW.PRHWH
RVACLLLGLRVRVHGEL DRRRPLLL SANHVSWKDI LVL SSVADVWFVAKSDVKSWPI F
GLLARLQASVFVEREQKRTTGHQVNDI GRRLADCEI VWLFPEGT TSDGNRLLDI KTSL
FGAAASAVPQSPTGVVHVQPLAI SYTE HGVPMGRYHRPI AAWPGDI GLVPHLLGVLR
EGALEVDVDFGEAVDYDRHANRKEVSRLI GORI RKML SDRL RGRSRSAAKGEPAPACS
AAPDI PSDAQRSRLAP"

CDS 2693..>2844

/note="Orf50; sinmlar to the Sal nonella typhinuriumM aB
encoded by sequence deposited in GenBank Accessi on Nunber

CAB62263"

/codon_start=1

/transl _table=11

/ product="M aB-1i ke protein"
/ protein_id="AAF76866. 1"
/db_xref="G:8571396"

/transl ati on="MIQETALLSTSPEGGDLNVPARKVFVKTYGCQVWNVYDSDRVSDA
LSRDGYV"

BASE COUNT 455 a 925 ¢ 932 ¢ 532 t

ORIG N
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//

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

agacgcgggt
aggacggaac
cgacct t gag
t cgaat ccgt
tcctttgett
gtgtggtttt
gcggt aact g
cgcggct gaa
ct acgacggc
cgcggagcge
cgaaat cgat
cgttgccget
gcttcacgtc
cct cgacgcec
gggggaggcg
cat cgcct gc
gatcgatatg
t aagccgcet t
cgcct gaccg
gat gagcctt
ggccgatctc
cggcgaaat c
caat gccaat
gggcgaagcc
ctggcgectc
cct ggaagt c
caaggt cggc
t gt cat gcgg
gcat cccgceg
gcgcagtttg
ctgctcgtca
ct gaaaccgc
ctgcgegtcc
cacgt ct cct
aagt cggacg
tt cgt ggaac
ctcgccgatg
ct gct cgaca
accggegt gg
at ggggcgcet

cttctcgggg
gact at gacc

aagat gct gt
cccgegt get
t gacggcccg
ggaaaccgct
ggtcttcgtc
tgcgctctcg

t cggccecgcec

ggtgttcctg
gcacggcgtg
ct gat ccgaa
actgtttggc
t gggat agaa
cggct gcgea
atgctagttc
ggcgccggag
ct cat ggaat
cggat t gccg
gcgcgcggcec
gt cgccgaaa
aaacgggacg
gaaat cct gc

ggct ccggt g
gcggcecct cg
tatctgcgeg
gaagacgcca
accgact act
ggcgcegegg
cat gggct cc
ggcatgttcc
gagat act ga
at gcaggcgg
gacgagacga
gagcgcaagg
ctcgatcttc
tctcaaccta
gaaggt gcct
t ggt ct cgcet
ggcgct ggcet
gcgt ccat gg
ggaaggat at
t caagagct g
gcgagcagaa
gggaaat cgt
t caagacctc
tccacgtcca
at cat cggce
t gct cagaga
ggcacgcgaa
cggat cggct
ct gcagcgcec
aaaat gcttc
cttctgtcga
aagacct at g
cgcgacggct

gt cgcccagg
aacat gaaag

cagaacct gc
gcggat cggg
ttcattttcc
t cgcaagt gt
ccct cgcage
ttgccattga
aacttctggc
t cgt ggat ga
t gacgat agg
t cgcget gge
gcgcgaggct
aggtttacct
ccgccgagga
cccct geegt
cccgget ggg
gaccggacgc
ttcgccecgta
t cacccgecg
ccgcgcet geca
t gagt cagga
ggccggectt

cgat cggggt
ccat gcggga

accaggccgce
cctattatca
gct agagegg
tt ggaat aga
gcggat gat ¢
ggtgctgatg
gccgegt cac
cgagct cgac
cctggtgett
gccgatattc
gcgcaccacc
cgtgctcttc
gct gtt cgge
gccget ggeg
gat cgccgcea
gggagccct g
ccgcaaggaa
gcgagggcgce
ggacat cccg
aactttgggg
cgt cgcccga
gct gt cagat
at gt

acggcggega
gcgcat gctc
tgcgccact t
gcgcgggaat
ttacatcgtc
gatt ccgaag
cgcaccgctc
tacat ccggg
at gcgcgggc
ggcct t gage
t ccaggat cg
gct cggaaag
gaaccaggct
ccaggccttc
agcgcgcectg
caccggcgceg
ggct gcggec
caagccccag
tattctccag
caccgaattc
t cgccagege
gacggtattc
cggcggcettc
cgact cccgce
ggccgecegt c
aat cggcctc
ggcgeggecc
gat gaggaaa
tcacgttcac
aat t gggt gc
ccggt ccaga
t ggcat cgcg
cgccggegtc
tcctcggt gg

gggcttctcg
ggt caccagg

ccggaaggaa
gcggecgcett
atttcctaca
t ggccggggy
gaggt cgat g
gt aagccgcec
tcccgatccg
t cagacgcgce
cgct at gcac

ggggggcgac
gaacgt ct at

cat caccttc
cggct gcece
cgttccggaa
ct gcat ggca
tttccatatt
ggccgcageg
gcaggcgeag
tccggttgtt
gcggat at cg
gcct cgggee
ttcaccggga
ccecgeggt cg
ggccagecgg
gat gctt cgg
cgcttttccg
gcgggeggea
gatccggttt
gccggattcg
aacgt ccaag
gacattttcg
tttgcecgeeg
ggattcgtcg
gtcctgtcge
tacgcgcgcet
aaaggggccg
t acggaaagc
ggcgaacgca
gt gt gt gcgg
tgtttcacgce
gggt cgct ct
ttctttgect
tcgecct gt ct
ccttgctcct
cggacgt cgt
ccecgecttca
t caat gacat
cgacct ccga
cggcggt cce
ccggcat cca
acat cggct t
tcgatttcgg
t cat cggt ca
ccgcgaaggg
aaaggt cgcg
t aaagaaccc
ctgaacgttc
gact ccgacc

cgcggcttca
tcct cgacgg
gt cgaagcgg
ggcccgegea
ccttatcccg
act t ggacat
gggaggagac
tcgct gcegt
gacgt ggcca
gggaact cgg
tccgt gt cgg
ggat caccac
tgct cgt cgt
gacggccgca
ctttcgecegg
agccggacga
cagcgcgt cc
ccgt gacccg
aaacgccccc
cgctt gaaga
cct ggagcga
cgcgccagac
gggcggt cgce
ccggt ct cgg
aggcact gtt
tcggcttccg
gcgcggeget
ttttccgecc
aaacggt gaa
ttgcggcatg
ct ggct cgat
gct gct cgge
gagcgccaat
tttcgttgee
ggcat cggt t
cgggcggegg
cggcaaccgg
gcagt cgccg
cggcat gccg
ggt gccgcac
cgaggcggt g
gcggat ccgce
cgagccggcc
gct cgcgeceg
gcat gaccca
cggcgcgceaa
gcat gt cgga
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7.3 Aminosauren- und DNA-Sequenz der olsB-Genregion von S. meliloti 1021

Die olsB-Genregion von S. meliloti 1021 befand sich auf dem Insert von pBW65. Die
Aminosduren- und DNA-Sequenz von pBW65 ist unten aufgelistet. Die Sequenz wurde
teilweise selbst bestimmt und zum Teil vom Konsortium des S. meliloti 1021-Genom-
projekts zur Verfiigung gestellt.

LOoCcUS nki t 360605 4125 bp DNA BCT 04- OCT- 2000
DEFI NI TION Sinorhi zobiumneliloti putative acyltransferase (ol sB)
ACCESSI ON
KEYWORDS .
SOURCE Si nor hi zobium neliloti.
ORGANI SM  Si nor hi zobi um nel il oti
Bacteria; Proteobacteria; al pha subdivision; Rhizobiaceae group
Rhi zobi aceae; Si norhi zobi um
REFERENCE 1 (bases 1 to 4125)
AUTHORS Wi ssenmayer, B. and Cei ger, O
TI TLE Onithine Iipid biosynthesis
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 4125)
AUTHORS Wi ssenmayer, B. and Cei ger, O
TI TLE Di rect Subm ssion
JOURNAL Submitted (04-OCT-2000) Centro de |Investigacion sobre Fijacion de
Ni trogeno, UNAM Av. Universidad, Cuernavaca, Morelos 62210,
Mexi co
FEATURES Location/Qualifiers
sour ce 1..4125
/ organi sn=" Si nor hi zobium neliloti"
/db_xref="taxon: 382"
CDS 346. . 2625
/note="orf759; simlar to the Pseudononas aerugi nosa
t wo- conponent sensor deposited in Accession number
AAB86557"
/codon_start=1
/ product =" Or f 759"

/transl ati on=" MSERMFRERVRAGAGT GSGAGRTASAAPAVNL GAAVI RQRRPLG
DPSAGGARVAYALAGH VAAM.LLAVGAGAGLHLLPAI | AAGGLVGAFLLLSGRDEASG
KRVAGAGETAQDPARHGI ETAALLATI HDAMGDLAI VRDL DGKI MQANGAFHEL CGCA
DARGL TCAEL GLRFEPKTGPDRYFVHI YTPSGTRL YDWHDVL VRDPARGRPVRHSI AR
DVTEEM. AASQREEARRRAEEASRAKSRL LATVSHE! RTPLSG LGVSRLLAETRLSE
EQKNYL AGMQQSGHTL VQL VEDL | DFSSLAVGRFQL RPSQEDL RQTVENVVEM. SPRA
HEKNI El GATVAI EVPERML FDAARL RQVL FNVWGNAVKFTEKGGVFVSVDI ENGSVR
| Rl DDSGPGVBADEL ARVFEEFEQAGDDAQRAKGTGLGLAI SRRI MEAFGGSL TATSM
SGKGSRFEI RFPMAGAGL SGVPVRRG LAGAQVL VMAPEGPSSAALAATI ETLGGTCH
RASTLAVAGRVVAGAL GNRLPLTDVI VDHRHAAQFREL LAL EPAI AGLRLRRTYLI SP
EERTSHPVSRLGGYEAW. | RPLRERSL VEVL L GRLRGVEKRDAI NDNRPVLREEPTAT
VMI'SDVRG LLAEDDPVNAL VL RSL L SRAGRAVDHVGDFKAL EAAL RSAGSAPPPLI V
TDL NMVPGGDGL DVL RRL REAEAAGGRRRVPVL VL TADARGDL DERL RAAGADAVL AKP

ADPCRLLAEVTRLNVDPVAK"
gene 2743..3720

/ gene="ol sB"
CDS 2743..3720

/ gene="ol sB"
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/ not e="A sB;

simlar to the Streptonyces coelicol or

Protein SCMLO. 10c deposited in Accession number

CAB63170. 1"
/ codon_st ar

t=1

/ product =" d sB"

/transl ati on=" Ml ELLDSMGVVDTSNAYI RKAVAAPASDVLGRI ANLETRLARS
AAEI DAAQAVRYRVFVEENMKAQVAPEAGRRKRDI DSWDAI CDHLLVLDTSI EGDAEEQ
| VGTYRLLRQDVAERTGGFYSASEFAI GEL L SRHPGKRFMEL GRSCVLPEYRTKRTVE
LLWOQGNWAYALKHG DAMFGCGSFPGVVPEEHAL AL SFL HHNVRVRDEWAVSARPEL Y
RTVDLMPPEAI NPKKAL AAL PAADQGL YAARCNGRRRGCCGRSSVPHHRRADRPADRON
FRPLSELLRRRCGALFLAQ LI VYRCTSNFHDGSI LNHKGEHSPLCLRG'
conpl ement (3847..>4125)

gene

CDS

/ gene="t ne"

conpl erent (3847..>4125)

/ gene="t ne"

/ not e="i denti cal
NADP- dependent

AAB82460"
/ codon_st ar

t=1

/ product =" TIVE"

/transl ati on=" CRLSGTANVLVMPAFHSASI STKMLQELGGSTVI GPLLVG.DKS
VQ ASVSAKDSDLVNLAAI AAYNAGT RRGSAESRKTAGT SSVAASPDG'

BASE COUNT

ORIG N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

690 a

gaaaaaggag
t gct aggacc
aaggattttt
cgatttgtgce
cttgcaggcg
gt caaacccc
tttcgagagc
gcggegeecg
ccttcggcag
ctccttgeceg

ggcct ggt cg
gccggegecg
cttgcgacga
at cat gcagg
acct gcgegg
catatctata
ccggegegeg
gcggcaagcc
cgtctgctcg
agccggct cc
cagcagt ccg
gccgt cggac
gt ggt cgaga
gccat cgagg
aacgt ggt cg
at cgagaacg
gagct cgcgce
ggcaccggcc
accgccacga
gccggt ct ct
at ggcgececg
acgtgccatc
aat cggct gc

1285 ¢

cgttcgct aa
t gt ggacact
ccgcagcaaa
aaaacccttc
gacggcct gc
t at ccat aag
gt at gagggc
cggt gaacct
ggggcgegeg
t cggt gcggg
gcgecttcct
gcgagact gc
t ccat gacgc
ccaat ggcgce

agct gggat t
cgccct cggg
gccgaccgat
agagggagga
ccaccgt cag
tt gccgagac
gccacaccct
ggt t ccagct
tgct gt cgec
tacccgagcg
gcaacgcggt
gct ccgt gecg
gcgttttcga
t cggect cge
gcat gt ccgg
cgggecgttcc
aggggccctc

gggcttcgac
cgct gacgga

1392 g

aactttaggc
t at ggat agg
gggttgccce
gggcagccca
ggcgccggat
t gt ccacagg
t ggcgegggce
cggt gccgee
cgt cgect at
cgcgggtct g
gctattgtcc
gcaggacccc
cat gggcgat
cttccat gag
gcgcet t cgag
cacgcggctc
gcgccacagce
ggcgcggcegg
t cacgaaat ¢
gcggttgtcg
ggttcaattg
gcgeecgt cg
ccgcgcacac
gatgcttttc
gaaat t cacg
cat ccggatc
agagt t cgag
gat at cccgg
caagggaagc
cgttcggege
ct cggcecgeg
acttgccgtc
tgtcatcgtc

758 t

gt cggct gaa
ggtttgattt
ctttgcaagg
tattgcggtg
tttccacgaa
t cct aggccg
acgggot cgg
gt cat ccggce
gctct cgeeg
cacct gct gc
ggccgegacy
gcacggcat g
ctcgccat cg
ctttgcggat
ccgaagacgg
tacgat t ggc
at cgct cgeg
cgcgccgagg
cgt acccecge
gaagagcaga
gt cgaggat c
caggaggat c
gagaagaaca
gacgcggegce
gagaagggcg
gacgat agcg
caggcaggcg
cggat cat gg
cggt t cgaga
ggcat t ct gg
cttgccgeca

gcgggacggg
gat caccgcc

ggcattcgga
t gcacaaat c

gaaaagccgc
ccttgtcgeg
agt ccctcge
cgggcat gag
gggccggeag
agcgccggcec
gcatcgttgce
cggcgat cat
aggcgt cggg
gcat t gaaac
t ccgcgacct
gcgcggacge
gcccagaccg
acgacgt gct
at gt t acgga
aggcgagccg
tttccggcat
agaact at ct
tgatcgattt
t gcgccagac
t cgagat cgg
gcct gecgeca
gcgtcttcgt
gt cccggceat
acgacgccca
aggccttcgg
tccggttccce
cgggcgcaca
cgat cgagac
tcgtcgcecgg
at gcggegcea

to the Sinorhizobiumneliloti
mal i ¢ enzym deposited in Accession nunber

aggcttgccg
ggt caat gcc
cggcagt ggg
aaaaat ccgg
aat at gggcc
cgagcggat g
gaccgcat ca
gt t gggcgat
ggcaat gct g
cgcggct ggg
gaagcgggt t
cgcggcegcetc
t gacggcaag
gcgggggct g
ctactttgtc
t gt ccgcgac
ggaaat gct g
ggcgaagt cc
cctcggeat g
cgccggceat g
ttcgtcgett
agt cgagaac
tgcgacggt c
ggtgctgttc
ct ccgt cgat
gt ccgccgat
gcgt gccaaa
cggcagect g
gat ggct gge
ggtgcttgte
gct gggeggt
cgcgcet cgge
gtttcgcgag
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/1

1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081

cttcttgcetc
cccgaggagce
cgccctcettc
aaacgcgacg
at gacgt cgg
ct gcggt cgc
ct cgaagccg
aacat gccgg
ggaggcaggc
gagcgccttc
ctccttgecg
gcaccgggcc
t ggt ct aagc

gattcgat gg
gcgagcgat g
gaaat cgat g
gt ggcccccg
cacct gctgg
taccgcct gc
tttgcaat ag
tcctgegt ge
tgggcctatg
gtggttcccg
gacgagt ggg
gaggcgat ca
gcgget cggt
cgtgctgatc
cgat gcgggg
cat gacggaa
gct ccgegag
agcccgectc
cttgcttcaa
ggccgacccg
cgagtccttt
gccgat cacg

gaacgcgggc

t cgagccggce
gcacaagcca
gcgagagat c
cgat caacga
at gtt cgcgg
ttctcagccg
cactccgctc
gcggcegat gg
ggcgggt gec
gagccgceggg
aagt cacccg
9999t cgggg
ccggcagcaa
gcgt ggttga
ttctcggacg
ccgcgcagge
aggccggecg
tgct cgat ac
t gcgccagga
gcgaact t ct
t gccggaat a
cgct gaagca
aagagcacgc
cggtttccge
acccgaagaa
gcaat ggt cg
gt cct gccga
cgcttttcct
gcat att gaa
caaat ct cga

cgttccggga
ccgt ct ggcg
cgtctcgtcc
gccgacat cg
gt cgagccgce
at gacgagca

gat cgccgge
t ccggt gagce
gct ggt cgag
caacagaccg
catcctgcett
t gccgggegt
ggccggttce
tctcgacgtg
ggtgctcgtc
agcggacgcc
cct cat ggac
ttgtatactg
tgacggttcg
cacct ccaat
gat cgccaat
ggt gcgcet ac
acgcaagcgc
ct cgat cgag
cgttgccgag
ct cgcgt cat
t cgcaccaag
cgggat cgat
gct cgegetc
ccggecggag
ggcget cgeg
gcgacggggce
t cggcaaaat
cgccggtatc
ccat aaagga
attttcatca
agcgggct ct
acgcggcaac
ccgcgttata
aggcgatctg
ccagttcctg

cgttcgeggt

ctgcgtttge
cggct cggeg
gt gct gct cg
gt gct gcggg
gccgaggacg
gccgtcgatc
gcccegecegce
ctccggegtc
ct gaccgcgg
gt gct ggcga
cccgttgcaa
ccctggtgtc
ggat gacacg
gcttacatcc
ct cgagaccc
agggtgttcg
gacat cgaca
ggcgat gcgg
cggaccggcg
cccggcaagce
cgcacggt gg
gcgatgttcg
tccttcctge
ctttaccgga
gcgcet gcecg
t gt ggt cgat
ttccggeegt
ctgattgtct
gaacattcgc
cgaacgaaat
tgttttctga
agacgaggt g
ggccgegat a
gaccgacttg
gagcatcttc
gccggaaagc

gcagaacct a
gct at gaggce
ggcggct cag
aagagccgac
accct gt gaa
at gt cggt ga
cgct gat cgt
t acgt gaagc
at gcgcgegg
agcccgecga
aat agaat cc
actatgttgt
at at gacgat
gcaaggcagt
gccttgeecg
t cgaggagat
gct gggat ge
aggagcagat
gcttctactc
gcttcat gga
agctgctgtg
gat gcggttc
at cat aacgt
cgat ggacct
ccgct gat ca
caagcgttcc
tat ct gaatt
at cgct gcac
cgct ct gcct
t ggt cagcca
gcgct cgege
ccggcagttt
gcggccaggt
t cgagaccga
gt cgagat cg
ctgca

t ct cat cagc
ctggctgatc
aggaat ggag
agcgacggt g
tgcactcgtc
cttcaaggcg
caccgacctc
ggaggcggec
cgat ct cgat
cccgcagegg
cagct t cggg
t gcagaaacg
cgaacttctg
t gcggct ccg
at cggcagcc
gaaggcgcag
gat ct gcgac
cgt cggaacc
ggct t cggag
act cggacgt
gcagggcaat

gtttccgggce

ccgggt ccgg
gat gcct ccg

agggct at at
gcaccaccga
attacggcgce
ctcgaatttt
gcgagggt ag
tgat agattg
gat ct t gagg
tccggettte
t gacgaggt c
ccagcagcgg
aggccgagt g
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7.4 Einzelwerte der Wurzelkndllchenbildung des S. meliloti 1021-Wildtyps
und der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 auf Alfalfa-Keimlingen

Die Einzelwerte der Wurzelknéllchenbildung auf Alfalfa-Keimlingen, die mit
dem S. meliloti 1021-Wildtyp oder der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11
inokuliert worden waren, sind in den nachfolgenden Tabellen aufgelistet. Aus
den Werten von je sechs Pflanzen wurden die Mittelwerte und die Standardab-
weichung gebildet. Der Zeitraum in Tagen beschreibt die Zeit nach der Inoku-
lation der Wurzeln mit Bakterien. Es wurden zwei voneinander unabhingige
Experimente durchgefiihrt.

Abkiirzungen: WT-1, Pflanze 1 mit dem Wildtyp inokuliert; SLD11-1, Pflanze 1
mit der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 inokuliert; MW, Mittelwert;
STW, Standardabweichung.

Tab. 12: Knollchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps auf
Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1.

Tage Kndllchenbildung des WT auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1

WT-1 WT-2 WT-3 WT4 WT-5 WT-6 MW STW

7 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 1 2 0 0 1 0 0,7 0,8
14 1 2 0 0 1 0 1,0 0,8
16 1 2 2 0 1 0 1,3 0,9
21 3 2 2 0 1 0 1,3 1,2
24 3 2 2 0 1 0 1,3 1,2
27 3 2 2 0 1 0 1,3 1,2
30 3 2 2 0 1 0 1,7 1,2
34 3 4 2 0 1 0 23 1,6
37 4 5 2 2 1 0 23 1,9
41 4 5 2 2 1 0 25 1,9
44 5 5 2 2 1 0 25 2,1
48 5 5 2 2 1 0 25 2,1
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Tab. 13: Knollchenbildung der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11

auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1.

Tage Kndllchenbildung von SLD11 auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1
SLD11- SLD11- SLD11- SLD11- SLD11- SLD11-

1 2 3 4 5 6 STW

7 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 0 2 0 0 0 0 0,3 0,8
14 0 2 2 0 1 1 1,0 0,9
16 1 2 2 0 1 2 1,3 0,8
21 1 2 2 3 1 2 1,8 0,8
24 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
27 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
30 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
34 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
37 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
41 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
44 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6
48 2 2 2 3 1 2 2,0 0,6

Tab. 14: Knollchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps auf
Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2.

Tage Kndllchenbildung des WT auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2
WT-1 WT-2 WT-3 WT-4 WT-5 WT-6 MW STW
7 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 1 1 1 1 0 0 1,2 0,5
13 2 1 2 2 0 0 15 1,0
16 2 1 2 3 0 1 2,5 1,0
20 3 2 2 4 2 2 3,0 0,8
23 3 2 2 4 4 3 3,0 0,9
27 3 2 2 4 4 3 3,2 0,9
30 3 2 2 4 4 4 3,2 1,0
34 3 2 2 4 4 4 3,2 1,0
41 3 2 2 4 4 4 3,2 1,0
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Tab. 15: Knollchenbildung der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 auf

Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2.

Tage Kndllchenbildung von SLD11 auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2
SLD11- SLD11- SLD11- SLD11- SLD11- SLD11-

1 2 3 4 5 6 STW

7 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0

10 1 1 0 0 0 0 0,3 0,5

13 3 2 0 0 2 1 1,3 1,2

16 4 4 0 0 2 2 2,0 1,8

20 5 5 0 0 2 2 2,3 2,3
23 6 6 0 0 2 2 2,7 2,7
27 6 6 0 5 2 2 3,5 25
30 6 6 0 5 2 2 3,5 2,5
34 6 6 0 5 2 2 3,5 2,5
41 6 6 0 5 2 2 3,5 25
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7.5 Einzelwerte der Wurzelkndéllchenbildung des S. meliloti 1021-Wildtyps
und der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 auf Alfalfa-Keimlingen

Die Einzelwerte der Wurzelknéllchenbildung auf Alfalfa-Keimlingen, die mit

dem mit S. meliloti 1021-Wildtyp oder der Ornithinlipid-defizienten Mutante
ORLDI1 inokuliert worden waren, sind in den nachfolgenden Tabellen aufgelistet.
Aus den Werten von je sechs Pflanzen wurden die Mittelwerte und die Standardab-
weichung gebildet. Der Zeitraum in Tagen beschreibt die Zeit nach der Inokulation
der Wurzeln mit Bakterien. Es wurden zwei voneinander unabhingige Experimente
durchgefiihrt.

Abkiirzungen: WT-1, Pflanze 1 mit dem Wildtyp inokuliert; ORLD1-1, Pflanze 1
mit der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 inokuliert; MW, Mittelwert;
STW, Standardabweichung.

Tab. 16: Knollchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps auf
Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1.

Tage Kndllchenbildung des WT auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1
WT-1 WT-2 WT-3 WT4 WT-5 WT-6 MW STW
5 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
15 2 4 0 1 3 3 2,2 1,2
20 5 5 5 1 4 4 4,0 1,0
25 5 6 5 1 4 4 4,2 1,2
30 8 6 6 1 4 4 4,8 1,8
35 8 6 6 2 4 4 50 1,7
40 8 6 8 2 4 4 53 2,0
45 8 6 8 2 4 4 53 2,0
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Tab. 17: Knollchenbildung der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1
auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1.

Tage Kndllchenbildung von ORLD1 auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 1

ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1

-1 -2 -3 -4 -5 -6 STW
5 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
15 2 0 2 1 1 2 1,3 0,7
20 3 0 3 1 2 3 2,0 1,0
25 3 2 3 1 2 6 2,8 1,2
30 3 2 4 1 2 6 3,0 1,3
35 4 2 4 4 2 6 3,7 11
40 4 2 4 4 2 6 3,7 11
45 4 2 4 4 2 6 3,7 1,1

Tab. 18: Knollchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps auf
Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2.

Tage Kndllchenbildung des WT auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2
WT-1 WT-2 WT-3 WT4 WT5 WT-6 MW STW

5 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
20 0 2 4 3 2 3 23 1,0
25 0 3 5 8 3 10 4,8 2,8
30 0 3 5 12 3 10 55 3,7
35 1 5 5 12 3 14 6,7 4,2
40 1 5 5 12 3 14 6,7 4,2
45 2 8 10 12 8 14 9,0 3,0
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Tab. 19: Knollchenbildung der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1

auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2.

Tage Kndllchenbildung von ORLD1 auf Alfalfa-Wurzeln, Experiment 2
ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1
-1 -2 -3 -4 -5 -6 STW
5 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
20 0 1 0 0 0 0 0,2 0,3
25 2 7 1 3 3 3 3,2 1,3
30 3 7 1 3 3 4 3,5 1,3
35 4 12 5 3 3 6 55 2,3
40 4 12 5 3 3 6 55 2,3
45 9 12 9 3 5 10 8,0 2,7
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7.6 Einzelwerte der Wurzelkndéllchenbildung des S. meliloti 1021-Wildtyps
sowie der Ornithin- und Sulfolipid-defizienten Doppelmutante OSD1
auf Alfalfa-Keimlingen

Die Einzelwerte der Wurzelknollchenbildung auf Alfalfa-Keimlingen, die mit

dem S. meliloti 1021-Wildtyp, der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLDI,

der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 oder der Ornithin- und Sulfolipid-
defizienten Mutante OSD1 inokuliert worden waren, sind in den nachfolgenden
Tabellen aufgelistet. Aus den Werten von je sechs Pflanzen wurden die Mittelwerte
und die Standardabweichung gebildet. Der Zeitraum in Tagen beschreibt die Zeit
nach der Inokulation der Wurzeln mit Bakterien. Es wurden zwei voneinander
unabhingige Experimente durchgefiihrt.

Abkiirzungen: WT-1, Pflanze 1 mit dem Wildtyp inokuliert; ORLD1-1, Pflanze 1
mit der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1 inokuliert; SLD11-1, Pflanze 1
mit der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11 inokuliert; OSD1-1, Pflanze 1 mit
der Ornithin- und Sulfolipid-defizienten Mutante OSD1 inokuliert; MW, Mittelwert;
STW, Standardabweichung.

Tab. 20: Knollchenbildung des Sinorhizobium meliloti 1021-Wildtyps
auf Alfalfa-Wurzeln.

Tage Kndllchenbildung des WT auf Alfalfa-Wurzeln
WT-1 WT-2 WT-3 WT-4 WT-5 WT-6 MW STW
5 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 0 1 0 0 0 0 0,2 0,4
15 1 2 0 0 1 0 0,7 0,8
20 2 7 2 1 1 0 2,2 25
25 4 7 6 2 1 4 4,0 23
30 7 7 8 4 1 4 52 2,6
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Tab. 21: Knollchenbildung der Ornithinlipid-defizienten Mutante ORLD1
auf Alfalfa-Wurzeln.

Tage Kndllchenbildung der Mutante ORLD1 auf Alfalfa-Wurzeln
ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1 ORLD1

-1 -2 -3 -4 -5 -6 STW
5 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 0 0 0 0 0 1 0,2 0,4
15 0 0 0 0 1 1 0,3 0,5
20 1 2 1 1 3 4 2,0 1,3
25 3 2 2 3 3 4 2,8 0,8
30 6 4 3 5 3 4 4,2 1.2

Tab. 22: Knollchenbildung der Sulfolipid-defizienten Mutante SLD11

auf Alfalfa-Wurzeln.

Tage Kndllchenbildung der Mutante SLD11 auf Alfalfa-Wurzeln
SLD11- SLD11- SLD11- SLD11- SLD11- SLD11-

1 2 3 4 5 6 STW
5 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
15 1 0 2 0 0 1 0,7 0,8
20 1 3 3 0 0 1 1,3 14
25 3 3 3 0 0 1 1,7 15
30 5 5 3 0 0 5 3,0 2,4

Tab. 23: Knollchenbildung der Ornithin- und Sulfolipid-defizienten Doppelmutante
OSDI1 auf Alfalfa-Wurzeln.

Tage Kndllchenbildung der Mutante OSD1 auf Alfalfa-Wurzeln
OSD1- OsDb1l- OSD1- OSDb1l- OSD1l- OSD1-
1 2 3 4 5 6 STW
5 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0
10 0 1 0 0 0 0 0,2 0,4
15 2 1 1 0 0 2 1,0 0,9
20 3 2 2 1 4 4 2,7 1,2
25 4 2 2 2 4 4 3,0 11
30 4 2 2 3 4 4 3,2 1,0
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