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1. Einleitung

Bereits phylogenetisch sehr alte Bacteria besitzen die Féhigkeit zu einer einfachen
Sensorik und zur aktiven Fortbewegung durch rotierende Flagellen. Sie sind damit in der
Lage, aus eigener Kraft flir sie giinstige Lebensbedingungen aufzusuchen und vor
ungiinstigen zu fliichten. Diese Fahigkeit wird ihren Beitrag dazu geleistet haben, daf3 diese
Mikroorganismen im Lauf der Evolution die unterschiedlichsten Habitate besiedelten. Die
Vielfalt an Lebensrdumen stellte ihrerseits Anforderungen an die Adaptation. So
entstanden nicht nur neue Bakterienspezies, sondern auch Unterschiede in den
sensorischen und Antriebssystemen. Ausfiihrlich untersucht ist die Beweglichkeit von
Escherichia coli, das den Diinndarm des Menschen besiedelt und leicht zu kultivieren ist.
Bei Colibakterien handelt es sich um Vertreter der Enterobacteriaceae innerhalb der -
Subgruppe der Proteobakterien. Eine Ubersicht iiber die Doméne der Bacteria ist in Abb.1
gezeigt.

Mittlerweile sind auch andere Bakterienarten hinsichtlich ihrer Beweglichkeit in das
wissenschaftliche Interesse geriickt, vor allem Vertreter der o-Subgruppe der
Proteobakterien. Untersuchungen an diesen haben gezeigt, dafl deutliche Unterschiede zum
enterobakteriellen System bestehen (Armitage & Schmitt, 1997; Scharf & Schmitt, 2003;
Schmitt, 2002).

Voraussetzungen fiir das gezielte Aufsuchen giinstiger Faktoren ist ein empfindliches
System der Wahrnehmung und Verarbeitung von Reizen (Lock- bzw. Schreckstoffen)
sowie Organelle der Bewegung. E.coli-Zellen zeigen in einem Milieu ohne Lock- oder
Schreckstoffe geradlinige Laufe, die immer wieder durch ,,Taumeln“ und damit
verbundenen Richtungswechseln unterbrochen werden (Berg, 2000); dieses Lauf-Taumel-
Verhalten wird auch als random walk bezeichnet (Berg & Brown, 1972). Setzt man
Lockstoffe, z.B. Aminosduren oder Zucker hinzu, so verldngert das Bakterium geradlinige
Laufe und unterdriickt die Taumelphasen (Macnab & Koshland, 1972). Dieses, im
Lockstoffgradienten gerichtete Laufverhalten wird als biased random walk bezeichnet

(Berg & Brown, 1972).
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Abb.1.Phylogenetischer Baum der Bacferia. Die Zahlen bezeichnen die relativen Abstdnde zueinander (nach
Ochman & Wilson, 1987).

Die schwimmende E.coli-Zelle besitzt fiir ihren Antrieb durch das Medium vier bis sechs
peritrich insertierte, rotierende Flagellen. Diese einzigartigen, rotierenden Bewegungs-
organelle werden in drei morphologische Abschnitte gegliedert: a) das helikale Filament
und b) den Haken, die auBlerhalb der Zelle liegen, und c) den Basalkorper, der die &dullere
Membran, die Peptidoglycanschicht und die Cytoplasmamembran durchspannt. Der
proximale Teil des Basalkorpers ist der Flagellenmotor, dessen Rotation durch den
Protonengradienten iiber die Cytoplasma-Membran (profon motive force; pmf) energetisiert
wird. Die Rotation wird {iber einen Schaft (gehalten von zwei Lagern in der Zellhiille) auf
den flexiblen Haken {iibertragen und von da auf das helikale Filament. Das rotierende
GeilBelfilament ist der Effektor, der die Zelle nach dem hydrodynamischen Prinzip einer
Schiffsschraube vorantreibt. Die Filamente konnen Langen von 5 bis 10 um erreichen und
sind damit drei- bis flinfmal so lang wie die Zelle. Im elektronenmikroskopischen Bild
zeigen die schraubenformigen Filamente von Enterobakterien eine schwach strukturierte

Oberfliche mit 11 longitudinalen Helixlinien; die Filamente werden auch als ,,glatt
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bezeichnet (Schmitt et al., 1974). Sie sind aus identischen Flagellinuntereinheiten
aufgebaut, deren einzelne Monomere (FliC) mehrere Konformationen einnehmen konnen,
wobei die L- und die R-Form die beiden Extreme darstellen (Samatey et al., 2001). Bei
Rotation des linkshidndig-helikalen Filaments gegen den Uhrzeigersinn (ccw) nehmen die
Monomere die L-Form ein, entsprechend der Linkshéndigkeit der Filamente. Mehrere
helikale Filamente lagern sich zu einem gemeinsamen Biindel zusammen und treiben die
Zelle voran. Kehrt sich die Rotationsrichtung einzelner Geifeln, ausgehend von der Basis,
um (cw), wechseln die Monomeren sukzessive in die R-Form und es bilden sich partiell
rechtshindige Filamente. Einzelne Filamente nehmen eine semicoiled Struktur an, das
Biindel fillt auseinander. Die Zelle taumelt und orientiert sich neu im dreidimensionalen
Raum. Nach ca. 0,1s setzt die ccw-Rotation wieder ein, die Filamente gehen in
linkshidndige Helices iiber und bilden wieder ein Biindel aus, das die Zelle geradlinig
vorantreibt (ca. 1s). Schwimmuster und ccw-cw Geillelrotation einer E.coli-Zelle sind in

Abb.2 schematisch dargestellt.

AN

=

¢

CCcwW cw
(1s) (0,1s)

Abb.2: Schwimmuster (oben) und Flagellenrotation (unten) einer E.coli-Zelle. Bei E.coli werden
Richtungsénderungen durch Wechseln des Rotationssinns von ccw nach cw erreicht: ccw-Rotation: Lauf; cw-
Rotation: Taumeln.

Uber den flexiblen Haken (universal joint) ist das rotierende, helikale Filament (propeller)
mit dem in der Zellhiille verankerten Basalkorper verbunden. Dieser enthdlt den

rotierenden Teil des fiir die Drehbewegung entscheidenden Geillelmotors (drive). Der
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Basalkorper besteht aus zwei Ringen, die als Lager die Durchfiihrung des zentralen
rotierenden Schafts durch Peptidoglycan und &uBBere Membran sichern. Der Flagellenmotor
aus MS- (Membran) und C-Ring (Cytoplasma) ist fest mit dem Schaft verbunden. Der
Motor bezieht seine Energie (Drehmoment) aus der pmf iiber ringférmig in der Membran
angeordnete Protonenkandle (MotA-MotB). Der gesamte Aufbau eines Flagellums nach

elektronenmikroskopischer Analyse ist in Abb.3 zusammengefalt.

FliD

FiC (Flagellin)

(hook protein) Fig E

FigH L-ring
Fig! )
-Fini
outer membrave *ﬁ‘l P-ring
tidogll
peptidoglycan TN Schatt
inner membrave ¥_| MSring
FliiF
FiG FiMN FlhAB FiiH,0P,QR C-ring
switch transport apparatus

| 45 nm | } 45 nm —]

Abb.3. Links: Schnitt durch ein E.coli-Flagellum mit Basalkorper, Haken und Filament. Rechts: Optische
Rekonstruktion des proximalen Teils eines Flagellums aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Thomas
et al., 2001). Bezeichnung beteiligter Komponenten: L- und P-Ring: Verankerung des Basalkorpers in der
Lipopolysaccharid- und Peptidoglycanschicht (outer membrane, peptidoglycane); MS-Ring: in der
Cytoplasmamembran (inner membrane) lokalisiert (supramembrane), und FliG, mit Schaft verbunden; C-
Ring: cytoplasmatischer switch Komplex aus FliM- und FliN-Multimeren; MotA, MotB: Motilitdtsproteine
(H"-Kanal); Flh-, Fli-Gene: Transportapparat fiir Proteinexport; FlgB,C,F,G,H,I: Komponenten der Ringe
und des Schafts; FIgE: Haken; FIgK,L: Verbindung zwischen Haken und Filament; FIiC: Filament; FliD:
Kappe (nach Berg, 2003).
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Der L-Ring (FlgH), in der Lipopolysaccharidschicht lokalisiert, und der P-Ring (FlIgl) in
der Peptidoglycanschicht bilden Lager fiir den rotierenden Schaft (FlgB, FlgC, FigF). Im
Gegensatz dazu sind MS-Ring und C-Ring fest mit dem Schaft verbunden. Der MS-Ring,
aus 26 FliF-Monomeren gebildet, an die 26 FliG-Monomere fest angegliedert sind, ist in
der Cytoplasmamembran lokalisiert. Auf der cytoplasmatischen Seite an den MS-Ring
assoziiert ist der C-Ring oder switch Komplex, bestehend aus Multimeren der Proteine
FIiM und FIiN. Aufgabe von FliG ist die energetische Kopplung des FliG-Rotors an die
Protonenkandle zur Drehmomenterzeugung, die Drehrichtung wird {iber den C-Ring
(switch Komplex) kontrolliert. Die Protonenkanile stellen den fest mit der Zelle
verankerten Teil des Motors dar (Stator). Sie bestehen aus den Transmembran-Proteinen
MotA und MotB und stellen dem Motor die elektrochemische Energie fiir die Rotation
(Drehmoment) zur Verfiigung (Dean et al., 1984; Stolz & Berg, 1991). In elektronen-
mikroskopischen Gefrierbruch-Aufnahmen sind in der Draufsicht auf die Cytoplasma-
membran ca. zehn nagelkopfartige Strukturen zu erkennen, die den Basalkdrper radial
umgeben und als die beschriebenen Protonenkanile interpretiert wurden (Khan et al.,
1988). MotA durchspannt die Cytoplasmamembran mit vier (Dean et al., 1984; Zhou et al.,
1995), MotB mit einer transmembranen Helix (Chun & Parkinson, 1988). MotB besitzt
eine grofle periplasmatische Doméne mit einem konservierten Sequenzmotiv im C-
terminalen Anteil mit der Funktion eines Peptidoglycanankers (DeMot & Vanderleyden,
1994; McCarter, 1994; Koebnik, 1995). Die B-Komponente ist jener Bestandteil des
Motors, welcher die lonensperzifitit des Motors festlegt (Asai et al., 2000), hier fiir
Protonen, bei anderen Bakterien, wie z.B. Vibrio, fiir Na'-Ionen (Hirota et al., 1981). Die
Kopplung des Flagellenmotors an die energetisierenden Protonenkanéle erfolgt vermutlich
iiber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen Aminosdureresten (Zhou et
al., 1998). Dies ist ein zentraler Aspekt, der in dieser Arbeit umfassend untersucht wird.
Die sensorische Reizwahrnehmung und die Signaliibertragung wird durch das ubiquitére
System der Histidin-Autokinase-Signalkette mit assoziiertem Responsregulator
verwirklicht, wie in Abb.4 schematisch dargestellt. (Stock & Surette, 1996; Eisenbach,
1996).

Sensor —» Histidin- —3» Respons- —3 Effektor
Kinase Regulator

Abb.4. Schema der Histidin-Autokinase-Signalkette. Erlduterungen im Text.
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Die Reizaufnahme erfolgt durch spezifische Transmembranrezeptoren, den methylierbaren
Chemotaxisproteinen (MCPs). Die Monomeren bestehen aus drei Doménen: einer
periplasmatischen Rezeptordomédne, zwei Transmembranhelices und einer cyto-
plasmatischen Signaldoméne. Die cytoplasmatische Doméne steht iiber CheW mit der
Histidinkinase CheA in  Kontakt. Ein vorhandener Reiz inaktiviert die
Autophosphorylierung von CheA, die Abwesenheit eines Reizes fiihrt zur Aktivierung der
Autophosphorylierung. Die Phosphatgruppe wird auf den Responsregulator CheY
ibertragen. Der phosphorylierte Responsregulator CheY~P diffundiert im Cytoplasma und
bindet an das Motorprotein FliM (Untereinheit des C-Rings). Infolge dieser Bindung
kommt es zu einer kurzzeitigen Anderung der Drehrichtung (switch) des Motors von ccw
nach cw (Borkovich & Simon, 1990). Dieses Umschalten fiihrt zu einer kurzen
Taumelbewegung, die Zelle dndert ihre Richtung. CheY~P zerfillt spontan mit einer
Halbwertszeit von etwa 10 s; dieser Vorgang wird durch die Phosphatase CheZ 10-fach
beschleunigt (Hess et al., 1988; Silversmith et al., 2003). Dieser Mechanismus ermdglicht
es, die Umorientierung der Zelle effektiv zu regulieren (Scharf et al., 1998).

Bei konstanter Reizkonzentration muf3 das Signal zuriickgestellt werden (Adaptation). Die
Empfindlichkeit der Chemorezeptoren wird mittels Methylierung von spezifischen
Glutamatresten in der cytoplasmatischen Doméne, durch eine Methyltransferase, CheR,
reguliert (Terwilliger & Koshland, 1984; Danielson et al., 1997; Kim et al., 2001). Der
Rezeptor wird mittels Demethylierung durch die aktivierte Methylesterase, CheB~P,
empfindlicher gestellt. CheB erhélt die Phosphatgruppe, genau wie CheY, von der
Histidinkinase, CheA. Der Mechanismus ist als Schema in Abb.5 dargestellt.

Mot
H+
“® SOR

— CheA —> CheY W
chalten

ATP ADP

Chez Phosphatase

Abb.5. Schematische Ubersicht der zentralen Komponenten der chemotaktischen Signaltransduktionskette
von E.coli (Schmitt, 2002). Abkiirzungen: MCP: methylierbares Chemotaxisprotein; CheA: Histidinkinase
CheA; CheY: Respons-Regulator CheY; CheZ: Phosphatase CheZ; D: Aspartat; H: Histidin; P: Phosphat;
MotA,B: Motilitdtsproteine MotA, MotB (Erlduterungen im Text).
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Untersuchungen an anderen Bakterien haben gezeigt, dal das enterobakterielle
Modellsystem keineswegs allgemeingiiltig ist. In den letzten Jahren war vor allem das
Verhalten hinsichtlich Chemotaxis und Schwimmen von Vertretern der o-Subgruppe der
Proteobakterien Gegenstand intensiver Forschung (Armitage & Schmitt, 1997; Scharf &
Schmitt, 2003). Der phylogenetische Abstand der o- zu den y-Proteobakterien liegt bei
mindestens 500 Millionen Jahren (Ochman & Wilson, 1987). Mitglieder der o-Subgruppe
sind Bodenbakterien, wie z.B. Rhodobacter sphaeroides, Agrobacterium tumefaciens oder
Sinorhizobium meliloti. S.meliloti ist ein Vertreter der symbiontischen Rhizobiaceen, die in
Wurzelknéllchen von Leguminosen wie Medicago sativa (Luzerne), Melilotus officinalis
(Steinklee) und Trigonella foenum-graecum (Bockshornklee) molekularen Luftstickstoff
fixieren konnen. Die Besiedlung und Bewegung im Boden und in der Wurzelsphire von
Pflanzen stellt neue Anforderungen an die Anpassungstfahigkeit. Dementsprechend verfiigt
S.meliloti iiber eine grofere metabolische Flexibilitit als E.coli und zeigt deutliche
Unterschiede in den Mechanismen der Chemotaxis und Motilitdt (Schmitt, 2002).
S.meliloti besitzt vier bis sechs peritrich insertierte, rechtshindig helikale Geilleln, die sich
in ithrem Aufbau deutlich von der E.coli-Gei3el unterscheiden. Im Elektronenmikroskop ist
eine prominente Struktur aus drei helikalen Bindern zu erkennen (Schmitt et al., 1974;
Trachtenberg et al., 1986; Cohen-Krausz & Trachtenberg, 1998). Diese ,.komplexen
Geilleln erleichtern das Schwimmen in viskosen Medien (Go6tz et al., 1982). Die Filamente
sind aus vier dhnlichen Flagellin-Monomeren FlaA, FlaB, FlaC und einem kleineren FlaD
aufgebaut (Pleier, 1988; Platzer et al., 1997; Sourjik et al., 1998; Scharf et al., 2001).
Wahrscheinlich bilden sich Heterodimere aus FlaA einerseits und FlaB-, FlaC- oder FlaD-
Monomeren andererseits, die zu einer rechtshindigen Helix assemblieren. Komplexe
Geilleln sind rigider als die flexiblen, glatten Geifleln der Enterobakterien und konnen
keine polymorphen Transitionen zu einer Helix gegenldufiger Handigkeit vollziehen.
Entsprechend rotieren die Flagellen von S.meliloti nur im Uhrzeigersinn (cw), ihre
Drehrichtung verédndern sie nicht. Hydrodynamisch kann nun eine rechtshindige Schraube
bei cw-Rotation einen Vorwértsantrieb ausiiben. Wie aber kommt es zu Richtungswechseln
der schwimmenden Zelle? In unserer Arbeitsgruppe wurde nachgewiesen, dal} die
Flagellen dazu ihre Rotationsgeschwindigkeit verlangsamen (Platzer ef al., 1997; Schmitt,
2002). Das rechtshdndige, cw rotierende Geillelbiindel treibt schwimmende Bakterien
geradlinig voran. Die Variation der Rotationsgeschwindigkeit einzelner Gei3eln fiihrt zu

asynchroner Reaktion und zum Zerfallen des Geilelbiindels: die Zelle édndert ihre
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Schwimmrichtung (Scharf, 2002). Schwimmuster und Geil3elrotation einer S.meliloti-Zelle

sind in Abb.6 schematisch dargestellt.

4
(
/)
Cw Cw
schnell verlangsamt

Abb.6. Schwimmuster (oben) und Flagellenrotation (unten) einer S.meliloti-Zelle. Die Geifleln von S.meliloti
rotieren immer cw, asynchrones Abbremsen der Flagellen fiihrt zum Auseinanderfallen des Biindels und zu
einer Richtungsénderung der Zelle.

Nach Lockstoffzugabe erhoht sich die Rotationsgeschwindigkeit der Geilleln, bei
Entfernen des Lockstoffs fillt die Geschwindigkeit kurzzeitig unter das Ausgangsniveau,
wie tethering Experimente gezeigt hatten (Sourjik & Schmitt, 1996). Die Zunahme der
Rotations- und damit der Schwimmgeschwindigkeit, die Chemokinesis, ist demnach eine
wesentliche Eigenschaft der Reaktion von S.meliloti auf chemische Reize. Dieser
grundsitzlich andere Mechanismus der Flagellenrotation bei S.meliloti sollte eine
molekulare Basis haben: Davon wird ein zentraler Aspekt — die Wechselwirkungen
zwischen Stator und Rotor an der MotA-FliG-Kontaktflache — in dieser Arbeit untersucht.

Weitere Unterschiede betreffen drei neue zusétzliche Motilitits (Mot)-Proteine, MotC,
MotD und MotE, sowie das Phosphat-Relais zwischen Kinase (CheA) und zwei
Responsregulatoren, CheY1 und CheY2. Das sensorische System von S.meliloti ist in

Abb.7 gezeigt (Schmitt, 2002).
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Abb.7. Schematische Ubersicht der zentralen Komponenten der chemotaktischen Signaltransduktionskette
von S.meliloti (Schmitt, 2002). Abkiirzungen: MCP: methylierbares Chemotaxisprotein; CheA:
Histidinkinase CheA; CheY1,2: Respons-Regulatoren CheY1l, CheY2; CheZ: Phosphatase CheZ; P:
Phosphat; MotA,B,C,D: Motilitdtsproteine MotA, MotB, MotC, MotD (Erlduterungen im Text).

Auf die neuen molekularen und dynamischen Verhiltnisse bei S.meliloti (als Prototyp flr
viele verwandte Spezies) soll hier kurz eingegangen werden. Im Gegensatz zu E.coli mit
nur einem Responsregulator besitzt S.meliloti zwei Responsregulatoren, CheY1 und
CheY?2, aber keine Phosphatase, CheZ (Greck et al., 1995; Sourjik & Schmitt, 1996).
CheY2~P bindet als dominanter Responsregulator an den Motor und reduziert so die
Rotationsgeschwindigkeit des Flagellums. Zur Dephosphorylierung und daraus
resultierenden schnellen Inaktivierung von CheY2~P benutzt S.meliloti das Prinzip der
Retrophosphorylierung von CheA; von dort wird Phosphat auf CheY1 iibertragen.
CheY1~P fungiert somit als ,,Abflu3* fiir Phosphatgruppen und {ibernimmt damit formal
die Rolle von CheZ bei E.coli. Die neuen Eigenschaften des S.meliloti-Motors —
konsequente cw-Rotation und Geschwindigkeits-Variation — lassen molekulare Unter-
schiede im Motoraufbau vermuten. Tatsdchlich wurden verdnderte und neue
Motorkomponenten entdeckt, die im folgenden kurz beschrieben werden. Die zentralen
Komponenten der Umwandlung von elektrochemischer in mechanische Energie, MotA,
MotB und FliG, wurden auch bei S.meliloti gefunden (Sterr, 1995; Platzer, 1996; Platzer et
al., 1997; Sourjik et al., 1998). Zusitzlich wurden neue Motorkomponenten identifiziert,
ndmlich MotC, MotD und MotE. Das Fehlen eines dieser Proteine fiihrt zum paralysierten
Phanotyp. MotD ist im Cytoplasma lokalisiert und tritt mit FliM (und CheY2?) in
Wechselwirkung. Es wurde postuliert, dall MotD als Gegenspieler zur ,,Bremse* CheY2~P
wirkt (Schmitt, 2002).
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Die reifen Proteine MotC und MotE liegen im Periplasma; MotE dient als spezifisches
Chaperon fiir MotC im Periplasma (Eggenhofer et al., 2004). MotC bindet an MotB, das
im N-terminalen Bereich um eine Extradoméne von etwa 100 AS-Resten verldngert ist
(Platzer et al., 1997; Haslbeck, 1997; Halbach, 2003). MotB verfiigt wie das E.coli-Protein
tiber einen C-terminalen Peptidoglycananker und eine N-terminale membrandurch-
spannende Helix mit dem fiir die Protoneniibertragung essentiellen Asp32 (Blair et al.,
1991). Durch seine (stochiometrische) Bindung an MotB ermoglicht MotC erst den
Protonenflufl durch den MotA-MotB-Kanal (Halbach, 2003). Es ist denkbar, da3 MotC den
Protonenfluf ,,biindelt und so auch bei hohem pH noch die Motorrotation ermoglicht;
seine Bindung an die Cytoplasmamembran hat zu der These gefiihrt, dal MotC das
Membranpotential mifit und die Motoraktivitidt entsprechend steuert (Halbach, 2003;
R.Schmitt, pers. Mitt.). Systematische Deletionsanalysen von MotC wiesen darauf hin, dafl
die C-terminale Doméne (90 AS-Reste) teilweise, der zentrale Bereich jedoch essentiell fiir
die Motoraktivitit waren. Uber weitere Experimente dazu wird in dieser Arbeit berichtet.
Zur Identifizierung funktionell wichtiger Reste und Doménen, vor allem bei neu
entdeckten Genen, ist es hilfreich, die orthologen Sequenzen mehrerer verwandter Spezies
zu vergleichen, um konservierte Bereiche festlegen zu konnen. In den Genomen der
S.meliloti-verwandten o-Proteobakterien A.fumefaciens und Mesorhizobium loti wurden
MotC, MotD und MotE ebenfalls gefunden (Goodner et al., 2001; Kaneko et al., 2000).
MotC wies konservierte Domédnen v.a. im N-terminalen und zentralen Bereich auf, MotD
verfiigte liber konservierte Reste vor allem im zentralen und C-terminalen Bereich
(Eggenhofer, 2001).

Wihrend diese Zusatzkomponenten zweifellos wichtige Teilfunktionen ausiiben, liegt doch
das zentrale Problem der Motorfunktion in der Frage nach dem Mechanismus der
Umwandlung der elektrochemischen Energie des Protonengradienten in mechanische
Arbeit. Einen Teil der Antwort diirfte jede Losung des Energietransfermechanismus vom
Stator zum Rotor beitragen, also die Struktur und wirkenden Kréfte an der Stator (MotA-
MotB)-Rotor (FliG)-Kontaktfliche. Experiment-gestiitzte Modelle von Kojima & Blair
(2001) und Schmitt (2003) postulieren, dal3 die eigentliche Energieumwandlung im Stator
(H'-Kanal) stattfindet und daB die resultierenden Konformationsinderungen als ,,power
strokes* vom Stator auf den Rotor iibertragen werden. Vieles spricht dafiir, daf} die
Kraftiibertragung per Coulomb-Kréften zwischen Ladungsantipoden erfolgt. Nach dem
Helix-Rotations-Modell (Schmitt, 2003) wiirden iiber elektrostatische Wechselwirkungen

zwischen geladenen Aminosdureresten in der cytoplasmatischen Schleife von MotA und in
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der C-terminalen Domine von FliG kurze Rotationsbewegungen auf den Rotor iibertragen.
Auf der MotA-Seite sind die konservierten Reste Arg90 und Glu98, bei FliG die Reste
Arg281, Asp288 und Asp289 essentiell (Zhou & Blair, 1997), Lys264 und Arg297 sind
von nachrangiger Bedeutung (Lloyd & Blair, 1997; Zhou ef al., 1998). Die Anordnung der
geladenen Aminosdurereste an der Kontaktfliche sowie der orthologen Reste von
S.meliloti ist im Schema von Abb.8 gezeigt.

Beziiglich der Erzeugung des Drehmoments am bakteriellen Motor wurden zahlreiche
Modelle aufgestellt (Meister et al., 1989; Berry, 1993; Elston & Oster, 1997; Berg, 2000;
Schmitt, 2003). Biochemische Daten legen nahe, da3 der Durchflu3 eines Protons durch
einen Protonenkanal des Stators eine Konformationsidnderung verursacht, welche als Kraft
auf den Rotor wirkt und ihn um einen kleinen Teil einer Umdrehung vorantreibt (Kojima

& Blair, 2001; Blair, 2003).

R296

MotA g;% @

Escherichia coli Sinorhizobium meliloti

Abb.8. Modell der Anordnung wichtiger geladener Reste im Flagellenmotor von E.coli und orthologer Reste
von S.meliloti. MotA-Reste sind durch griine Kreise symbolisiert, wichtige FliG-Reste durch schwarze. Fiir
die Kraftiibertragung essentielle Reste sind rosa markiert Weniger wichtige FliG-Reste sind durch rosa
umrandete Kreise symbolisiert. Wichtige Interaktionen bei E.coli werden mittels durchgezogener Linien
dargestellt, weniger wichtige mittels unterbrochener Linien (U. Attmannspacher, B. Scharf, R. Schmitt, in
Vorber.).

Nach dem neuesten Modell von Schmitt (2003) liegen in einem Statorkomplex zwei
symmetrisch angeordnete Protonenkanéle vor. Der Durchflul von Protonen verursacht
reversible Helixdrehungen der Statorelemente; diese Drehungen werden iiber Coulomb-

kriafte auf FliG-Elemente der Rotoroberfldche iibertragen. Die Protonenkandle schwingen
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synchron vor und zuriick, jedoch ist bei jeder Rotation nur ein Kanal des Zwillings mit
dem Rotor ,,in Phase®, die Kraftiibertragung erfolgt daher stufenweise. Die geladenen
Reste der Rotorseite konnen derart umgeklappt werden, daBl sie wéhrend der
Riickwértsschwingung anstatt wihrend der Vorwirtsschwingung mit dem Stator
interagieren; auf diese Weise wird eine Umkehr der Rotationsrichtung ermdglicht. Eine
elastische Feder im Stator ,,gléttet™ die Rotationsbewegung und verldngert die Zeit, die das
drehmomenterzeugende Element mit dem Rotor interagiert (high duty ratio; Schmitt,
2003).

Anders als der reversibel rotierende E.coli-Motor, dndert der Geillelmotor von S.meliloti
niemals seine Rotationsrichtung, wohl aber seine Rotationsgeschwindigkeit. Dies deutet
auf unterschiedliche Wechselwirkungen an seiner Rotor-Stator-Kontaktfliche im
Vergleich zum enterobakteriellen System hin: Der Motor muf iiber eine ,,Bremse* statt
eines ,,Riickwirtsgangs® verfliigen. Deshalb war es zentrales Thema dieser Arbeit, wie weit
sich die kritischen, geladenen Reste an der MotA-FliG-Kontaktflache gleichen und wo die

moglichen Unterschiede liegen.

Ausgehend von dieser Situation, wurden folgende Arbeitsziele formuliert:

e Sequenzierung der Gene motC, mot4 und fliG des verwandten Rhizobium lupini
H13-3 und Analyse konservierter Bereiche

e Uberpriifung der Stabilitit von seriellen Deletionen von MotC zur mdglichen
Erklarung von Funktionsausféllen

e Substitutionsanalyse der konservierten (geladenen) Aminosdurereste von MotA und
FliG bei S.meliloti und funktionelle Charakterisierung der resultierenden
Mutantenstimme

e Kombination mehrerer Substitutionen in den MotA- und FliG-Proteinen und
Funktionsanalyse

e Erstellung und Charakterisierung einer S.meliloti-FliF-FliG-Fusionsmutante und

Funktionsvergleiche

Die Ergebnisse sollten zu einer Modellvorstellung des variabel cw rotierenden S.meliloti-

Flagellenmotors fiihren.
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2. Material

2.1. Bakterien und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien sind in Tab.1, die verwendeten Plasmide in

Tab.2 zusammengefalit.

Tab.1. Bakterienstimme

Stamm Marker " Herkunft /

Referenz

Escherichia coli

DH10B F araD139 A(ara leu)7697 AlacX74 galU Bethesda Research
galK merd A(mrr hsdRMS—merBC) rpsL ~ Laboratories
decR380 AlacZ AM15 endA1 nupGrecAl

RP437 F thi thr leu his met eda rpsL Parkinson, 1978
(Wildtyp fiir Chemotaxis)

S17-1 recAl endA1 thi hsdR RP4-2-Tc::Mu::Tn7 Simon ef al., 1983

Rhizobium lupini H13-3
RU12/001

Sinorhizobium meliloti

RU11/001

TpR Sm®

Sm"; spontan Streptomycin—resistentes

Derivat von H13-3 (Wildtyp)

Sm"; spontan Streptomycin—resistentes

Derivat von RU10/406 (Wildtyp)

Derivate von RU11/001:”

RUI11/211
RU11/901
RU11/902

Sm® AmotC
Sm® AmotC21
Sm® AmotC201

Kamberger, 1979
Schuster-Wolft-
Biihring, 1999

Krupski et al.,
1985

Platzer et al., 1997

Attmannspacher, 1999

Attmannspacher, 1999
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RU11/903
RU11/904
RU11/905
RU11/906
RU11/907
RU11/908
RU11/909
RUI11/910
RUI11/911
RU11/912
RUI11/913
RUI11/914
RUI11/915
RUI11/916
RUI11/917
RUI11/918
RUI11/919
RU11/920
RU11/921
RU11/922
RU11/923
RU11/924
RU13/054

RU11/925
RU11/926
RU11/927
RU11/928
RU11/929
RU11/930
RU11/931
RU11/932
RU11/933
RU11/934

Sm® AmotC19
Sm® AmotC18
Sm® AmotC17
Sm® AmotC16
Sm® AmotC15
Sm® AmotC14
Sm® AmotC13
Sm® AmotC12
Sm® AmotCl11
Sm® AmotC10
Sm® AmorC9
Sm® AmotC8
Sm® AmotC7
Sm® AmotC6
Sm® AmotC5
Sm® AmotC4
Sm® AmotC3
Sm® AmotC2
Sm® AmotC1
Sm® AmotC2IN
Sm® AmotC17C
Sm® AmotC18-20
SmAfliG

Sm® motd R9OA
Sm® motd R9OK
Sm® motd ROOE
Sm® motA E98Q
Sm® motd E98D
Sm® motd E98K

Sm® mot4 R90OA E98Q
Sm® mot4 R9OK E98Q
Sm® motd R9OA E98D

Sm® /1iG R277A

Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999
Attmannspacher, 1999

Attmannspacher, 1999

Scharf, 2003
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
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RU11/935
RUI11/936
RU11/937
RU11/938
RUI11/939
RU11/940
RU11/941
RU11/942
RU11/943
RU11/944
RU11/945
RU11/946
RU11/947
RU11/948
RU11/949
RU11/950
RU11/951
RU11/952
RU11/953
RU11/954
RU11/955
RU11/956
RU11/957
RU11/958
RU11/959
RU11/960
RUI11/961
RU11/962
RU11/963
RU11/964
RU11/965
RU11/966
RUI11/967
RU11/968

Sm" /1iG R277E

Sm® /1iG R294A

Sm"® /1iG R294D

Sm® /1iG R294K

Sm® fliG R294V

Sm® f1iG E300A

Sm® /1iG E300R

Sm® /iG S301A

Sm" f1iG S301C

Sm" /1iG S301D

Sm® /1iG S301K

Sm® /iG S301R

Sm"® f7iG S301T

Sm® /1iG D302A

Sm"® /1iG D302E

Sm® /1iG D302K

Sm"® /1iG N311R

Sm"® /1iG D314A

Sm"® /1iG D314R

Sm® /1iG R294A S301D
Sm® f1iG R294A D302A
Sm" 1iG E300A S301D
Sm® /1iG E300A S301R
Sm® /iG E300R S301D
Sm® /1iG E300R S301R
Sm® /7iG S301D D302A
Sm" 7iG S301D D302K
Sm® motd R90A f1iG R277A
Sm® motd R90A f1iG R277E
Sm"® motA R9OA f1iG R294A
Sm® motd R90A f1iG E300A
Sm® motd R90A f1iG S301A
Sm® motd R90A f1iG S301D
Sm" motd R90A f1iG S301R

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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RU11/969 Sm® motd R90A 1iG D302K diese Arbeit
RU11/970 Sm"® motA R9OA f1iG N311R diese Arbeit
RU11/971 Sm® motA R9OE fIiG R294D diese Arbeit
RU11/972 Sm"® motA R9OE f1iG S301A diese Arbeit
RU11/973 Sm"® mot4 R9OE f1iG S301C diese Arbeit
RU11/974 Sm"® motd R9OE f1iG S301K diese Arbeit
RU11/975 Sm® motA R9OE fIiG S301T diese Arbeit
RU11/976 Sm"® motA R9OE f1iG D302A diese Arbeit
RU11/977 Sm"® motA R9OE f1iG D302K diese Arbeit
RU11/978 Sm" motA R9OE f1iG N311R diese Arbeit
RU11/979 Sm® motA E98Q f1iG R277E diese Arbeit
RU11/980 Sm® motA E98Q fliG R294A diese Arbeit
RU11/981 Sm"® motA E98Q fliG S301D diese Arbeit
RU11/982 Sm" motd E98K f1iG R277E diese Arbeit
RU11/983 Sm® motA E98K fliG R294A diese Arbeit
RU11/984 Sm® motA E98K fliG R294V diese Arbeit
RU11/985 Sm"® motA R90A f1iG E300A S301D diese Arbeit
RU11/986 Sm"® motA R90A f1iG E300A S301R diese Arbeit
RU11/987 Sm® motA R9OE f1iG E300A S301D diese Arbeit
RU11/988 Sm"® motA R9OE f1iG E300A S301R diese Arbeit
RU11/989 Sm"® motA E98Q f1iG E300A S301D diese Arbeit
RU11/990 Sm"® motA E98Q f1iG E300A S301R diese Arbeit
m fliFF-fliG-Fusion 1ese Arbeit
RU11/991 Sm® fliF-fliG-Fusi diese Arbei

" gemif der Nomenklatur nach Bachmann, 1990
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Tab.2. Plasmide

Plasmid Marker/Codonsubstitution” Herkunft / Referenz

pK18mobsacB  Km® lacZ mob Schifer et al., 1994

pRU 2350 Km"®, Tc®, 2,5 kb Pstl-Fragment aus R.lupini Schuster-Wolff-
H13-3 Biihring, 1999

pRU 2352 Km"®, Tc¥, 8,9 kb HindIIl/Pstl-Fragment aus Schuster-Wolff-
R.lupini H13-3 Biihring, 1999

in vitro Rekombinanten eines 588 bp-EcoR1/HindllI-motA-Fragments mit pK18mobsacB

pRU2475
pRU2476
pRU2477
pRU2478
pRU2479
pRU2480
pRU2481
pRU2482
pRU2483

in vitro Rekombinanten eines 620 bp-HindIIl/ EcoR1-fliG-Fragments mit pK18mobsacB

pRU2650
pRU2651
pRU2652
pRU2653
pRU2654
pRU2655
pRU2656
pRU2657
pRU2658
pRU2659
pRU2660
pRU2661
pRU2662

motd AGG > GCA (R90A)
mot4A AGG 2> AAG (R90K)
motA AGG = GAG (R90E)
motd GAG > CAG (E98Q)
motd GAG = GAC (E98D)
mot4A GAG 2> AAG (E98K)
motA AGG/GAG - GCA/CAG (R90A E98Q)
mot4A AGG/GAG > AAG/CAG (R90K E98Q)
mot4A AGG/GAG - GCA/GAC (R90A E98D)

fliG AGA > GCG (R277A)
fliG AGA > GAA (R277E)
fliG CGC > GCC (R294A)
fliG CGC > GAC (R294D)
fliG CGC > AAG (R294K)
fliG CGC = GTC (R294V)
f1iG GAA > GCC (E300A)
f1iG GAA > CGC (E300R)
fliG TCG = GCC (S301A)

fliG TCG > TGC (S301C)

#1iG TCG = GAC (S301D)
fliG TCG > AAG (S301K)
fliG TCG > CGC (S301R)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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pRU2663 f1iG TCG > ACG (S301T)

pRU2664 fliG GAC > GCC (D302A)

pRU2665 f1iG GAC > GAG (D302E)

pRU2666 fliG GAC > AAG (D302K)

pRU2667 fliG AAT > CGC (N311R)

pRU2668 f1iG GAT > GCG (D314A)

pRU2669 fliG GAT = CGC (D314R)

pRU2670 fliG CGC/TCG > GCC/GAC (R294A S301D)
pRU2671 fliG CGC/GAC > GCC/GCC (R294A D302A)
pRU2672 f1iG GAA/TCG > GCC/GAC (E300A S301D)
pRU2673 fliG GAA/TCG = GCC/CGC (E300A S301R)
pRU2674 fliG GAA/TCG > CGC/GAC (E300R S301D)
pRU2675 fliG GAA/TCG > CGC/CGC (E300R S301R)
pRU2676 #1iG TCG/GAC = GAC/GCC (S301D D302A)
pRU2677 f1iG TCG/GAC > GAC/AAG (S301D D302K)

Plasmide fiir die Erzeugung einer fliF-fliG-Fusionsmutante

pRU2678 Km"; 608 bp EcoRI / HindIII-Fragment von
RU11/001 fliF (eingefiihrte BamHI1 / Xbal-
Restriktionsschnittstellen) in pK18mobsacB

pRU2679 Ap®; 1063 bp BamHI / Xbal-Fragment von
RU11/001 fliG in pUCBM20

pRU2680 Km"; 1650 bp EcoRI / HindIII-Fragment in

pK18mobsacB; Derivat von pRU2674 mit
BamHI / Xbal-Fragment aus pRU2675

Plasmide fiir plasmid rescue tags und gewonnene Sequenzen

pRU2681 Km®; Tc®; 524 bp Ps1/ HindIlI-Fragment von
R.lupini. in pK18mobsacB, 1. rescue tag

pRU2682 Km®; Tc®; 1,5 kb Psd / HindIll-Fragment von
R.lupini in pK18mobsacB, 1. rescue Produkt

pRU2683 Km®; Tc®; 484 bp HindIII / PstI -Fragment von

R.lupini in pK18mobsacB, 2. rescue tag

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

(s.Abb.25)

diese Arbeit

(s.Abb.25)

diese Arbeit
(s.Abb.25)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pRU2684 Km®; Tc®; 1,4 kb HindIIl / Pstl -Fragment von  diese Arbeit
R.lupini in pK18mobsacB, 2. rescue Produkt

? gemiB der Nomenklatur nach Novick ef al., 1976

2.2

Verwendete Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden von den Firmen Metabion, Biomers und Qiagen bezogen.

Die fiir PCR-Mutagenese und Sequenzierungen verwendeten Primer sind in Tab.3

zusammengestellt.

Tab. 3. Primer fiir PCR-Mutagenese und Sequenzierung

Bezeichnung |Sequenz 5" 2 3’ Verwendung
RlupPstl GTA CAC TGC AGG TGA AGA TCA CAC GTG | Herstellung eines tag (1.plasmid
rescue R.[. H13-3)
RldownHindIII GAC TCA AGCTTG AAC TGG CGT CCATC Herstellung eines tag (1.plasmid
rescue R.I. H13-3)
Rescue2up CAT GCA AGC TTC ACG CTC GAA TTG CTC| Herstellung eines tag (2.plasmid
GTC rescue R.[. H13-3)
Rescue2down CTA GAC TGC AGC GGC CGC ACG CGT CCA | Herstellung eines tag (2.plasmid
TCA TGG CG rescue R.I. H13-3)
RLCSeqN CAC ATC CCG CGC GAC GAG Sequenzierung von pRU2682
Rlcl CCG CTG CTG CGG CAC CAC Sequenzierung von pRU2350
Rlc2 GCC CTCTTC CTT GTC CAC Sequenzierung von pRU2350
Rlc3 CTT TGA AGA AGA GACGATG Sequenzierung von pRU2350
Rlc4 CCG TTG GCG GAT GTC GAC Sequenzierung von pRU2350
Rle5 CAT AGC GCC TAT TAC ATG Sequenzierung von pRU2682
Rlc6 CTC ATC CTC AGC CTT GTG Sequenzierung von pRU2684
Rlc7 ACG CAG CCT TAG CGA CAG Sequenzierung von pRU2350
3HPFlseq AAT TCG GAA GGC GCA ATG Sequenzierung von pRU2352
3HPM1seq GAC GAT CTC ATG TTC ATG Sequenzierung von pRU2352
3HPF2 ACT ATC GAT CGA GACTTG Sequenzierung von pRU2352
3HPM2 TCC CGC GAG GTG CCG ATC Sequenzierung von pRU2352
3,5HPF1seq CAC TGT TCG GGC GTG GTC Sequenzierung von pRU2352
3,5HPMlseq GTA CTC ATT ACT TCA ATC Sequenzierung von pRU2352
3,5HPF2 CAC CAC CAT GGG CGA TTC Sequenzierung von pRU2352
3,5HPM2 CTT CGT AGC CAT GCG CTG Sequenzierung von pRU2352
R2352seq CTT CAT GCG GAC TGT CAC Sequenzierung von pRU2352
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2352seql TGT GCG AAA CTG GCT GC Sequenzierung von pRU2352
RII1 CAT GTTTCG TTT CAG AAC Sequenzierung von pRU2352
RII2 TCG CAC GCT CCATGT TTG Sequenzierung von pRU2352
RII3 CCT TCA GCT GAA TCT GAC Sequenzierung von pRU2352
R1 CTG AAC CAG CAC GTC CAG Sequenzierung von pRU2352
R2 GAT ATA TTC GAC GTC TAT C Sequenzierung von pRU2352
R3 GAG GTC CGA TTC GAT CAT G Sequenzierung von pRU2352
R4 GGC CAT GGA CGT GCC GAG Sequenzierung von pRU2352
F1 CTA CAG CGA ATT CCT GCC Sequenzierung von pRU2352
F2 CTG CTC AAG ACC TCC ATC Sequenzierung von pRU2352
F3 GAG CTC GAC CAG GCT ATC Sequenzierung von pRU2352
F4 CAC GCA GCACGAATTGCAG Sequenzierung von pRU2352
F5 AGT CTC ATC GAC CTG ATG Sequenzierung von pRU2352
F6 TAG CTG AGC TCG TTC ATC Sequenzierung von pRU2352
F7 CCT TGC CTG AAG CGT GTC Sequenzierung von pRU2352
FliGMutC GAC TCG AAT TCG CGA GGG AAT CGT G AuBenprimer fiir Aminosédure-
Austausch-Mutanten fliG
FliGMutN ATC ATC AAG CTT CGG GTG ATC GAA ATC| AuBenprimer fiir Aminoséure-
ATC Austausch-Mutanten fIiG
FliG R277A CAT GGC GCT CGC GGG TTC TG Innenprimer fiir fliG R277A
FliGR277E CAT GGC GCT CGA AGG TTC TG Innenprimer fiir f1iG R277E
FliGR277Eanti CAG AAC CTT CGA GCG CCA TG Innenprimer fiir fliG R277E
FliG R294A CAT CGG CGC CGC CCA GCG GCG Innenprimer fiir fliG R294A
294 overlap CGC CGC TGG GCG GCG CCG ATG Innenprimer fiir fliG R294A
FliGR294D CAT CGG CGC CGA CCA GCG GCG Innenprimer fiir /1iG R294D
FliGR294Danti CGC CGC TGG TCG GCG CCG ATG Innenprimer fiir /1iG R294D
R294K CAT CGG CGC CAA GCA GCG GCG Innenprimer fiir f1iG R294K
R294Kanti CGC CGC TGC TTG GCG CCG ATG Innenprimer fiir /7iG R294K
FliGR294V CAT CGG CGC CGT CCA GCG GCG Innenprimer fiir fliG R294V
FliGR294Vanti CGC CGC TGG ACG GCG CCG ATG Innenprimer fiir fliG R294V
FliG E300A CGC ATG ATC GCC TCG GAC CTC Innenprimer fiir /7iG E300A
E300R CGC ATG ATC CGC TCG GAC CTC Innenprimer fiir /liG E300R
E300Ranti GAG GTC CGA GCG GAT CAT GCG Innenprimer fiir /7iG E300R
FIiG S301A CAT GAT CGA AGC CGA CCT CGC C Innenprimer fiir fliG S301A
S301C CAT GAT CGA ATG CGA CCT CGCC Innenprimer fiir fliG S301C
S301Canti GGC GAG GTC GCATTC GAT CAT G Innenprimer fiir f1iG S301C
FliG S301D CAT GAT CGA AGA CGA CCT CGCC Innenprimer fiir fIiG S301D
301D overlap GGC GAG GTC GTCTTC GAT CAT G Innenprimer fiir f/7iG S301D
S301K CAT GAT CGA AAA GGA CCT CGC C Innenprimer fiir fliG S301K
S301Kanti GGC GAG GTCCTT TTC GAT CAT G Innenprimer fiir f/7iG S301K
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FIliGS301R CAT GAT CGA ACG CGA CCT CGC C Innenprimer fiir fliG S301R
F1iGS301Ranti GGC GAG GTC GCG TTC GAT CAT G Innenprimer fiir f1iG S301R
S301T CAT GAT CGA AAC GGA CCT CGC C Innenprimer fiir f1iG S301T
S301Tanti GGC GAG GTC CGT TTC GAT CAT G Innenprimer fiir fliG S301T
FliGD302A GAT CGA ATC GGC CCT CGC CGCC Innenprimer fiir /1iG D302A
302A overlap GGC GGC GAG GGC CGA TTC GAT C Innenprimer fiir fliG D302A
D302E GAT CGA ATC GGA GCT CGC CGC C Innenprimer fiir /7iG D302E
D302E anti GGC GGC GAG CTC CGA TTC GAT C Innenprimer fiir fliG D302E
FliGD302K GAT CGA ATC GAA GCT CGC CGCC Innenprimer fiir /iG D302K
FliGD302Kanti GGC GGC GAG CTT CGA TTC GAT C Innenprimer fiir /1iG D302K
FIliGN311R CGG CAT CCG CCC CCG CGATATC Innenprimer fiir fliG N311R
D314A CAA TCC CCG CGC GAT CGC GAT C Innenprimer fiir /liG D314A
D314A anti GAT CGC GAT CGC GCG GGG ATT G Innenprimer fiir fliG D314A
D314R CAA TCC CCG CCG CAT CGC GAT C Innenprimer fiir fliG D314R
D314R anti GAT CGC GAT GCG GCG GGG ATT G Innenprimer fiir fliG D314R
EO0A/S1D CGC ATG ATC GCC GAC GAC CTC GCC Innenprimer fiir fliG
E300A/S301D
EOA/S1Danti GGC GAG GTC GTC GGC GAT CAT GCG Innenprimer fiir f1iG
E300A/S301D
E300A/S301R CGC ATG ATC GCC CGC GAC CTC GCC Innenprimer fiir fliG
E300A/S301R
E300A/S301R anti | GGC GAG GTC GCG GGC GAT CAT GCG Innenprimer fiir fliG
E300A/S301R
E300R/S301D CGC ATG ATC CGC GAC GAC CTC GCC Innenprimer fiir fliG
E300R/S301D
E300R/S301D anti | GGC GAG GTC GTC GCG GAT CAT GCG Innenprimer fiir fliG
E300R/S301D
E300R/S301R CGC ATG ATC CGC CGC GAC CTC GCC Innenprimer fiir fliG
E300R/S301R
E300R/S301R anti | GGC GAG GTC GCG GCG GAT CAT GCG Innenprimer fiir fliG
E300R/S301R
S301D/D302A CAT GAT CGA AGA CGC CCT CGC CGC C Innenprimer fiir fliG
S301D/D302A
S301D/D302A GGC GGC GAG GGC GTC TTCGAT CAT G Innenprimer fir fiG
anti S301D/D302A
MotACMut TCA CAT AAG CTT GAT GAC GCC GAG AAC AuBenprimer fiir Aminosaure-
Austausch-Mutanten motA
MotANMut CGG ATT GAA TTC ACG ATC GCG ACA G Aullenprimer fiir Aminosdure-
Austausch-Mutanten motA4
MotAR90A GCG ACC TGG CAA CAA AATC Innenprimer fiir mot4 R90OA
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MotAR90Aanti GAT TTT GTT GCC AGG TCG C Innenprimer fiir mot4 R90A
MotAR90OE GCG ACC TGG AGA CAA AATC Innenprimer fiir mot4A R9OE
MotAR90Eanti GAT TTT GTC TCC AGG TCG C Innenprimer fiir mot4 R9OE
R9OK GCG ACCTGA AGA CAAAATC Innenprimer fiir mot4 ROOK
R90K anti GAT TTT GTC TTC AGG TCG C Innenprimer fiir mot4 R90K
MotAE98Q CGA GAT CCA GAG CCACATC Innenprimer fiir mot4 E98Q
MotAE98Qanti GAT GTG GCT CTG GAT CTC G Innenprimer fiir mot4 E98Q
MotAE98K CGA GAT CAA GAG CCACATC Innenprimer fiir mot4 E98K
MotAE98Kanti GAT GTG GCT CTT GAT CTC G Innenprimer fiir mot4 E98K
E98D CGA GAT CGA CAG CCACATC Innenprimer fiir mot4 E98D
E98D anti GAT GTG GCT GTC GAT CTC G Innenprimer fiir mot4 E98D
FNfus CCG CTT GGA ATT CAG CTG GGC TTC GGC Fusion fliF-fliG

GGA C
FCfus GAA GAT AAA GCT TAA TGC AAC TCC GGA Fusion fliF-fliG

AC
Fdown GAT CCA AGA TGC CGT CTA GAA CCT GAA Fusion fliF-fliG

TTG GAA
Fup CTA GAC GGC ATC TTG GAT CCC GCT CGG Fusion fliF-fliG

TCG ACT
GNfus CGG GGA TGG ATC CAT GAC Fusion fliF-fliG
GCfus CAA ACG CGA TCT AGA GGC AGG CTG GAG Fusion fliF-fliG

GCG TC
G74 CTGTTG AAATTCTTC AC Sequenzierung des

Fusionskonstrukts

G65 TTT CCT TGA GCT CGA G Sequenzierung des

Fusionskonstrukts
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2.3. Chemikalien und Enzyme

In Tab.4 sind die verwendeten Chemikalien,

aufgefiihrt.

Tab.4. Herkunft von Chemikalien und Enzymen

Enzyme und kommerzielle Quellen

Chemikalie / Enzym Quelle

Acrylamid Roth (Karlsruhe)

Agarose Amresco (Solon, OH, USA)
Ampicillin Serva (Heidelberg)

Bacto Agar BD (Heidelberg)

Bacto Yeast Extract BD (Heidelberg)

Biotin Sigma (Miinchen)

Bromphenolblau Sigma (Miinchen)

BSA New England Biolabs (Frankfurt/Main)

Cellulose-Acetat-Filter (Porengrof3e 0,45 pum)

Sartorius AG (Gottingen)

CHES AppliChem (Darmstadt)
Desoxynucleotidtriphosphate Roth (Karlsruhe)
DNA Isolation Kit AppliChem (Darmstadt)

ECL (enhanced chemoluminescence detection)

direct nucleic acid labelling and detection system

Amersham Pharmacia Biotech

(Buckinghamshire)

ECL (enhanced chemoluminescence detection)

Amersham Pharmacia Biotech

Western blotting kit (Buckinghamshire)
Ethidiumbromid Serva (Heidelberg)

GFX PCR (DNA and gel band purification kit) Amersham (New York)
Hyperfilm™ ECL High performance | Amersham Pharmacia Biotech
chemiluminescence film (Buckinghamshire)
IPTG AppliChem (Darmstadt)
Kanamycin Serva (Heidelberg)
Neomycin Sigma (Miinchen)
Nucleo Spin Plasmid Kit Macherey Nagel (Diiren)
Phenol AppliChem (Darmstadt)
Proteinase K Sigma (Miinchen)
QOIAEX Gel Extraction Kit I1 Qiagen (Hilden)
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Restriktionsenzyme New England Biolabs (Frankfurt/Main)
RNaseA Roche (Basel)

SDS Serva (Heidelberg)

T4-DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe)

TEMED Sigma (Miinchen)

Tetracyclin Roche (Basel)

Tris USB (Cleveland, OH, USA)

Tryptone Peptone BD (Heidelberg)

Tween 20 Roth (Karlsruhe)

Vent DNA Polymerase New England Biolabs (Frankfurt/Main)
Whatman 3MM Filterpapier Whatman (Wiesloch)

X-Gal AppliChem (Darmstadt)

Xylencyanol SERVA (Heidelberg)

Alle weiteren Chemikalien stammten von der Firma Merck (Darmstadt).

2.4. Nihrmedien und Antibiotika

2.4.1. Medien fiir die Anzucht von E.coli

LB, _(Luria broth)

Tryptone Peptone

Yeast Extract

NaCl

H,O

pH 7,2 mit NaOH einstellen
fir LBo-Platten:

LB-X-Gal-Indikatorplatten:
(Blauweil} screening)

TB (Tryptone broth)

Tryptone Peptone
Yeast Extract
NaCl

H,O

10g
58
S5¢g
ad 11

15 g Agar

20 pg/ml X-Gal
25 mM IPTG

10g

5¢
ad 11
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Eingesetzte Endkonzentrationen von Antibiotika (E.coli)
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 ug/ml
Tetracyclin 10png/ml
2.4.2. Medien fiir die Anzucht von S.meliloti
Bromfield-Medium
Tryptone Peptone 400 mg
Yeast Extract 100 mg
CaCl, x 6 H,O 100 mg
H,O ad 11
fiir Bromfield-Platten: 15 g Agar
fiir Bromfield-Schwiérmplatten: 3 g Agar
fiir Selektion auf Fehlen von sacB: 100 g Saccharose
TYC (Tryptone Yeast Extract / Calcium)
Tryptone Peptone 5¢g
Yeast Extract 3g
CaCl, x 6 H,O 13¢g
H,O ad 11
fiir TYC-Platten: 15 g Agar
RB (Rhizobium Basal Medium)
Stammlosung Endkonzentration
NaCl 0,1 ml IM 0,1 mM
Na,MoOy 0,1 ml 100 mM 0,01 mM
K,HPO, 6,1 ml IM 6,1 mM
KH,PO,4 3,9 ml IM 1,0 mM
(NH4),S04 1,0 ml IM 1,0 mM
FeSO4in 1 N HCI 0,01 ml 100 mM 0,001 mM
fiir Prolin-Schwérmplatten: 2,7 g Agar
H,O ad 990 ml
autoklavieren, danach zugeben:
MgSO4 1,0 ml IM 1,0 mM
CaCl, 0,1 ml IM 0,1 mM
Biotin 1,0 ml 2 mg/ml 2 ug/ml
H,O ad 11
fiir Prolin-Schwarmplatten:
Prolin 0,1 ml 1M 0,1 mM
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Eingesetzte Endkonzentrationen von Antibiotika (S.meliloti)
Neomycin 120 pg/ml
Streptomycin 600 pg/ml
2.5. Puffer und Losungen
2.5.1. Ldsungen fiir Mini-/Midi-Plasmidisolierung
e GET: Glucose 50 mM
Tris/HCl pH 7,0 25 mM
EDTA 10 mM
RNase A 250 pg/ml
e Lyse-Losung: NaOH 0,2M
SDS 1 % (W/v)
e 7,5M (NH4)Ac
e 70 % EtOH
e EtOH abs.
e 3M NaAc
e Phenol/Chloroform 1:1
2.5.2. Losungen fiir genomische DNA-Isolierung aus S.meliloti
e 5% Natrium-N-Laurylsarcosin
e 3 M NaAc
e Chloroform/Isoamylalkohol 24:1
e 25mMEDTA
e TE10.1: Tris/HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
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2.5.3. Losungen fiir DNA-Auftrennung (Agarosegelelektrophorese)
e TAE (50 x): Tris/Acetat pH 8,0 2M
EDTA pH 8,0 50 mM
e DNA Gel — Ladepufter: Glycerin 50 %
EDTA 10 mM
Bromphenolblau 0,2 %
Xylencyanol 0,2 %
TAE I x
2.5.4. Losungen fiir DNA-Transfer und DNA-Hybridisierung
e 20x SSC: NaCl 1753 g
Nas-Citrat 88,2 ¢g
H,O ad 800 ml
pH 7,0 mit NaOH einstellen
e Depurinierungslosung: HCl 0,25M
e Denaturierungslosung: NaCl 1L5M
NaOH 0,5M
e Neutralisierungslosung: NaCl 1,5M
Tris/HCl pH 7,5 0,5M
e Primirer Waschpuffer : SDS 0,4 %
SSC 0,5 x
e Sekundirer Waschpuffer: SSC 2 x

2.5.5.

Losungen zur Auftrennung von Proteinen

Trenngel 10 % Sammelgel
H,O 3,75 ml 3,15 ml
38 % Acrylamid / 2 % Bisacrylamid | 1,88 ml 450 ul
1,5 M Tris 1,68 ml (pH 8,8) 500 ul (pH 6,8)
10 % SDS 75 ul 40 ul
10 % APS 50 ul 25 ul
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e Laufpuffer (5 x): Tris 302 ¢
Glycin 188 g
10 % SDS 100 ml
H,0O ad 21
e Probenpuffer (2 x): 1,5 M Tris pH 6,8 1,4 ml
87 % Glycerin 23 ml
10 % SDS 0,5 ml
H,0O 35 ml
e SDS-Ladepuffer: 10 % SDS 4 ml
Probenpuffer (2 x) 5,3 ml
0,5 % Bromphenolblau 250 pl
2.5.6. Losungen zum Transfer von Proteinen:

e PBS: NaCl 584 ¢
Na,HPO4 x 2 H,0 1424 ¢
NaH2PO4 X Hzo 2,76 g
H,O ad 11

Auf pH 7,5 einstellen
e Blot-Puffer: Tris 11,65¢g
Glycin 5,86 g
Methanol 400 ml
H,0O ad 21
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3. Methoden

3.1. Kaultivierung von Bakterien

3.1.2. Anzucht und Lagerung von E.coli

Ausgehend von einer Einzelkolonie, wurden E.coli-Zellen in LB-Fliissigmedium (unter
selektiven Bedingungen mit geeigneten Antibiotika wie Ampicillin, Kanamycin oder
Tetracyclin) bei 37°C angezogen. Das Wachstum wurde photometrisch bei einer
Wellenlédnge von 600 nm (ODgg) verfolgt. Die Anzucht auf Agarplatten erfolgte aerob bei
37°C im Brutschrank (Memmert, Schwabach). Motile RP437-Zellen zur Untersuchung des
Schwimmverhaltens wurden gewonnen, indem ein Erlenmeyerkolben mit 40 ml TB-
Medium mit 200 pl stationirer UN-Kultur beimpft und fiir etwa 4 h im Schiittelwasserbad
bei 30°C inkubiert wurde.

Zum Anlegen von Glycerinkulturen wurden aus einer frischen UN-Kultur 750 ul der
Bakteriensuspension entnommen, mit 250 pl 60 % Glycerin versetzt, gut gemischt und bei

—80°C gelagert.

3.1.3 Anzucht und Lagerung von S. meliloti

Zellen zur DNA-Isolierung wurden in TYCgp-Vollmedium bei 30°C iiber 2 Tage
angezogen. Die Anzucht motiler Zellen fiir die Untersuchung des Schwimmverhaltens
erfolgte auf Bromfield-Agarplatten, die mit 10 ml RB-Fliissigmedium {iberschichtet
wurden. Das Fliissigmedium auf den Platten wurde mit 50 pl aus einer stationdren TY Cgy,-
Kultur angeimpft. Anschliefend erfolgte eine Inkubation von 14-18 Stunden bei 30°C im
Brutschrank. So erhielt man einen sehr hohen Anteil motiler Zellen bei einer ODggy von 0,1
bis 0,2 (entsprechend 1,2 - 2,3 x 10° Zellen/ml).

Fiir Selektionszwecke erfolgte die Anzucht auf TYC-Agarplatten, die mit Neomycin und
Streptomycin supplementiert waren.

Das Anlegen von Glycerinkulturen wurde, wie bei E.coli beschrieben, aus einer stationdren

2 Tage-Kultur in Vollmedium durchgefiihrt.
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3.2. Isolierung und Reinigung von Nukleinsiuren

3.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen (Mini-Plasmidisolierung)

Plasmid-DNA in Mengen bis zu 100 pg wurden durch alkalische Lyse nach der Methode
von Li & Schweizer (1993) mit folgenden Modifikationen gewonnen. Es wurden 1,5 ml
einer frischen UN-Kultur 1 min in einer Eppendorf-Zentrifuge sedimentiert. Das Bak-
teriensediment wurde in 200 pul GET aufgenommen, mit 400 pl frischer Lyse-Losung
versetzt und mehrmals geschiittelt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden 300 pl einer
7,5 M Ammoniumacetat-Losung zugesetzt, gemischt, erneut 10 min auf Eis inkubiert und
in einer Eppendorf-Zentrifuge bei 4°C 10 min sedimentiert. Der klare Uberstand wurde zur
Féllung der DNA in 500 pl eisgekiihltes Isopropanol tiberfiihrt, gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 5 min zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge, 14.000
Upm, 4°C), das DNA-Prazipitat mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und nach dem
Trocknen in 20 pl H>O geldst. Um DNA mit hohem Reinheitsgrad fiir Sequenzanalysen zu
erhalten, wurde der NucleoSpin plus Kit (MACHEREY-NAGEL, Diiren) nach der

Anleitung des Herstellers verwendet.

3.2.2. Midi-Plasmidisolierung aus E.coli-Zellen

Bakterien aus einer 100 ml-UN-Kultur wurden 10 min bei 4°C durch Zentrifugation bei
7.000 Upm (GSA-Rotor, Sorvall-Kiihlzentrifuge) sedimentiert und in 3 ml GET
resuspendiert. Nach Zugabe von 8 ml Lyse-Losung wurde 10 min auf Eis inkubiert, 4,5 ml
7,5 M Ammoniumacetat-Losung hinzugegeben und erneut 15 min auf Eis inkubiert. Die
gefillten Proteine wurden durch 15 min Zentrifugation bei 4°C und 18.000 Upm
abgetrennt (SS34-Rotor, Sorvall-Kiihlzentrifuge). Nach Waschen in 5 ml 70 % Ethanol
und Trocknen wurde das DNA-Sediment in 4 ml TE geldst, mit 4 ml Phenol/Chloroform
(1:1) versetzt, gut gemischt und 10 min bei RT und 5.000 Upm in einer Hettich-
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die klare obere Phase wurde abpipettiert, mit 1/10 Volumen
3 M Natriumacetat und 2 M Volumen Ethanol abs. versetzt, gemischt und 20 min bei 4°C
gefillt. Die DNA wurde durch Zentrifugation fiir 10 min bei RT und 5000 Upm
sedimentiert (Hettich) und in 400 pl TE gelost. Durch Zugabe von 40 ul 3 M
Natriumacetat und 800 pul Ethanol abs. wurde die DNA erneut 20 min bei 4°C gefillt, dann
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10 min bei 4°C und 14.000 Upm in einer Eppendorf-Zentrifuge sedimentiert und in 400 ul

H,0O aufgenommen.

3.2.3. Isolierung chromosomaler DNA aus S.meliloti-Zellen

Zur Gewinnung chromosomaler DNA wurden 4 ml einer 2 d-Kultur 8§ min bei RT und
5.000 Upm zentrifugiert, und das Zellsediment in 25 mM EDTA pH 8,0 aufgenommen.
AnschlieBend wurden die Zellen nach Zugabe von 400 pl 20 % Saccharose / 10.1. TE fiir
30 min bei -20°C eingefroren. Der Ansatz wurde bei RT aufgetaut und mit 100 pg/ml
RNase und 40 mg/ml Lysozym fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Es wurden 150 ul 5 %
Natrium-N-Laurylsarcosin und 400 pg/ml Proteinase K zugesetzt und UN bei 55°C
inkubiert. Der Ansatz wurde mit 100 pul 3 M Natriumacetat versetzt und zweimal mit 1
Volumen Phenol und einmal mit 1 Volumen CIA extrahiert. Der Uberstand wurde zur
Féllung der DNA mit 1 Volumen Isopropanol gemischt, 5 min bei RT inkubiert und 5 min
bei RT abzentrifugiert. Nach Waschen des Préizipitats mit 1 ml 70 % Ethanol und
Trocknen bei RT wurde die DNA in 50 ul TE gelost.

3.2.4. Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in 1 bis 1,2 %-igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.
Als Laufpuffer diente 1 x TAE. Die Elekrophorese erfolgte bei einer Spannung von 120 V.
Durch Zugabe von Ethidiumbromid zur Gel-Losung (1 pg/ml Endkonz.) konnten die
DNA-Fragmente im Gel auf einem UV-Leuchtschirm betrachtet werden. Zur Bestimmung

der FragmentgroBen diente ein mitaufgetragener Lingenstandard.

3.2.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und Reinigung

Unter UV-Licht wurden die entsprechenden Banden mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und zur Isolierung der DNA in ein ERG iiberfiihrt. Die
Reinigung erfolgte mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden), dem
AppliChem DNA Isolation Kit (AppliChem, Darmstadt) fiir anschlieBende Klonierungen
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oder dem GFX PCR DNA and gel band purification kit (Amersham, New York) fiir

anschlieBende direkte Sequenzierungen nach den Angaben der Hersteller.

3.3. Enzymatische Modifizierung von DNA

3.3.1. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Fir die Restriktion von DNA wurden zwischen 0,1 pg bis 30 pg DNA mit dem
entsprechenden Enzym im zugehorigen Puffer der Firma NEB fiir 1-3 h bei 37 °C verdaut.
In der Regel wurden fiir 0,5 ug DNA drei Einheiten des Enzyms verwendet. Zusétzlich
wurde 1 pug/ml BSA (Endkonz.) eingesetzt.

3.3.2. Ligieren von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA

Fiir die Ligierung wurde folgender Standardansatz verwendet:
5-10 ul Fragment-DNA (100-500 ng)
0,5-2 ul Vektor-DNA (50-100 ng)
4 ul 5 x Ligase-Puffer
1,5 wl T4-Ligase
ad 20 ul mit H,O

Der Ansatz wurde bei RT 3 h oder bei 10-12°C UN inkubiert und anschlieBend direkt zur

Transformation verwendet.
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3.4. Transformation von E.coli

Kompetente Zellen von E.coli DH10B und S17-1 wurden nach der Vorschrift von Maniatis
et al. (1982) hergestellt.

Zur Transformation wurden die kompetenten Zellen 10 min auf Eis aufgetaut. Nach
Zugabe von 10 ul Ligierungsansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock-Schritt fiir 90 sec bei 42°C. Der Ansatz wurde 1 min auf Eis abgekiihlt, die
Zellen in 3 ml LB ohne Antibiotikum iiberfiihrt und 90 min im Roller bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz 5 min bei RT und 5.000 Upm zentrifugiert. Das
Bakteriensediment wurde in 100 pul Medium aufgenommen und auf Agaroseplatten mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Falls das verwendete Plasmid eine Blau-Weil3-
Selektion ermoglichte, wurden die Platten fiir E.coli DH10B mit 40 pl X-Gal (20 mg/ml)
und 8 pl 200 mM IPTG supplementiert.

3.5. Plasmid rescue

Die Methode des Plasmid rescue diente zur Isolierung unbekannter DNA-Sequenzen mit
Hilfe bekannter flankierender Sequenzen. Dazu wurde zunéchst die flankierende Sequenz
mittels PCR amplifiziert und so modifiziert, da3 das amplifizierte Fragment an einem Ende
eine PstI-Schnittstelle trigt, am anderen Ende eine HindIII-Schnittstelle. Mit Hilfe dieser
Schnittstellen wurde das amplifizierte Fragment in den rescue Vektor kloniert. Dieser
besteht aus dem Vektor pKl18mobsacB, in den eine Tetracyclinkassette mit den
Restriktionsschnittstellen EcoRI und HindIIl kloniert wurde. Die Tetracyclinkassette
vermittelt in E.coli Tetracyclinresistenz. E.coli DH10B wurde mit dem Konstrukt aus
rescue Vektor und amplifiziertem Fragment transformiert. Das Konstrukt wurde durch
Sequenzierung iiberpriift, dann wurde E.coli S17-1 damit transformiert; Transformanten
wurden fiir den konjugativen Transfer des Plasmids mit R./upini H13-3 (RU 12/001)
konjugiert. Alle Transkonjuganten, die auf TY Csynm-Platten wuchsen, hatten das Plasmid
in ihr Genom integriert, Rekombination erfolgte an der homologen Sequenz, die dadurch
verdoppelt wurde. Die angrenzenden, unbekannten Gene wurden isoliert, indem

genomische DNA dieser Transkonjuganten mit einem geeigneten Restriktionsenzym (je
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nach gewiinschter Leserichtung Ps¢I oder HindIIl) geschnitten, religiert, und E.coli DH10B
mit dem Religationsansatz transformiert wurde. Die Selektion erfolgte auf LBt , so daf3
nur Transformanten wachsen konnten, die das Plasmid pKl18mobsacB mit

Tetracyclinkassette und angrenzender genomischer R./upini-DNA enthielten.

3.6. PCR-Methoden

Die Amplifizierung von DNA durch PCR (Saiki er al., 1986) diente zur raschen
Gewinnung von DNA-Fragmenten zu Analysezwecken oder Klonierungen. Als Matrizen-
DNA wurden genomische S.meliloti-DNA oder Plasmide, die subklonierte, genomische
DNA-Fragmente aus S.meliloti enthielten, verwendet. Fiir die Herstellung von Fragmenten
fiir die PCR-Allelenaustauschmutagenese und zur Uberpriifung von Kreuzungen wurde die
Vent DNA Polymerase verwendet, die eine proof reading Aktivitét besitzt und sich damit
durch eine Reduktion der Fehlerrate auszeichnet.

Die erforderlichen Primer wurden so gewdhlt, dal} der hybridisierende Bereich jeweils ca.
18 Nukleotide betrug.

PCR-Reaktionen wurden in einem 7Thermal Cycler TC 480 (PERKIN ELMER,
Weiterstadt) durchgefiihrt, als Reaktionsgefdafle dienten ultradiinne PCR tubes (BIOZYM,
Hess. Oldendorf).

Folgender Standardansatz wurde verwendet:

Ansatz A Ansatz B
Template DNA 1 ul(1pg—100ng) 10 x Puffer
(+ MgSOy) 5l
2 mM dNTPs Sul upstream Primer 0,5 ul (50 pmol)
H,0O ad 40 pl downstream Primer 0,5 ul (50 pmol)
Polymerase 0,4 ul (1,50)
Uberschichten mit sterilem Paraffingl H,O ad 10 ul

Die Amplifizierungsreaktion wurde nach der hotstart Methode durchgefiihrt. Der Ansatz 1

wurde dabei zuerst auf 95°C erhitzt und erst nach Erreichen dieser Temperatur der
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Ansatz 2 hinzupipettiert. Dadurch verminderte sich die Bildung unspezifischer
Amplifikationsprodukte, und die Ausbeute an PCR-Produkt wurde erhoht.
Der komplette Ansatz wurde anschlieBend unter folgenden Standardbedingungen inku-

biert:

95°C 60 sec (Denaturierung)
52°-64°C 60 sec (Primer — Annealing)
72°C 30 — 90 sec (Elongation)

Dieser Zyklus wurde 35 mal wiederholt, gefolgt von einer konstanten 72°C-Phase (15
min), um begonnene Elongationsprodukte zu vervollstindigen. Die Reaktionsprodukte
wurden auf 4°C abgekiihlt, mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und gereinigt (s.

3.2.4.,32.5).

3.6.1. PCR aus einer S.meliloti-Einzelkolonie

PCR-vermittelte DNA-Amplifizierungen konnten direkt aus S.meliloti-Zellen durchgefiihrt
werden. Hierzu wurde eine Einzelkolonie von einer Agaroseplatte mit einem sterilen
Zahnstocher in ein PCR-Gefal} iiberfiihrt, das bereits den Ansatz 1 ohne DNA enthielt.
Nach Suspension der Zellen wurde der Ansatz fiir 15 min auf 95°C erhitzt, um die DNA
aus den Zellen freizusetzen. Nach sofortiger Kiihlung auf Eis konnte der Ansatz fiir die

PCR-Reaktion verwendet werden.

3.6.2. Herstellung von AS-Austausch-Mutanten und Einfiihren von

Restriktionsschnittstellen mittels PCR-Mutagenese (overlap extension)

Die Herstellung von Codonsubstitutionen in den S.meliloti-Genen motA und fliG sowie das
Einfligen von Erkennungsstellen fiir Restriktionsenzyme erfolgte mittels in vitro PCR-
Mutagenese. Durch die Wahl von vier geeigneten Primern wurde in zwei PCR-Runden ein
DNA-Fragment erzeugt, welches das gewiinschte mutierte Codon fiir einen

Aminosdurerest enthélt (Abb.9).
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Abb.9: Schema der PCR — Mutagenese. P1 und P4: AuBlenprimer; P2 und P3: komplementére Innenprimer
mit gewiinschten Basenaustauschen; schwarz: Matrize und Produkt der PCR mit den Primern P1 und P2;
grau: Matrize und Produkt der PCR mit den Primern P3 und P4; rot: Region mit den neu eingefiihrten
Basenaustauschen.

Die AuBlenprimer Pl und P4 lagen ca. 250 bp upstream bzw. downstream von der
jeweiligen zu mutierenden Basenfolge. Die Innenprimer P2 und P3 waren komplementir
zueinander und zu der die Substitution umgebenden Sequenz, sie enthielten zentral die
gewlinschten Mutationen. In einer ersten PCR-Runde entstanden in zwei getrennten PCR-
Reaktionen jeweils ein Fragment, ndmlich eines mit ca. 250 bp oberhalb der Mutation
gelegener Sequenz sowie eines mit ca. 250 bp unterhalb der Mutation gelegener Sequenz.
Als Matrizen-DNA diente ein Plasmid, das die zu amplifizierende S.meliloti-Teilsequenz
enthielt. Beide Fragmente wurden iiber Agarosegel-Elektrophorese isoliert und gereinigt.
Die zueinander komplementiren Innenprimer P2 und P3 konnten Wasserstoffbriicken
ausbilden und ermdglichten so eine iiberlappende Bindung der beiden PCR-Produkte aus
der ersten PCR-Runde. In einer zweiten PCR-Runde wurden die beiden Fragmente aus der
ersten PCR-Runde als Matrizen-DNA eingesetzt. Die Einzelstrdnge der beiden Fragmente

konnten wéhrend der ersten annealing-Phase aufgrund ihrer komplementiren Bereiche
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aneinander binden und, von den 3’-Enden ausgehend, durch die Polymerase zum
Doppelstrang vervollstindigt werden. In den folgenden Zyklen entstand mit den
AulBlenprimern P1 und P4 als Produkt ein Fragment, das in seiner Mitte das mutierte
Aminosdurecodon enthielt. Das Produkt aus der zweiten PCR-Runde wurde ebenfalls iiber
Agarosegelelektrophorese gereinigt. Die beiden AuBenprimer enthielten geeignete
Restriktionsschnittstellen als Anhang, die zur gerichteten Klonierung in Vektor-DNA
bendtigt wurden.

Alternativ zur overlap extension PCR wurden einige Aminosdureaustausch-Mutanten mit
Hilfe der Megaprimer-PCR gewonnen. Hierbei wurden in einer ersten PCR-Runde ein
Innenprimer und der gegenldufige AuBenprimer verwendet und das gereinigte Produkt als
Megaprimer zusammen mit dem zweiten AuBlenprimer fiir die zweite PCR-Runde

eingesetzt.

3.7. DNA-Sequenzanalysen und Auswertung

Die Sequenzen aller DNA-Konstrukte wurden mit einem ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(PE Applied Biosystems, Weiterstadt) tiberpriift. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit
dem GCG-Programmpaket (Genetics Computer Group) der Wisconsin Package Version
10.0 (Madison, Wisconsin, 1999) bearbeitet (Suche nach Restriktionsschnittstellen,
Ahnlichkeit von Polypeptidsequenzen). Ergiinzende Analysen der Nukleinsiure- und
Proteindaten wurden mit Programmen im Internet durchgefiihrt

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.8. Konjugativer Plasmidtransfer von E.coli nach S.meliloti

Die Einfilhrung von Aminosdurecodon-Substitutionen in das Genom von S.meliloti
erfolgte durch homologe Rekombination zwischen mutierten Sequenzen und Wildtyp-
Sequenzen. Zu diesem Zweck wurde der mobilisierbare suicide-Vektor pK18mobsacB

verwendet, der einen Replikations-Origin fiir E.coli besitzt, jedoch keinen fiir S. meliloti
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(Schéfer et al., 1994). Nach Klonieren der verdnderten DNA-Sequenz in den Vektor wurde
E.coli S17-1 mit dem rekombinanten Plasmid transformiert (Simon ez al., 1983).

Kreuzungen zwischen E.coli S17-1 und S.meliloti wurden nach der Vorschrift von Simon
et al. (1983) auf Membranfiltern durchgefiihrt. Donor und Rezipient aus stationdr
gewachsenen Kulturen wurden auf eine ODgop von 0,1 (E.coli: 5 x 107 Zellen / ml;
S.meliloti: 1 x 10® Zellen / ml) verdiinnt und im Schiittelwasserbad bis zum Erreichen einer
ODgpp von 0,2 bis 0,4 inkubiert. Es wurden 250 ul Donorzellen (E.coli S17-1 der
Zelldichte von 1 x 10® Zellen / ml) und 500 ul Rezipientenzellen (S.meliloti RU11/001 der
Zelldichte von 2 x 10® Zellen / ml) in ein ERG iiberfiihrt und 2 min bei 6000 Upm
zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 100 pul TYC aufgenommen und auf sterile
Celluloseacetat-Filter iibertragen, die auf vorgewiarmte TY C-Platten aufgelegt waren. Nach
20 h-Inkubation bei 30°C wurden die Zellen mit 1 ml TYC-Medium von dem Filter
gespiilt und Verdiinnungen auf Platten mit Selektion auf das Plasmid und den
Rezipientenstamm (S.meliloti) ausplattiert, so daBl nur Zellen mit integriertem Plasmid
wachsen konnten. Vier dieser Kolonien wurden auf TYCgy,nm vereinzelt. Von einer
Einzelkolonie ausgehend, wurden die Zellen 2 Tage ohne Selektion auf das Plasmid in
TYCsm-Medium angezogen. Wéhrend dieser Zeit sollte das zweite Rekombinations-
ereignis stattfinden. Mit Hilfe des sacB-Gens konnte auf das zweite Rekombinations-
ereignis selektiert werden (Ried & Collmer, 1987; Selbitschka et al., 1993; Schéfer et al.,
1994). Von den Zellkulturen wurden Verdiinnungen hergestellt und diese auf Bromfield-
Platten mit 10 % Saccharose ausplattiert. Alle Zellen, die das Plasmid noch enthielten,
sollten abgetdtet werden. Sie synthetisierten mit Hilfe von SacB, der Levan-Saccharase,
aus Saccharose Levane, die von S.meliloti nicht verwertet werden konnten. Die Levane
hdufen sich im Periplasma an, was zum Platzen der Zellen fiihrt. Ca. 50 % der Zellen, die
auf den Saccharose-Platten anwuchsen, hatten das Plasmid und die damit vermittelte
Antibiotikaresistenz durch das zweite Rekombinationsereignis verloren. Von diesen Zellen
hatten ca. 50 % die Wildtypsequenz durch die mutierte Sequenz ausgetauscht. Die
homologe Rekombination wurde durch PCR wund anschlieBende Sequenzierung

nachgewiesen.
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3.9. Nukleinsiuretransfer und Hybridisierung (Southern blot)

3.9.1. Nukleinsiduretransfer

Genomische DNA wurde mit geeigneten Restriktionsenzymen in kleinere Fragmente
geschnitten (3.3.1.) und auf einem Agarosegel der Grofe nach aufgetrennt (3.2.4.). Nach
fotografischer Dokumentation wurde das Agarosegel 15 min in 0,25 M HCI-Losung zur
Depurinierung der DNA geschwenkt. Im Anschlu wurde die DNA durch 30 min
Inkubation des Agarosegels mit 0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl-Losung denaturiert und
schlieBlich 30 min mit 0,5 M Tris pH 7,5 und 1,5 M NaCl neutralisiert. Die so
vorbehandelte DNA konnte jetzt mittels Kapillarkraft UN mit 5 x SSC auf eine
Nylonmembran (Hybond N) iibertragen werden. Durch UV-Belichtung (Stratagene UV

crosslinker, Stratagene) wurde die DNA kovalent an die Membran gebunden.

3.9.2. Markierung von Sonden

Chemolumineszenz-Sonden wurden mit dem ECL-Kit (enhanced chemoluminescence)
nach Vorschrift des Herstellers markiert. Dazu wurden 100 ng DNA in 10 ul Wasser 5 min
zur Denaturierung aufgekocht und im Anschlul sofort fiir 5 min auf Eis abgekiihlt. Zur
denaturierten DNA wurden 10 Ul labelling reagent (Meerrettich-Peroxidase) und 10 ul
Glutaraldehyd-Losung gegeben, kriftig gemischt und 10 min bei 37°C inkubiert. Die

markierte Sonde wurde umgehend zur vorhybridisierten Membran gegeben.

3.9.3. Priahybridisierung, Hybridisierung und Detektion

Die Nylonmembran mit kovalent gebundener DNA wurde mit Prahybridisierungslosung
behandelt, um unspezifische Bindung der markierten Sonde zu vermeiden. Die
Prihybridisierungslosung bestand aus 0,125 ml/cm” Gold-Hybridisierungspuffer, 0,5 M
NaCl und 5 % blocking agent. Die in Haushaltsfolie eingeschweillite Membran wurde 2 h
bei 42°C mit der Losung inkubiert. Im Anschlufl wurde die mit Meerrettichperoxidase
markierte Sonde sofort zur Membran in die Losung gegeben. Die Hybridisierung erfolgte

UN bei 42°C im Schiittelwasserbad. Nicht gebundene Sonde wurde durch 2 x 5 min



Methoden 40

Waschen bei 55°C mit primdrem Waschpuffer und 2 x 5 min mit sekundirem
Waschpuffer bei RT entfernt. Zur Detektion wurde die Membran 1 min mit der
Detektionslosung aus Luminol und chemischen Verstirkern (1:1 Gemisch von Lésung 1
und 2) inkubiert. Die abgetropfte Membran wurde in Frischhaltefolie gepackt und in eine
lichtdichte Kassette gelegt. Die Lichtsignale der Oxidationsreaktion konnten mit
Hyperfilm™ ECL High performance chemiluminescence film (Amersham, Buckingham-

shire) nach 10 min bis 1 h Expositionszeit bei RT detektiert werden.

3.10. Immunchemische Methoden

3.10.1. Gewinnung von denaturierten Proteinproben

Zur Gewinnung von denaturierten Proteinproben fiir Western blot Analysen wurden 1 ml
Zellen einer ODggo von 0,3 fiir 5 min in einer Eppendorf-Zentrifuge sedimentiert und in 30
pul SDS-Ladepuffer aufgenommen. Die Ansédtze wurden anschlieBend 10 min aufgekocht

und die gesamte Menge auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

3.10.2. Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine wurden in einem 8,5 cm x 9,0 cm groflen und 1 mm breiten Gel aufgetrennt
(10 Spuren), das aus einem Sammelgel (5 % Acrylamid) und einem Trenngel (10 %
Acrylamid) zusammengesetzt war (Laemmli, 1970). Die Elektrophorese wurde mit 1 x
SDS-Laufpuffer in einer Biometra-Gelelektrophorese-Apparatur vertikal bei einer

konstanten Stromstédrke von 30 mA durchgefiihrt.

3.10.3. Transfer aufgetrennter Proteine auf Nitrocellulose-Membran (Western blot)

Nach Auftrennung der Proteinproben im SDS-Gel wurden diese mit einer tank blot

Apparatur (Biological Laboratories, Harvard University) elektrophoretisch auf eine
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Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL, Amersham) iibertragen. Der Transfer erfolgte 90

min bei einer konstanten Stromstirke von 500 mA mit Blot-Puffer.

3.10.4. Immunchemischer Nachweis von Proteinen durch Chemolumineszenz

Die Nitrocellulose-Membran mit den Proteinen wurde UN bei 18°C in PBS / 0,1 %
Tween / 5 % Magermilch geschwenkt, um unspezifische Bindungen des Antikdrpers zu
vermeiden. AnschlieBend wurde zu einer frischen PBS / 0,1 % Tween / 5 % Magermilch-
Losung der primére gereinigte Antikorper (E.Eggenhofer, B.Scharf, pers. Mitteilung) in
einer Verdiinnung von 1:100 zugesetzt und 2 h unter Schiitteln bei RT inkubiert. Nach 4 x
10 min Waschen mit PBS / 0,1 % Tween wurde der mit Meerrettichperoxidase markierte
sekundédre Antikorper in eine Verdiinnung von 1:2500 in PBS / 0,1 % Tween / 5 %
Magermilch-Losung zugegeben und fiir 1 h 30 min inkubiert. Vor Detektion wurde die
Membran erneut 4 x 10 min mit PBS / 0,1 % Tween gewaschen. Die Detektion erfolgte mit
dem ECL Western blotting kit. Dazu wurden die Losungen 1 und 2, welche Luminol und
chemische Verstirker enthalten, im Verhéltnis 1:1 gemischt und die Membran 1 min darin
geschwenkt. Nach Einwickeln der Membran in Frischhaltefolie wurde diese in eine
lichtdichte Kassette gelegt und die Signale mit Hyperfilm™ ECL (Amersham,
Buckinghamshire) nach 1 min bis 2 h Exposition bei RT detektiert.

Densitometrische Auswertungen zur quantitativen Bestimmung von Mutantenproteinen
wurden mit dem Programm Scion Image durchgefiihrt. Dieses Protein integriert Intensitét

und Flache der Proteinbanden. Als Referenz dient die Stirke der Wildtyp-Bande.

3.11. Physiologische Untersuchung von S.meliloti und E.coli

3.11.1. Schwirmtests von S.meliloti-Mutanten

Qualitative Messungen der Schwiarmfihigkeit wurden auf Bromfield-Schwarmplatten
durchgefiihrt. Drei pl einer stationdren Bakterienkultur (2 Tage bei 30°C) wurden
punktformig auf eine Bromfield-Schwérmplatte aufgetragen. Nach drei Tagen Inkubation

bei 30°C wurden die Platten ausgewertet. Ringbildung um den Auftragspunkt zeigte
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positive Chemotaxis und Motilitdt an. Der Durchmesser der Schwérmringe ist ein Maf fiir

die Effizienz der taktischen Reaktion.

3.11.2. Bestimmung der Geschwindigkeit freischwimmender S.meliloti-Zellen

Motile S.meliloti-Zellen wurden in RB auf eine ODgy von 0,1 bis 0,3 verdiinnt und 50 pl-
Proben in eine vorbereitete Probenkammer pipettiert. Die Kammer wurde hergestellt,
indem zwei Deckgldschen mit Exsikkatorfett so auf einem Objekttrager befestigt wurden,
daB3 ein drittes Deckgldschen darauf angebracht werden konnte. Damit war eine
ausreichende Tiefe der Kammer gewihrleistet. Die Zellen wurden unter einem Mikroskop
(Zeiss Standard 14 Phasenkontrast-Mikroskop) bei RT untersucht. Die qualitative
Bestimmung des Schwimmusters erfolgte durch Beobachtung, quantitative Messungen an
freischwimmenden Zellen wurden mittels Hobson Bactracker (Hobson Tracking Systems
Ltd., Sheffield, UK) bestimmt. Mit Hilfe dieses Computerprogramms konnen die Laufe
einzelner schwimmender Zellen oder der Mittelwert vieler schwimmender Zellen
dokumentiert werden. Es wurde die absolute Geschwindigkeit (CVS; curvilinear speed)
bestimmt, welche die mittlere Geschwindigkeit einer Zelle wéhrend eines gemessenen
Laufes darstellt. Zudem wurde die relative Geschwindigkeit ermittelt. Hier wurde der
lineare Abstand von Anfangs- und Endpunkten eines Laufes gemessen und auf die dafiir
benotigte Zeit bezogen (VSL; straightline velocity). Aus dem Quotienten VSL/CVS 1463t
sich die Geradlinigkeit bzw. Kurvenhdufigkeit der Liufe ermitteln. Fiir eine Messung
wurde der Mittelwert aus 200 Laufen bestimmt. Es wurden fiir jeden Stamm fiinf
unabhiingige Messungen durchgefiihrt. Der Effekt eines Lockstoffes auf das
Schwimmverhalten von Wildtyp- und Mutanten-Zellen wurde durch Zugabe von 1/10
Volumen des Lockstoffes Prolin (Endkonz. 10? M) zum Probenansatz und erneuter

Schwimmgeschwindigkeits-Bestimmung ermittelt.

3.11.3. Geschwindigkeitsmessungen bei unterschiedlichen dufleren pH-Werten

Es wurden 0,5 ml 1 M Tris-Puffer des pH-Werts 7,3 , 8,0 , 8,5 oder 9,0 zu 4,5 ml
Bakteriensuspension gegeben bzw. 1 ml 0,5 M CHES-Puffer des pH-Werts 9,0 , 9,5 oder
10,0 zu 4 ml Suspension, so dafl die Endkonzentration 100 mM betrug. Nach 2 h
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Gewdhnungsphase wurde die Schwimmgeschwindigkeit der Bakterien bestimmt (s.

3.11.2).
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4. Ergebnisse

Sinorhizobium meliloti weist einen von den Enterobakterien differierenden Modus der
Motorrotation auf. Diese Tatsache findet ihre genetische Entsprechung in der Existenz
dreier neuer Gene, motC, motD und motE.

Diese neuen Gene von S.meliloti wurden von unserer Arbeitsgruppe untersucht; motC war
u.a. Gegenstand dieser Arbeit. Das MotC-Protein wurde im Periplasma von S.meliloti
lokalisiert (Platzer et al., 1997), seine Interaktion mit MotB, einer Komponente des
Protonenkanals, wurde nachgewiesen (Haslbeck, 1997; Halbach, 2003). Eine MotB:MotC-
Stochiometrie von ~1:1 wurde durch quantitative Immunoblots bestitigt (Halbach, 2003).
Ferner wurde gezeigt, dal MotE als Chaperon und ,,Zielfinder* fiir MotC im Periplasma
fungiert (Eggenhofer et al., 2004). Schlieflich bindet MotD an FliM, die proximale
Komponente des C-Rings (E.Eggenhofer, pers. Mitt.), und sorgt fiir maximale
Rotationsgeschwindigkeit. MotA ist neben MotB ein konserviertes Transmembranprotein
des Protonenkanals; MotA steht in Wechselwirkung mit dem Rotorprotein FIiG. Bei E.coli
wurden MotA und FliG als die Interaktionspartner an der Kontaktfliche zwischen Stator
und Rotor im Flagellenmotor identifiziert (Garza et al., 1995). Sie generieren das
Drehmoment, das die Flagellenrotation ermdoglicht. Aufgrund des unterschiedlichen
Bewegungsmodus von S.meliloti-Zellen (einsinnige cw-Rotation, Geschwindigkeits-
Variation) waren jedoch im Zusammenspiel dieser beiden Proteine Unterschiede zu
erwarten, deren Funktionsanalyse zentrales Thema dieser Untersuchung ist. Im folgenden
Ergebnisteil werden vier Aspekte der Struktur und Funktion des S.meliloti-Flagellenmotors
behandelt, namlich:

(4.1) Vergleichende Genkartierung unter Herausstellung konservierter Motorkomponenten
(4.2) Stabilitdt und Funktionalitit von MotC

(4.3) Analyse elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen MotA und FliG

(4.4) Herstellung einer FliF-FliG-Fusionsmutante und Funktionsanalysen
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4.1. Vergleichende Genkartierung unter Herausstellung konservierter

Motorkomponenten

4.1.1. Sequenzierung von motC, motA und fliG aus Rhizobium lupini H13-3

Ein wichtiges Hilfsmittel fiir Funktionsanalysen konservierter neuer Motorproteine bei
S.meliloti ist die Identifizierung konservierter Dominen durch Vergleich mit den
orthologen Gensequenzen bei verwandten o-Proteobakterien. Zwar sind die flagellar
regulon-Cluster mehrerer «-Proteobakterien bereits publiziert, wie z.B. die von
Rhodobacter sphaeroides (Ward et al., 1995) oder Zymomonas mobilis (Um & Kang,
1999; NCBI-Ac.No. AF124349), die typischen mot-Gene motC, motD und motE treten
jedoch in ihren Genomen nicht auf. Dagegen bieten die Genome von A.fumefaciens
(Goodner et al., 2001) und M.loti (Kaneko et al., 2000) Moglichkeiten fiir Vergleiche.
Ferner ist R.lupini H13-3 ein naher Verwandter, von dem die Sequenzen der Flagellingene
flaA, flaB und flaD (Scharf et al., 2001), des orf38-Homologen und von motB bekannt sind
(Schuster-Wolff-Biihring, 1999). R.lupini H13-3 wurde aus der Wurzelsphére von Lupinen
isoliert und daher so benannt (R.Schmitt, pers. Mitt.). Jedoch lieBen Sequenzvergleiche der
Flagellingene eine verwandtschaftliche Ndhe zu A.tfumefaciens vermuten, was durch
Analyse der 16S rRNA bestdtigt wurde (B.Scharf, pers. Mitt.). Bis zur endgiiltigen
Einordnung im Stammbaum wird der urspriingliche Name beibehalten. Es lag daher nahe,
die noch unbekannten, hier relevanten Motorgene zu sequenzieren und zu kartieren. Zur
Sequenzanalyse von motC wurde von der bekannten motB-Sequenz aus ein plasmid rescue
mittels HindIIl durchgefiihrt (3.5.) und das religierte Plasmid sequenziert. Das Schema des
rescue ist in Abb.10 dargestellt.

Da in diesem nicht die gesamte motC-Sequenz enthalten war, wurde eine Teilsequenz des
plasmid rescue als tag verwendet und ein zweiter rescue mittels Pstl durchgefiihrt. Ferner
wurden die bereits bekannten Sequenzen von orf38 und motB noch einmal {iberpriift. Diese
DNA-Sequenzen und die abgeleiteten Peptidsequenzen sind im Anhang unter Al
aufgefiihrt, ebenso ein Vergleich der Proteinsequenzen mit den entprechenden aus
S.meliloti (A3). Das R.lupini H13-3 motD-Gen wurde bereits sequenziert (Eggenhofer,
2001).
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neue Sequenz aus Genom
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Abb.10. FlieBdiagramm des mit HindIIIl durchgefiihrten plasmid rescue. Tet-Kassette = Tetracyclin-Kassette
(griin); pK18mobsacB (blau); tag = 500 bp PCR-Fragment der 3’-Region von R.lupini H13-3 (rot); Genom
(schwarz)

Ferner waren die Sequenzen der R.lupini-Gene mot4 und fliG hier von Interesse. Es stand
das Plasmid pRU2352 zur Verfiigung, das H.Schuster-Wolff-Biihring (1999) bereits aus
dem R.Iupini-Genom mittels plasmid rescue gewonnen hatte. Dieses Plasmid mit mot4 und
fliG wurde im Rahmen dieser Arbeit sequenziert. Die Sequenzinformationen sind im

Anhang zusammengestellt (A2). Die abgeleiteten offenen Leseraster wurden auf Ahnlich-
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keiten zu den S.meliloti-Orthologen hin untersucht; die Aminosdure-Sequenzvergleiche
sind ebenfalls im Anhang zu finden (A3). Identititen und Ahnlichkeiten abgeleiteter, hier
relevanter R.Iupini H13-3 Motorproteine im Vergleich zu S.meliloti, M.loti und E.coli sind
in Tab.5 aufgelistet.

Tab.5. Vergleiche von neuen abgeleiteten Motorproteinen zwischen R.[upini, M.loti und

E.coli mit S.meliloti (100 %)"

Protein Identitit (%) Ahnlichkeit (%)
A.tume- R.lupini M.loti E.coli A.tume- R.lupini M.loti E.coli
faciens faciens
MotA 84 83 70 43 89 89 79 53
MotB 63 62 51 34 71 71 59 43
MotC 50 50 40 2 59 58 49 2
MotE 56 nb” 49 2 63 nb” 57 2
FliG 67 67 43 23 77 77 54 36
FliM 47 44 31 23 56 54 40 31
FLiN 68 69 45 34 74 73 54 46

I)VCI' leiche mittels GCG-Programm (Wisconsin Package 5 2 im E.coli-Genom nicht vorhanden; %) nicht
bekannt

Ein Vergleich der Sequenzen zeigt, daf3 die Identitdt der S.meliloti-Proteine MotA, MotB,
FliG, FliM und FIiN mit den Orthologen der anderen a-Proteobakterien (31-84 %) groBer
ist als im Vergleich zu E.coli (23-43 %). MotC, MotD und MotD sind exklusiv nur in o-
Proteobakterien vorhanden. Auf der Seite des Stators ist MotA am stirksten konserviert
(43 % Identitdt zu E.coli, 70-84 % innerhalb der o-Proteobakterien), MotB, MotC, MotD
und MotE sind dagegen nur zu 40-63 % identisch. Die MotB-Proteine der o-Proteo-
bakterien sind gegeniiber ithrem E.coli-Paralogen um eine Extradomdne von ~100 AS-
Resten verldngert. Auf der Seite des Rotors sind FliG, FliM und FliN innerhalb der o-
Proteobakterien zu 31-69 % identisch, zu E.coli zu 23-34 %. Es ist auffillig, da3 MotA
starker konserviert ist als die anderen untersuchten Proteine. Der hohe Anteil identischer
und dhnlicher Reste in ihren Peptidsequenzen findet seine Entsprechung in der Rolle, die
MotA im Motor spielt. Es ist Bestandteil des MotA-MotB-Protonenkanals, und es kommt

ithm die zentrale Aufgabe der Kraftiibertragung vom Stator auf den Rotor zu.
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4.1.2. Vergleichende Genkartierung der flagellar regulon-Cluster von vier o-Proteo-

bakterien

Bei S.meliloti sind alle che-, fla- und mot-Gene in einem einzigen, ~50kb grolen Regulon
zusammengefalit. Das Regulon 1483t sich in ~12 Transkriptionseinheiten (Operons)
unterteilen, in denen Gene entdeckt wurden, die z.T. noch in keinem anderen Organismus
gefunden worden waren. Die verschiedenen Operons sind in drei Hierarchie-
Regulationsklassen organisiert (Sourjik et al, 2000). Das bereits bekannte flagellar
regulon von S.meliloti wurde hier mit den neu bestimmten Sequenzen aus R./upini H13-3
sowie mit den Regulons anderer o-Proteobakterien verglichen, deren Genome in jlingerer
Zeit verdffentlicht worden waren. Es war festzustellen, ob die verwandten Spezies iiber
eine dhnliche Anordnung ihrer Chemotaxis-, Flagellen- und Motilitdtsgene verfiigten.
Anhand hier gewonnener Sequenzdaten von R.[upini H13-3 und der veroffentlichten
Genomsequenzen von M.loti (Kaneko et al., 2000), A.tumefaciens (Goodner et al., 2001)
wurden Genkarten des flagellar regulon aufgestellt und mit der von S.meliloti verglichen
(Abb.11). Zum Vergleich sind entsprechende E.coli K12-Gene (Blattner et al., 1997), die
in drei isolierten Genclustern kartieren, gezeigt.

Beim Vergleich der Genkarten fallt auf, daB tatsdchlich alle aufgefiihrten «-
Proteobakterien mit komplexen Flagellen und einsinnigem Rotationssinn iiber motC und
motD-Gene verfiigen und diese gekoppelt mit motB vorliegen. Dagegen kartiert motA4, im
Gegensatz zu seinem E.coli-Homologen, von motB getrennt und zwar im selben Operon
wie die Rotorproteine fliM, fliN und fliG. Andererseits besteht keine Genkopplung
zwischen fliFF und fliG (wie bei E.coli K12).

Man kann daraus folgern, dal3, anders als bei E.coli, keine strikte Stochiometrie zwischen
MotA und MotB (4:2) oder FIiF und F1iG (1:1) herrscht, oder aber, dall die Mengen iiber

die Starke der Genexpression strikt kontrolliert werden.
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4.2. Untersuchungen zur Charakterisierung des Motilitatsproteins

MotC

4.2.1. Stabilitat der verkiirzten Proteine in morC-Deletionsmutanten

Das Protein MotC ist eine neue periplasmatische Komponente des Motors von S.meliloti,
die eine essentielle Rolle bei der Flagellenrotation spielt. Moglicherweise reguliert sie den
Protonenflufl durch den Protonenkanal, der von MotA und MotB gebildet wird (Platzer et
al., 1997). Hinweise auf eine Wechselwirkung des C-terminalen Bereichs mit einer
periplasmatischen Extradomidne von MotB ergaben sich durch two-hybrid Analysen
(Haslbeck, 1997). Weitere Informationen iiber die Doménenstruktur von MotC kdénnten
weiterfithrende Schliisse auf seine neuartige Funktion erlauben. Hilfreich fiir Aussagen
iber eine Doménenstruktur sind Vergleiche mit den Sequenzen orthologer Proteine. Fiir
motC sind die Sequenzen von R.lupini, A.tumefaciens und M.loti bekannt (s. 1.). Ein
Vergleich der vier Sequenzen ist in Abb.12 gezeigt. M.loti-MotC ist nach den Daten von
Kaneko et al. (2000) stark verkiirzt. Nimmt man ein 3" gelegenes ATG als Startcodon und
damit einen fritheren Translationsstart an, fiihrt dies zu einem 457 AS-Reste groBen
Protein (S.meliloti-MotC: 434 AS-Reste).

Weitere Informationen iiber wichtige und weniger wichtige Bereiche eines Proteins lassen
sich mit Hilfe von Deletionsanalysen und anschlieBender Charakterisierung der
resultierenden Phédnotypen gewinnen. Eine derartige Analyse habe ich systematisch,
ausgehend vom C-Terminus, in Schritten von 20 AS-Resten, im Rahmen meiner
Diplomarbeit durchgefiihrt (Attmannspacher, 1999). Das Schema der eingefiihrten MotC-

Deletionen ist in Abb.12 eingezeichnet.
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Abb.12. Alignment (GeneDoc-Programm) und Vergleich der MotC-Proteine von S.meliloti, R.lupini,
A.tumefaciens (A_tumef) und M.loti (Platzer et al., 1997; Goodner et al., 2001, nach Kaneko et al., 2000).
Schwarz markiert sind in allen vier Sequenzen identische und dhnliche Reste, dunkelgrau in drei Sequenzen
konservierte Reste und hellgrau in zwei Sequenzen konservierte Reste. Die schwarzen Zahlen geben die
jeweiligen AS-Positionen an, mit roten Buchstaben und Balken sind die in der Diplomarbeit deletierten
Bereiche (Attmannspacher, 1999).

Das Ergebnis der Mutantenanalyse war jedoch im Fall von motC wenig informativ, weil
nur Mutanten, denen einige terminale Reste fehlten, noch motile Phénotypen zeigten.
Nachdem mehr iiber die aufwendige Faltung von MotC mittels eines spezifischen
Chaperons, MotE bekannt ist (Eggenhofer ef al., 2004), kam die Vermutung auf, dal3
Deletionen dieses stark konformationsabhéngige Protein destabilisieren koénnten. Dem
wurde anhand von Western blot Analysen der Mutantenproteine mit einem inzwischen
verfiigbaren anti-MotC-Antikdrper nachgegangen. Zellextrakte des Wildtyps und aller 24
Mutanten wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran iibertragen

und mit dem Antikorper inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb.13 gezeigt.
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Abb.13. Western blot zum quantitativen Nachweis der Expression der verkiirzten MotC-Proteine. Gleiche
Mengen an Zellextrakten (3.9.1.) wurden in einem 10 % Acrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und mit einem anti-MotC-Antikdrper inkubiert. Die Mutanten AC21 bis AC1 sind in
absteigender Reihenfolge aufgetragen, ferner AC17C (17C), AC21IN (21N) und AC18-20 (18-20) sowie als
Kontrolle der Wildtyp (001) und die Gesamt-Deletionsmutante RU11/211 (211); St.: Groenstandard.

Die Ergebnisse der Abb.13 zeigen bereits bei visueller Inspektion, da3 die MotC-Mutanten
sehr unterschiedliche Stabilitdt besitzen. Dies wurde auch quantitativ nachgewiesen
(3.10.4.). Die Mutanten lassen sich folglich in drei Gruppen einteilen: Mutationen AC1 bis
AC12 sowie die C-terminale Mutante AC21 weisen sehr geringe Stabilitét auf (weniger als
20 % der Wildtypmenge). Die Mutanten AC13 bis AC17 sowie AC20 nehmen eine
Mittelstellung ein (25-60 %), und der MotC-Spiegel in den Mutanten AC18 und AC19
erreicht fast Wildtypniveau, ebenso AC17C. Diese Befunde sind in Tab.6 bzw. Abb.14
zusammengefalt.

Die im Rahmen der Diplomarbeit erhaltenen Stimme waren auf ihre Schwérm- und
Schwimmfzhigkeit hin untersucht worden. Es ergaben sich drei Typen von Phénotypen: (1)
solche, die quasi-normale Motilitit zeigten, (2) solche, deren Bewegungsfahigkeit
eingeschriankt war und (3) solche, die vollstdndig paralysiert waren. Zur ersten Klasse der
wildtypdhnlichen Stimme zdhlten die MotC-Deletionsstimme ACI18 und AC19, zur
zweiten die Mutanten AC1, AC12, AC13, AC14, AC15, AC16, AC17, AC20 und AC21, alle
anderen (AC2, AC3, AC4, ACS5, AC6, AC7, ACS8, AC9, AC10 und AC11) zur dritten Klasse
paralysierter Stimme. Die Schwimmféhigkeit aller MotC-Deletionsmutanten ist nochmals

in Abb.15 gezeigt.
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Tab. 6. Relative Intensititen der MotC-Banden im Western blot, bezogen auf den Wildtyp

*Mittel aus zwei unabhéngigen Experimenten nach Auswertung im Scion Image Programm

Mutante Intensitat* (%)
ACI 11,8 £5,8
AC2 11,0+3,5
AC3 23+33
AC4 4,3+6,0
AC5 1,6 2,2
AC6 13,174
AC7 6,3£0,6
AC8 2,1+29
AC9 114
AC10 5,8+£3,3

ACI11 7,9+3,5

ACI12 83+3,9

ACI13 24,4+ 4,1
AC14 339+7,4
AC15 59,7+ 55,2
AC16 57,2 +£22,1
AC17 55,1£129

AC17C 88,2+35,9

ACI8 85,9 +£36,8

AC19 116,1 =+ 8,1

AC20 65,0 £ 16,5

AC18-20 7,9 £10,8

AC21 9,3£5,0

AC21IN 30£1,3
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Abb. 14. Histogramm der relativen Intensititen (% Wildtyp) der MotC-Banden im Western blot aller motC-
Deletionsmutanten (entspricht Tab.6). Die prozentualen Intensitéten sind gegen die fortlaufenden Nummern
der Mutanten aufgetragen. Grauwerte entsprechen den Mutanten AC17C und AC18-20.
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Abb.15. Histogramm der relativen Schwérmringdurchmesser (% Wildtyp) aller motC-Deletionsmutanten. Die
prozentualen Schwirmringdurchmesser sind gegen die fortlaufenden Nummern der Mutanten aufgetragen.
Grauwerte geben Aktivitidten von AC17C bzw. AC2IN an. Der Durchmesser der 180bp-Deletion AC18-20
ist in den Sdulen der Einzelmutanten grau mit eingezeichnet (Attmannspacher, 1999).
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Geht man davon aus, daB die gemessenen Intensititen der anti-MotC-Addukte den
vorhandenen MotC-Konzentrationen in motilen, exponentiell wachsenden S.meliloti-Zellen
entsprechen, so ergibt sich eine Korrelation zwischen Schwirmaktivitit und MotC-
Stabilitdt. Dies wird beim Vergleich der Histogramme in Abb.14 und Abb.15 besonders
deutlich.

Ein Vergleich zwischen Bereichen hoher und geringer Konservierung der MotC-Proteine
(Abb.12) mit der Schwarmfihigkeit der untersuchten Mutanten zeigt, daB nur die
Deletionen im nichtkonservierten Bereich der AS-Reste 355-414 keine oder nur geringe
Auswirkungen auf den Phénotyp hatten, alle anderen dagegen zum beinahe oder
vollstindig paralysierten Phédnotyp flihrten. Es wurde bisher angenommen, daB die
Deletion konservierter Teilbereiche von MotC die Bindung an MotB abschwécht oder
verhindert. Nun scheint es so, als wiirde die Proteinmenge nicht ausreichen und so eine
verminderte Beweglichkeit zur Folge haben. Dafiir spricht auch, daf} die gemessene
Stochiometrie von MotC:MotB bei ~0,74:1 liegt (Halbach, 2003) und geringere MotC-
Mengen fiir die H'-Kanalfunktion abtriglich sind (Platzer et al., 1997). Ein mdgliches
Modell der MotC-MotB-Wechselwirkung wird im Lichte dieser und folgender Befunde in
der Diskussion erortert.

Die immotilen Mutanten AC2 bis AC11 verfiigen kaum {iber MotC-Protein (maximal ca.
10 % der Wildtypmenge). Es steht kein MotC fiir die Wechselwirkung mit MotB zur
Verfiigung, daher gleicht der Phanotyp dem der MotC-Deletionsmutante RU11/211. Die
Mutanten AC12, ACI13 und diejenigen, deren motC in den Randbereichen des Gens
deletiert sind, AC1 und AC21, weisen geringe Mengen (9-24 %) an MotC auf und kénnen
keine Schwirmringe bilden.

Eine Ausnahme von der Kongruenz von Schwirmfdhigkeit und Proteinstabilitét stellen die
Mutanten AC15, AC16 und AC17, vor allem aber AC17C dar. Die Proteinmenge erreicht
zwar 60 % des Wildtypspiegels, im Falle von AC17C sogar 90 %, jedoch betrigt das
Schwirmvermogen bei allen drei Mutanten weniger als 20 %. Diese Diskrepanz 143t
darauf schlieBen, daf3 jene verkiirzten Proteine fehlerhaft an den Motor assoziieren, so daf3
die Motorfunktion schwerwiegend gestort ist. Hier konnte es sich in der Tat um
Defektmutanten im Sinne des Wortes handeln. Dafiir sprechen two-hybrid Analysen, die
zeigten, dafl die C-terminale Doméine von MotC an die Extradoméne des Kanalproteins
MotB bindet. Es handelt sich dabei um die AS-Reste 343 bis 434 (Haslbeck, 1997). Die
schlechte Motilitit der Mutante AC17C, welcher die ersten zwolf AS-Reste der C-
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terminalen Doméne fehlen, lieBe sich daher mit dem Fehlen von wichtigen Bereichen fiir
die MotB-Bindung erkléren.

Affinitats-Western blots mit MotB und einem verkiirzten MotC-Protein, dem die AS-Reste
343 bis 434 fehlen, hatten ergeben, dall auch dieses verkiirzte MotC noch an MotB bindet.
Deshalb nehmen wir an, dal die MotC-Domine, die mit MotB interagiert, iiber den im
two-hybrid System festgelegten Bereich von 434-343 in N-terminale Richtung hinausreicht
(Halbach, 2003).

Die Ergebnisse resultieren also in einer neuen Erkldrung der meisten MotC-Defekte,
nidmlich, daB mangelnde MotC-Stabilitit die empfindliche MotB-MotC-Stochiometrie aus
dem Gleichgewicht bringt und dadurch den Protonenflul durch den MotA-MotB-Kanal

mindert oder ganz verhindert.

4.2.2. Schwimmgeschwindigkeiten von S.meliloti und E.coli bei erhohten pH-Werten

S.meliloti lebt in neutralen bis alkalischen Béden. Man kann daraus den Schluf} ziehen, daf}
die fiir den Antrieb des Motors erforderliche Protonenkonzentration in der Umgebung der
Bakterien haufig suboptimal ist. Das konnte fiir MotC eine Funktion als Protonenfanger
oder pmf-Sensor bedeuten. Es ist folglich denkbar, dal S.meliloti in Bezug auf die Motilitét
steigenden pH-Werten gegeniiber toleranter ist als z.B. E.coli-Zellen, die nicht {iber eine
MotC-Komponente verfiigen. Eine Negativkontrolle innerhalb der Art S.meliloti ist nicht
moglich, da die Deletion des Gens ja auch bei neutralem pH zum paralysierten Phianotyp
fiihrte.

Daher wurden motil angezogene S.meliloti RU11/001 und E.coli RP 437 (beide Wildtyp in
Bezug auf Motilitit) in gepufferten Medien mit stufenweise erhohtem pH inkubiert und auf
thre Schwimmgeschwindigkeit hin untersucht. Fiir die pH-Werte 7,3 bis 9,0 besall Tris die
besten Puffereigenschaften, bei noch stirker alkalischem pH war CHES optimal. Da
direkte Einfliisse der Pufferkomponenten auf das Schwimmverhalten der Bakterien nicht
ausgeschlossen werden konnten, wurden bei pH 9,0 Messungen mit beiden Puffern
durchgefiihrt. Wie Tab.7 und Abb.16 zeigen, fiihrte der Pufferwechsel nur zu einer
geringfiigigen Verschiebung.



Ergebnisse

57

Tab. 7. Schwimmgeschwindigkeiten von S.meliloti und E.coli in Abhédngigkeit vom pH-

Wert des Mediums

Schwimmgeschwindigkeit (Lm/sec)

pH Tris-Puffer*® S.meliloti E.coli
7,3 42,0+2,4 19,134
8,0 39,5125 19,7+3,5
8,5 39,8 £33 20,8 +3,1
9,0 344+3,9 19,6 2,7
pH CHES-Puffer*
9,0 30,7+ 1,6 20,3+3,1
9,5 232+2,1 0
10,0 0 0

*Suspension mit motilen Zellen, mit Tris- bzw. CHES-Puffer (Endkonzentration 100 mM) des gewiinschten

pH-Werts versetzt. Die angegebenen Werte wurden aus drei unabhidngigen Messungen gemittelt.
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Abb. 16. Schwimmgeschwindigkeit von S.meliloti und E.coli in Abhéangigkeit vom pH-Wert des Mediums
(gemalB Tab. 7). Die Geschwindigkeit in pum/sec ist gegen den pH-Wert des verwendeten Puffers (im Bereich
pH7-9 Tris, im Bereich pH9-10 CHES) aufgetragen. Die vertikalen Linien bezeichnen die Fehlerbalken nach

drei Messungen.
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Die maximale Schwimmgeschwindigkeit im Bereich von pH 7,3, der dem pH-Wert der
routineméfBig verwendeten Medien entspricht, bleibt bis pH 9,0 bei beiden Spezies
konstant, allerdings erreichen E.coli-Zellen nur die halbe Geschwindigkeit von S.meliloti.
Bei pH 9,5 sind E.coli-Zellen paralysiert, S.meliloti-Zellen zeigen etwa 55 % (25 um/s) der
maximalen Geschwindigkeit. Wurde S.meliloti bei pH 10,0 inkubiert, so wurden auch
diese Zellen unbeweglich. Es zeigte sich, da3 S.meliloti, wie vermutet, gegeniiber hheren
pH-Werten toleranter ist als E.coli. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, daf3
E.coli fiir die Energieversorgung seines Motors bei pH 9,5 nicht geniigend Protonen zur
Verfligung stehen, wahrend S.meliloti bei diesem pH-Wert ausreichend versorgt ist. Diese
Interpretation der MotC-Funktion ist interessant und wird zusammen mit Alternativ-

Erklarungen spéter diskutiert (5.2.).

4.3. Analyse der MotA-FliG-Wechselwirkung mittels gezielter Muta-

genese

4.3.1. Einfiihrung

Die zentrale Frage zum Mechanismus der Flagellenrotation betrifft die Umsetzung
elektrochemischer Energie (protonmotive force, pmf) in mechanische Arbeit (Dreh-
moment). Die neuesten Modellvorstellungen (Kojima & Blair, 2001; Schmitt, 2003; Blair,
2003) gehen davon aus, dal3 der Protonendurchflufl auf den Stator beschrinkt ist, auch die
Energieumwandlung (Protonengradient in Konformationsdnderung) bereits im Protonen-
kanal selbst erfolgt und dal diese Konformationsdnderungen vom Stator auf den Rotor
iibertragen werden. Systematische Mutationsexperimente von Lloyd et al. (1997) und Zhou
et al. (1998) lieBen eine Kraftiibertragung vom Stator (MotA-MotB) auf den Rotor (FliG)
durch elektrostatische (Coulomb-) Wechselwirkungen am plausibelsten erscheinen. Dieses
Konzept ist im helix rotation model (Schmitt, 2003) konsequent in eine Gesamtvorstellung
der Funktionsweise und Dynamik des bakteriellen Flagellenmotors umgesetzt worden.

Alle fritheren derartigen Untersuchungen wurden am Modellorganismus E.coli
durchgefiihrt; dessen Flagellen zeichnen sich durch Wechsel der Rotationsrichtung
zwischen ccw und cw aus. Der S.meliloti-Flagellenmotor rotiert einsinnig cw, die
Rotationsgeschwindigkeit wird jedoch variiert. Deshalb wurden in diesem Teil der Arbeit

drei Fragen untersucht:
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(1) Sind auch im S.meliloti-System konservierte geladene Reste fiir den Energietransfer
zwischen Stator und Rotor verantwortlich?

(2) Wenn ja: Sind diese gleichartig oder unterschiedlich zum E.coli-Motor angeordnet?

(3) Kann man aus der Analyse von ,Ladungsmutanten” Riickschliisse auf die

Funktionsweise des S.meliloti-Motors zichen?

4.3.2. Sequenzvergleiche

Den nichstliegenden Zugang zur ersten Frage bieten Vergleiche der fraglichen
Teilsequenzen von MotA und F1iG mit den entsprechenden von E.coli und T.maritima. Ein
Vertreter der thermophilen Thermotogales (mit konservierter FliG-Sequenz) wurde wegen
der einfacheren Kristallisierbarkeit der relevanten C-terminalen Doméne (Reste 235 bis
335) des FliG-Proteins von Lloyd ef al. (1999) fiir eine topologische Analyse des Rotor-
,»Randes* herangezogen. Auf der Stator-Seite nimmt die groBe cytoplasmatische Schleife
von MotA (Reste 51 bis 171) zwischen den Transmembranhelices TM2 und TM3 an den
Wechselwirkungen teil. Die Sequenzvergleiche dieser Doménen von MotA und FliG sind

in Abb.17 zusammengestellt.

MotA

E.coli 51 GKAIKGTLKALPLLFRRSKYTKAMYMDLLALLYRLMAKSROMGMFSLERDIEN 103
T.maritima 54 DKAFKIVNIMLSTL- - - -KEPKLDHVSLIQTMVSFSEKARREGLLSLEENLES 102
S.meliloti 51 MKVVKDTGKALGEAFRHKVPKEREYLDTLGVLYSLMRDLRTKSRNEIESHIDN 103
E.coli 104 PRESEIFASYPRILADSVMLDFIVDYLRLIISGHMNTFEIEALMDEEIETHES 156
T.maritima 103 IED-----------——————- PFMKKALGLVVDGTDPDL - LRNMMETEMELFEE 137
S.meliloti 104 PEESSIFQSAPTVLONKELTAFICDYVRLIIIGNARSYEIEALMDEEIQTITH 137
E.coli 157 EAEVPANSLALVGDS 171

T.maritima 138 ELDGERAVLESAGAY 152

S.meliloti 157 DKMKCYHAMTTMGDA 171

FliG

E.coli 257 ESLLIALKGAEQPLREKFLRNMSQRAADILRDDLANR-GPVRLSQVENEQK 306
T.maritima 259 RDLALALKGASDELKEKIFKNMSKRAAALLKDELEYM-GPVRLKDVEEAQQ 308
S.meliloti 270 DVITMALRGSAAELRESILASIGARQRRMIESDLAAGDAGINPRDIAIARR 320

Abb. 17. Vergleich der Dominen von MotA FlIiG aus E.coli, T.maritima und S.meliloti, die fiir die
Wechselwirkung mit dem jeweils anderen Protein essentiell sind. E.c.: Escherichia coli; Tm: Thermotoga
maritima; Sm: Sinorhizobium meliloti. Zahlen geben die Sequenzpositionen der begrenzenden Reste des
alignment an. Konservierte und hier relevante Reste sind rot hervorgehoben.
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Die Vergleiche zeigen, dal3 das S.meliloti-FliG konservierte Ladungen an den Positionen
Arg277 (+), Arg294 (+) und Asp302 (-) besitzt, jedoch nicht an den Positionen Ser301 und
Asn311 (ein neuer geladener Rest Glu300 wurde hier markiert). Die MotA-Reste Arg90
(+) und Glu98 (-) sind voll konserviert. Diese Ladungsverhéltnisse und ihre ungefdhre
Lage im C-terminalen Bereich von FliG (Sektor aus dem Rotor-Rand; Lloyd et al., 1999)
und in der MotA-Schleife werden schematisch in Abb. 18 zwischen E.coli und S.meliloti
verglichen. Sie bilden die Grundlage fiir die folgenden gezielten Mutationen geladener
Reste und der Analyse ihrer Auswirkungen auf Chemotaxis und Schwimmgeschwindigkeit

von S.meliloti-Zellen.

R296 R294

E98 R@QO MotA g?s R90

Escherichia coli Sinorhizobium meliloti

Abb. 18. Modell der Anordnung wichtiger geladener Reste im Flagellenmotor von E.coli und orthologer
Reste von S.meliloti. MotA-Reste sind durch griine Kreise symolisiert, wichtiger FliG-Reste durch schwarze.
Fiir die Kraftiibertragung essentielle Reste sind rosa markiert, bei S.meliloti nicht konservierte gelb. Weniger
wichtige FliG-Reste sind durch rosa umrandete Kreise symbolisiert. Wichtige Interaktionen bei E.coli
werden mittels durchgezogener Linien dargestellt, weniger wichtige mittels unterbrochener Linien (U.
Attmannspacher, B. Scharf, R. Schmitt, in Vorber.).

4.3.3. Methodischer Ansatz

Zu mutierende Gensegmente von S.meliloti RU11/001 wurden mittels overlap extension
PCR gezielt verdandert und in einen geeigneten Vektor kloniert (3.6.2.). Die Plasmide
wurden durch Transformation in E.coli S17-1 eingebracht und von da per konjugativem
Austausch nach S.meliloti RU11/001 iibertragen. Die Integration der mutationstragenden
Fragmente in den nativen Genlocus (homologe Rekombination durch doppeltes crossover)
wurde durch Doppelselektion gesichert (3.8.). Jede Mutante wurde mittels PCR und
Sequenzanalyse tiberpriift (3.6.1., 3.7.).
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Schwirmplatten bieten eine Schnellmethode zum screening von Funktionsausfillen bei
diesen Mutanten (3.11.1.). Allerdings erfalit das Verfahren die Beweglichkeit der Zellen
nur indirekt, weil der gebildete Lockstoffgradient primdr auf die Fahigkeit zur
chemotaktischen Antwort selektiert. Doch gibt der Vergleich mit dem wt-Schwarmring-
Durchmesser einen verlidBlichen Hinweis auf die Funktionsfédhigkeit des Flagellenmotors.

Diese kann direkt durch Messungen der Geschwindigkeit freischwimmender Zellen mit
Hilfe des Hobson tracker festgestellt werden (3.11.2.). AuBler der Bestimmung der
Grundgeschwindigkeit ist der Grad der Beschleunigung bei Lockstoff-Zusatz (Chemo-
kinese) ein entscheidendes Kriterium fiir das Funktionieren des S.meliloti-Flagellenmotors.
Daher miissen die Grundgeschwindigkeiten und die Grade der Geschwindigkeitserhdhung

bei Zugabe von Lockstoff stets mit den wt-Werten verglichen werden.

4.3.4. Mutanten mit Aminosiure-Substitutionen in MotA oder FIliG und

Kombinationen

Die Bedeutung der konservierten geladenen Reste in den interagierenden Doménen von
MotA und FliG (Abb.17 und Abb.18) wurde zunichst durch Einzel- und Doppelmutanten
in jedem der Proteine untersucht. Auf diese Weise konnte ihre Rolle fiir die Motorfunktion
unmittelbar abgeschitzt werden. Erst danach wurden Kombinationen von MotA- und FliG-
Mutationen analysiert, um so Aussagen iiber MotA-FliG-Wechselwirkungen treffen zu

konnen.

a) Schwirmtests

Schwirmtests von drei MotA-, vier FliG- und drei MotA/FliG-Mutanten sind mit den wt-

Kontrollen in Abb.19 exemplarisch gezeigt.
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Abb.19. A: Schwirmtests von Wildtyp und drei MotA-Mutanten. 1, Wildtyp (RU11/001); 2, MotA E98K; 3,
MotA R90A; 4, MotA R90A/E98Q. B: Schwirmtests von Wildtyp und vier FliG-Mutanten. 1, Wildtyp; 2,
FliG R294D; 3, FliG S301D; 4, FliG D302K; 5, E300R/S301R. C: Schwirmtests von Wildtyp und drei
MotA-/FliG-Doppelmutanten: 1, Wildtyp; 2, MotA-R90A/FliG-S301D; 3, MotA-R90A/FIliG-S301R; 4,
MotA-R9OE/F1iG-D302K. 3ul der untersuchten Stimme wurden mit der Mikropipette auf Bromfield-
Schwirmplatten aufgebracht und zwei Tage bei 30°C inkubiert.

Es ist ohne weiteres zu erkennen, daf3 all diese Mutationen einzeln oder in Kombination
die Schwiarmfihigkeit von S.melliloti deutlich beeintrachtigen (bis auf FliG/S301D; Abb.
19, B3). Quantitative Daten wurden durch Messungen der Schwarmhof-Durchmesser und
thre Tabellierung im Verhéltnis zum wt-Schwarmhof (=1,0) gewonnen. Diese sind

umfassend in Tab.8 zusammengestellt.
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Tab. 8. Schwirmraten™ der mot4- und fliG-Einzel- und Doppelmutanten in S.meliloti,
relativ zum Wildtyp gemessen
MotA-Mutation
FliG-Mutation @~ WT R90A R90K RI90OE E98D E98Q E98K
WT 1,00 0,29 0,46 0,17 0,29 0,32 0,00
R277A 1,02 0,29
R277E 0,86 0,23 0,24 0,00
R294A 0,56 0,00 0,00 0,00
R294D 0,00 0,00
R294K 0,89
R294V 0,00 0,00
E300A 0,94 0,35
E300R 0,88
S301A 1,04 0,31 0,16
S301C 1,01 0,19
S301D 0,99 0,08
S301K 0,97 0,18
S301R 0,91 0,34
S301T 1,06 0,13
D302A 0,86 0,11
D302E 0,97
D302K 0,62 0,24 0,09
N311R 1,03 0,33 0,17
D314A 1,03
D314R 1,01
R294A/S301D 0,00
R294A/D302A 0,05
E300A/S301D 1,05 0,10 0,00 0,34
E300A/S301R 0,81 0,29 0,25 0,24
E300R/S301D 0,98
E300R/S301R 0,07 0,08 0,08 0,00 0,00
S301D/D302A 0,85
S301D/D302K 0,48
MotA-Doppelmutanten
R90A/E98Q 0,00
R90A/E98D 0,18
R90K/E98Q 0,23

*Bromfield-Platten mit 0,3 % Agar wurden mit 3 pl einer stationdren Bakterienkultur beimpft und 3 Tage
bei 30°C inkubiert. Der Schwérmringdurchmesser wurde bestimmt und nach Subtraktion des Animpfpunkts
(7mm) auf den des Wildtyps bezogen. Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte von mindestens drei

Experimenten.
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Die Werte geben bereits relative Hinweise auf die Schwere des jeweiligen Defekts; bei 0-
Werten hat die Motorfunktion ausgesetzt (z.B. MotA/E98K; FIliG/R294D oder
FliG/R294A-S301D). Auch Synergismen, d.h. Verstirkungen des Defekts durch
Kombination, wie im Fall von MotA/R90A-FliG/R294A, geben wichtige Hinweise. In
diesen Féllen handelt es sich zweifellos um funktionell zentrale Aminosiurereste bzw.
Kombinationen. Die Schwérmplattentests waren fiir schnelle Mutanten-Zuordnungen gut
geeignet. Jedoch muflten flir genauere Aussagen zur Motorfunktion direkte Messungen der
Schwimmgeschwindigkeit ohne und mit Lockstoff durchgefiihrt werden. Daraus waren
Mafe fiir die Rotationsgeschwindigkeit der GeiBlel und die Chemokinese direkt zu

erhalten.

b) Messungen der Schwimmgeschwindigkeit

Dieselben Einzel- und Doppelmutationen sowie Kombinationen (Tab.8) wurden in einem
zweiten Durchgang unter standardisierten Kulturbedingungen zur Motilitit angezogen und
im Hobson tracker ohne und mit Lockstoff (10 mM Prolin) auf die instant velocity
freischwimmender Zellen hin analysiert (3.11.2.). Alle Tests wurden mit jeweils flinf
Populationen schwimmender Zellen durchgefiihrt; es wurden jeweils 1000 Zellen erfal3t
und die gemittelten Geschwindigkeiten angegeben. Die meisten Standard-Abweichungen
lagen bei + 5 %, womit die Zuverldssigkeit der Werte fiir insgesamt 27 Einzelmutationen,
11 Doppelmutationen und 31 MotA/FliG-Kombinationen gesichert war (Tab.9).

Die Bedeutung einzelner Mutationen fiir die Motorfunktion ist offenbar umso grofer, je
starker die Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zum Wildtyp beeintréchtigt wird. Das
bedeutet in der aktuellen Modellvorstellung (Schmitt, 2003; Blair, 2003), daB die
elektrostatische Kraftiibertragung vom Stator zum Rotor durch die Mutation getroffen
wurde. Die Chemokinese — und somit die Funktionsfdhigkeit beim chemotaktischen
Respons — wurde {iiber die relative Geschwindigkeitserhohung bei Lockstoffzusatz

gemessen.
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Tab.9. Schwimmgeschwindigkeiten (Lum/sec) von motA- und fliG-Einzel- und

Doppelmutanten in S.meliloti in Abwesenheit und Anwesenheit des Lockstoffs Prolin*

MotA-Mutation

FliG-Mutation WT R90A RIOK RI0OE E98D E98Q E98K

WT 385+2,5 429+24 41,0+23 36,5%+1,5 42,0£29 41,126 0,0
414+24 435%+2,6 433+£28 37,7119 43,0x3,1 41,3%£2,6

R277A 37,5+23 393+29
39,7+2,0 39,9+3.,0
R277E 35,66+23 373+24 384+1,8 0,0
383+2,1 38,6+1,5 39,7+2.4
R294A 285+1,1 0,0 0,0 0,0
31,7+1,2
R294D 0,0 0,0
R294K 36,0 +2,3
38,0+2.5
R294V 0,0
E300A 39,0+2,6 42,5+24
40,8+2,0 43,5+23
E300R 34,1 +1,7
36,0+ 2,1
S301A 37,7+2,0 40,4+2,6 36,7+ 1,7
40,6 +1,7 41,5+3,0 37,6 1,9
S301C 359+1,7 36,0 +2,3
38,5+2,0 37,0+ 1,8
S301D 36,2+ 1,9 20,9 +1,1
39,0+ 2.4 21,5+1,5
S301K 34,4420 36,0 +2,8
379+1,6 38,0+3.1
S301R 35,7+2,6 392+24
379+23 40,5+22

*Fulinote auf S.63
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MotA-Mutation

FliG-Mutation WT RY90A R9OK RY9OE E98D E98Q E98K
S301T 355+ 1,6 358+23
382+1,9 373+ 1,7
D302A 37,6 £2.0 33,0+1,5
40,0 £2,1 343+1,2
D302E 38,1+1,8
40,6 £ 1,8
D302K 351£22 36,8+2.6 31,2+ 1,6
359+25 37,0+3.4 325+1,7
N311R 35,8+2,3 41,7+3.2 36,3+2.7
39,6+23 43,1+£2.6 37,7+ 1,7
D314A 37,5+2.1
40,5+2,0
D314R 38,9429
41,1 +2,1
R294A/S301D 0,0
R294A/D302A 21,0+ 1,4
23,0+ 1,1
E300A/S301D 372+14 31,5+1,7 0,0 29,4+1,6
39,8+ 1,8 34,0+2,1 30,5+1,5
E300A/S301R 33,014 364%1,8 36,9 +3,5 32,9423
35,7+2,0 379+1.,5 40,2 +3,6 35,0£3.,0
E300R/S301D 374+1,1
399+ 1,6
E300R/S301R 23,1+1,1 249+14 28,1 +1,7 0,0
241+1,1 243+12 28,8 +1,7
S301D/D302A 34,0+ 1,7
36,8+ 1,6
S301D/D302K 27,6+ 1,0
30,3+ 1,1

*Fullnote auf S.63



Ergebnisse

67

MotA-Doppel-
Mutanten

R90A/E98Q

RIOK/E98Q

R90A/E98D

22,6 +1,9
222+ 1,7

42,7122
43,0+2,2

42,5+ 1,7
43,8+ 1,6

*Mittlere Schwimmgeschwindigkeit. Durchschnittswerte von 1000 einzelnen gemessenen Bakterienspuren
wurden in jeder Probe durch computergestiitzte Bewegungsanalyse bestimmt und wurden fiir mindestens fiinf
unabhingige Zellpopulationen gemittelt. Die zweite Zeile bei jeder Mutante gibt die Schwimm-
geschwindigkeit in Anwesenheit von 10° M Prolin als Lockstoff an. Beispiele fiir Synergismen sind durch

Fettdruck hervorgehoben, Beispiele fiir Suppression durch Fett- und Kursivdruck.

Im folgenden werden die Daten der Tab.9 nach vier Gesichtspunkten ausgewéhlt und

besprochen:

a) Essentielle Reste von MotA und FliG fiir die Kraftiibertragung
b) Neue Reste des S.meliloti-Motors fiir die Kraftlibertragung
¢) Suppression durch Ladungsumkehr zwischen MotA und FliG

d) Reste fiir die Chemokinese
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Abb.20. Oben: Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewéhlter MotA- und FliG-Mutanten.
Schwarze Balken zeigen die Grundgeschwindigkeit an, graue die Schwimmgeschwindigkeit nach
Lockstoffzugabe. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in FliG (R294A,
R294D, D302K) und MotA (R90A, R90E, E98K). Unten: Modell der Interaktionen zwischen den oben
erwihnten AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19.

Coulomb-Krifte werden durch die Wechselwirkung antagonistischer Ladungen vermittelt.
Deshalb ist jede Ladungsumkehr eines fraglichen Rests ein besonders empfindlicher Test
auf seine Rolle im Kraft-Transfer. Nach diesem Kriterium sind die Reste MotA/E98K und
FliG/R294D am stirksten betroffen, und stellen damit das wichtigste Ladungspaar dar.
Deutlich schwichere ,,Spieler* sind danach MotA/R90E mit 5 % Geschwindigkeitseinbufle
und D302K (FliG) mit 9 % Geschwindigkeitsreduktion (Tab.9). Die Bedeutung dieser
Reste wird erst durch doppelte Ladungsumkehr MotA/R9OE-FliG/D302K mit 19 %
Reduktion oder in der Kombination der ungeladenen Varianten MotA/R90A-FliG/R294A
deutlich (100 % Reduktion). Offenbar haben diese beiden positiven Reste auch eine
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»abschirmende* Funktion: ihr Ausfall 146t nur sich abstolende negative Ladungen zuriick
(MotA/E98 und F1iG/D302), was zum Stillstand fiihrt.

Von den konservierten Ladungspartnern (die entsprechend bei E.coli und T.maritima
auftreten) sind demnach fiir die Kraftiibertragung MotA/E98 und F1iG/R294 das dominante
Paar. Die Ladungstrager MotA/R90 und F1iG/D302 spielen eine sekunddre Rolle; sie sind

aber fiir die Abschirmung antagonistischer Ladungen von wesentlicher Bedeutung.

Zub)

wt

$§301D
40

E300R
35
30

25

20 >~

1 s3o1p/  S301D
1 R294A R90E
0 ' ' — e—

Schwimmgeschwindigkeit (um/s)

Mutationen

MotA

Abb.21. Oben: Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewéhlter MotA- und FliG-Mutanten.
Schattierungen wie in Abb.20. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in
FliG (R294A, E300R, S301D) und MotA (R90E). Unten: Modell der Interaktionen zwischen den genannten
AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19.
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Die Rotorkomponente FIiG von S.meliloti weist an zwei Positionen, die bei
Enterobakterien geladen sind, neutrale Reste auf: S301 statt D, N311 statt R, dafiir aber
eine bei allen verwandten Spezies konservierte Position E300 (bei E.coli-dhnlichen Spezies
R oder K). Bei Einfiihrung einer E.coli-analogen negativen Ladung (S301D) trat eine 6 %-
ige Geschwindigkeitsreduktion ein, jedoch wurde in den Kombinationen FIliG/
R294A/S301D bzw. FliG/S301D-MotA/R90OE vollstindiger Motorstillstand registiert. In
beiden Fillen diirfte die Dominanz negativer Ladungen und deren abstoende Wirkung
zum Funktionsverlust fiihren. FIiG/S301 hat folglich auch bei S.meliloti eine Position an
der Kontaktfliche zwischen MotA und F1iG inne.

Die Bedeutung des S.meliloti-spezifischen negativ geladenen Restes FliG/E300 wurde
zundchst durch Ladungsumkehr E300R sichtbar gemacht. Es trat eine 12 %-ige
Geschwindigkeitsreduktion ein (Tab.9). Die Rolle dieses neuen Restes bei Suppression und
Chemokinesis wird unter c¢) und d) erldutert. SchlieBlich bleibt als Novitit die
Neutralisierung des bei E.coli geladenen Restes an der Position FIiG/N311. Die
Wiedereinfithrung einer positiven Ladung (N311R) an dieser Stelle reduzierte die
Geschwindigkeit nur um 7 %, aber die Chemokinese wurde von 7 % (wt) auf 10 %
verstarkt. Moglicherweise resultiert eine schwach abstoende Wechselwirkung von

FIiG/N311R und MotA/R90 in einer Verlangsamung der Grundgeschwindigkeit.
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Abb.22. Oben: Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewéhlter MotA- und FliG-Mutanten.
Schattierungen wie in Abb.20. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in
FliG (E300A, E300R, S301R) und MotA (R90E). Unten: Modell der Interaktionen zwischen den oben
erwahnten AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19.

Suppression, d.h. die (teilweise) Authebung eines genetischen Defekts durch einen zweiten

weist auf ihre mogliche Funktion hin. Zwei MotA/FliG-Mutations-Kombinationen

resultieren tatsdchlich in Suppression (Tab.9): Die Kombination von FliG/E300A/S301R

mit MotA/R9OE fiihrt zu einer Erhéhung der Grundgeschwindigkeit um 11 %. Ein

dhnliches Resultat von 12 % Geschwindigkeitszunahme (bei deutlich erniedrigter

Grundgeschwindigkeit) wird bei Kombination von FIiG/E300R/S301R mit MotA/R90E

erzielt. In beiden Fillen wurden durch Umkehr der Ladungen in Rotor und Stator Effekte
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der Einzelmutationen teilweise aufgehoben. Daraus ist zu folgern, dal MotA/R90 und
FIiG/E300/S301 in Wechselwirkung stehen und da es sich bei diesen um eine

elektrostatische Interaktion handelt.
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Abb.23. Oben. Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewdhlter MotA- und FliG-Mutanten.
Schattierungen wie in Abb.20. Die Zahlen bezeichnen die prozentuale Geschwindigkeitszunahme nach
Lockstoffzugabe. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in FliG (R294A,
S301D, D302K) und MotA (R90A, E98Q). Unten: Modell der aufgrund der Mutationen aufgehobenen
Interaktionen zwischen den oben erwdhnten AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19.
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Chemokinesis, d.h. Geschwindigkeitserhbhung der rotierenden Flagellen bei
Lockstoffzusatz, ist eine Besonderheit des einsinnig rotierenden S.meliloti-Motors.
Mutationen, die diesen Respons auf ein positives Signal autheben, sollten Hinweise auf
den Mechanismus der kontrollierten Geschwindigkeitsvariation geben. Solche Mutationen
gibt es sowohl auf seiten des Stators (MotA) als auch auf seiten des Rotors (FliG).

Eine weitgehende Aufhebung der Chemokinesis trat auf bei Mutationen, die eine der
beiden konsesrvierten Ladungen von MotA neutralisieren: R90A (Geschwindigkeit-
Differenz 1,4 statt 7,5 % beim wt) und E98Q (Geschwindigkeitsdifferenz 0,5 %). Beide

Mutanten ,,liefen* auf maximaler Geschwindigkeit.

Daraus folgt, dafl von den zwei geladenen MotA-Resten R90 und E98 einer fiir den
Antrieb reicht, aber beide Reste fiir die Variation der Rotationsgeschwindigkeit

(Bremse) gebraucht werden.

Auf seiten von FliG spielte der negativ geladene Rest D302 eine vergleichbare Rolle. Die
Mutante D302K wies eine Geschwindigkeitsvariation von nur 2 % auf. Daraus wurde ein
Konzept abgeleitet, das die kombinierte Wirkung von anziehenden und abstofenden
elektrostatischen Interaktionen fiir das Abbremsen der Flagellenrotation postuliert,
wihrend zwei Paare entgegengesetzter (sich anziehender) Ladungen, oder auch ein Paar
alleine, zur vollen Rotationsgeschwindigkeit fithren. Auf welche Weise diese alternativen
Kombinationen an der MotA-FliG-Kontaktfliche miteinander wechselwirkenden
Coulomb-Krifte durch Konformationswechsel von FliG miteinander in Kontakt kommen

konnen, wird im Diskussionsteil (5.) erortert.

4.3.5. Zur in vivo-Stabilitit mutierter FliG-Proteine

Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dal der Austausch einzelner AS-Reste die
Struktur von FliG verzerren konnte und verdndertes Protein abgebaut wird. Daher wurden
diejenigen Mutanten, die einen vom Wildtyp abweichenden Phénotyp zeigten, auf die
vorhandenen FliG-Mengen getestet. Sobald ein anti-FliG-Antikorper verfiigbar war
(B.Scharf, pers. Mitt.), wurden Western blot Analysen der Mutantenproteine durchgefiihrt.
Zellextrakte des Wildtyps und von 14 FliG-Einzel- und Doppelmutanten, die eine im

Vergleich zum Wildtyp verminderte Schwarm- und Schwimmféhigkeit aufwiesen, wurden
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elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran iibertragen und mit dem

Antikorper inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb.24 gezeigt.

R277E R294A R294D R294V E300R 001 AfliG  St. S301K D302K

m-

R294A/ R294A/ E300A/ E300R/ S301D/ S301D/
S301D D302A AfliG 001 St. S301IR S301R D302A D302K N311R

I Py w— T TG O G—

Abb.24. Western blot zum quantitativen Nachweis der Expression der verdnderten FliG-Proteine. Gleiche
Mengen an Zellextrakten (3.9.1.) wurden in einem 10 % Acrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und mit einem anti-FliG-Antikorper inkubiert. Diejenigen Mutanten, die gegeniiber
dem Wildtyp einen verdnderten Phinotyp aufweisen, sind mit diesem und der Gesamt-Deletionsmutante
AfliG (RU13/054) aufgetragen. St.: Grofenstandard.

Die langsamer laufende Bande riihrt von einer unspezifischen Kreuzreaktion her, die
schnell-laufende ist das von FliG hervorgerufene Signal. Es war zu erkennen, daf3 fast alle
getesteten Mutanten FliG-Mengen dhnlich denen des Wildtyps aufwiesen. Lediglich die
Mutante E300A/S301R wies geringfiigig weniger FliG, die Mutante E300R/S301R
wesentlich weniger FIiG als der Wildtyp auf. Die FIiG/E300/S301-Mutanten sind jedoch
durch Mutationen in MotA supprimierbar, so dal der Effekt der Mutationen zumindest
nicht alleine durch ein Mengenproblem begriindet werden kann. Die Mutante FIiG/N311R
wies einen gegeniiber dem Wildtyp geringfiigig veranderten Phénotyp auf, der
moglicherweise durch eine Unterversorgung der Flagelle mit FliG-Molekiilen verursacht

wurde.
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4.4. Herstellung und Charakterisierung einer fliF’-fliG-Fusionsmutante

Es ist durch Arbeiten mit den E.coli-Motorproteinen FliG und F1iF bekannt, daf3
e sie in 1:1 Stochometrie im Flagellenmotor mit 26 = 2 Kopien auftreten (Jones &
Macnab,1990; Sosinsky et al., 1992; Thomas et al., 1999);
e die beiden Proteine in enger Assoziation stehen (MS-Ring-/C-Ring-Verbindung;
Francis et al., 1992) und
e Dbestimmte FliF-FliG-Fusionsmutanten noch eingeschrinkt funktionieren (Thomas

etal.,2001).

Bei E.coli zeigte eine FliF-FliG-Fusionsmutante, welcher die fliinf C-terminalen AS-Reste
von FIiF fehlten, die aber ein zusitzlich eingefiigtes Isoleucin enthielt, ein nach cw
verschobenes Rotationsmuster. Eine Fusionsmutante, welcher 56 C-terminale FliF-Reste
und 94 N-terminale FliG-Reste fehlten, zeigte ein nach ccw verschobenes
Rotationsverhalten (Francis et al., 1992). Die Doméinenanordnung von FliG hat offenbar
durch die Fusion mit FIiF ihre notwendige Beweglichkeit eingebiift.

Andererseits sind Konformationsanderungen der C-terminalen Doméne von FliG fiir den
,,.Sswitch® des Rotationssinns bei E.coli und vermutlich fiir die Chemokinese bei S.meliloti
(s. 4.3.) erforderlich. Bindet eine N-terminale Fusion FliG so eng an FIiF, dal} diese
Konformationswechsel nicht mehr (oder nur eingeschrankt) méglich sind? Zur moglichen
experimentellen Kldrung dieser Frage wurde hier eine Fusion der 3’-Region von fliFF mit
SliG (tail to head) von S.meliloti rekombinant hergestellt und in den natiirlichen Genlocus
von fliF" einer AfliG-Mutante rekombiniert. Das Vorgehen ist in Abb.25 dargestellt.

Mit Hilfe des mobilisierbaren Vektors pK18mobsacB wurde das Fusionskonstrukt in die
fliG-Deletionsmutante eingebracht, die 3'-Region mittels Allelenaustausch durch
nachfolgendes fliF ersetzt. Einen Hinweis auf erfolgreiche Integration von fIiG lieferte die
Beobachtung des Schwirm- und Schwimmverhaltens; einige potentielle Mutanten waren
im Gegensatz zur fliG-Deletionsmutante in der Lage, Schwirmringe auszubilden.
Mogliche Kandidaten wurden mittels Southern blot auf Vorhandensein und Grofe einer
mit der fliG-Sequenz hybridisierenden Bande getestet. Die Ergebnisse sind in Abb.26
gezeigt. Die Mutanten 2/13, 2/17, 3/3 und 3/11, die noch beweglich waren, enthielten das
mit der fliG-Sonde hybridisierende fliF-fliG-Restriktionsfragment in der fiir die Fusion

errechneten Grof3e von 5,1kb.
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fliF fliG
.',,G'CG GCG TGAAAG ATG CCG GCG GAA AC(;,.,.' ...GAT GAA TCC ATG ACG GAT... ~...GCC GGT AT‘A‘ TCG...
LAA * M V S..
BamHI Xbal BamHI Xbal
...GCG GGATCCAAGATG CCGTCT AGA ACC... ...GAT GGA TCC ATG ACG GAT... ..GCCTCTAGATCG...
LA G S.. M VvV S..
BamHI
...GCG GGATCC ATG ACG GAT...
A G S MV S.
.......... ﬂlG Ybal
ﬂl'F EcoRI . ..GCCTCT AGAACC...
3'Bereich

downstream

liFfliG-Fusion

>

HindIIl . HindIIl G HindIll
(319) fliF (4384) Ai (8244)

R <

EcoR1 EcoRI

liG-Deletionsmutante

l (5649) (6354)
Hindll  fliFG Hindlll G Hindill
fliF-fliG-Fusionsmutante <A
EcoRI EcoRI1
5,1kb 0,95 kb (Af1iG)
1,9 kb (Wildtyp)

Abb.25. Herstellung einer fliF-fliG-Fusionsmutante. Oben: Relevante Teile der Originalsequenz des
Wildtyps, darunter die im PCR-Konstrukt verdnderten Nukleotide und die abgeleiteten AS-Folgen. Die
eingefiihrten BamHI- und Xbal- Schnittstellen sind rot markiert. Griine bzw. blaue Pfeile symbolisieren
jeweils fliF- und fliG-Sequenzen. Das PCR-Konstrukt wurde tber die markierten FEcoRI-HindIIl-
Restriktionsschnittstellen in den mobilisierbaren Vektor pK18mobsacB eingebracht. Abkiirzungen: Km":
Kanamycin-Resistenz; sacB: Levan-Saccharase-Gen; oril: vegetativer Replikationsstartpunkt; oriT:
Replikationsstartpunkt bei der konjugativen Ubertragung. Das Plasmid wurde in die fliG-Deletionsmutante
eingebracht, symbolisiert durch ein Schriagkreuz. Die Genorte von fliFF und AfliG in der Deletionsmutante
sind durch einen griinen Pfeil bzw. durch einen Pfeil mit einem Kreuz als Symbol fiir die Deletion
dargestellt. Die Positionen der angegebenen EcoRI- und HindIII-Schnittstellen sind auf die Sequenz nach
Platzer et al. (1997) bezogen. In der schematischen Ubersicht der Fusionsmutante ist das gekoppelte fliF-
fliG-Gen durch einen griin-blauen Pfeil dargestellt. Die Groe der zu erwartenden, mit einer f/iG-Sonde im
Southern blot hybridisierenden Bande ist durch horizontale Linien gekennzeichnet.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
2/2 2/13 2/17 3/3 3/8 3/11 AG 001 pUC

-fliG
——
5,1 kb —»
1.9kb —» -

0,95kb —»

Abb.26. Southern blot zum Nachweis der fliF-fliG-Fusion. Es wurde ein EcoRI / HindIIl Doppelverdau der
genomischen DNA durchgefiihrt, als Sonde wurde fliG verwendet. Spuren 1-6: potentielle Mutanten; 7,
Deletionsmutante Af7iG ; 8, Wildtyp RU11/001; 9, Plasmid pUCBM20 mit f1iG (pRU2679).

RU11/001  AfliG  2/17  3/3

_ 250kDa
— 150 kDa
110 kDa—» w— ~> _ 100KkDa
— 75kDa
- — ; ’
oy - — o——
45kDa —>»
— 37kDa

Abb.27. Western blot zum Nachweis der Expression des FliF-F1iG-Fusionsproteins.
Gleiche Mengen an Zellextrakten wurden in einem 7,5 % Acrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit einem anti-FliG-Antikorper inkubiert.
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Diese Stdmme zeigen die Randbereiche des deletierten f7iG (0,95 kb) und zusétzlich eine
5,1 kb-Bande, welche die erfolgreiche Fusion der Gene fliFF und fliG dokumentiert,
RU11/001 zeigt die Bande von wt-fliG bei 1,9 kb.

Ferner war zu verifizieren, da3 das Fusionsprotein korrekt synthetisiert wurde und nicht
eine Reinitiation der Translation am erhalten gebliebenen Methionin-Startcodon von FliG
erfolgte, oder da3 das Protein durch eine Protease gespalten wird. Daher wurden zwei der
isolierten Klone, 2/17 und 3/3, per Western blot tiberpriift. Das Ergebnis ist in Abb.27 zu
sehen.

FliG wurde im Wildtyp mit einem apparenten Molekulargewicht von 45 kDa (theoretisch
38 kDa) detektiert. Diese Bande fehlte in der Fusionsmutante, statt dessen war eine Bande
von etwa 110 kDa zu sehen, als deutliches Indiz fiir die Prisenz des Fusionsproteins. FliF
besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 61 kDa; es war daher davon auszugehen, daf3
das Signal (61 + ,,45“ kDa) auf dem Rontgenfilm von dem FliF-FliG-Fusionsprotein
stammte. Die schwache Intensitit der Bande im Vergleich zum wt-F1iG ist vermutlich eine
Folge der schlechteren Ubertragung des groBeren Proteins auf die Nitrocellulosemembran.
Die Mutante 3/3 wurde weiter charakterisiert. Der Schwéarmring auf Bromfield-Platten war

im Durchmesser gegeniiber dem des Wildtyps um 14 % reduziert (Abb.28).

Abb.28: Phénotyp der fliF-fliG-Fusionsmutante. 1, Wildtyp; 2, fliF-fliG-Fusionsmutante. Untersuchte
Stimme wurden mit der Mikropipette auf Bromfield-Schwérmplatten aufgebracht und zwei Tage bei 30°C
inkubiert.
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Tab.10. Schwirmringdurchmesser und Schwimmgeschwindigkeit der fliF-fliG-
Fusionsmutante im Vergleich zum Wildtyp:
Stamm Schwirmring- Schwimmgeschwin- | Schwimmgeschwin-
durchmesser (%)1 digkeit ohne Prolin | digkeit mit Prolin
(um/s)* (um/s)*
RU11/001 100 38,5+£2,5 414+£24
SliF-fliG-Fusions- 86+ 6 37,7£1,2 39,4+28
mutante (RU11/991)

" Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten
? Mittelwerte aus fiinf unabhéngigen Experimenten

Ferner wurden Messungen der Schwimmgeschwindigkeit (3.11.2.) durchgefiihrt. Wie

Tab.10 zeigt, wurden eine 2 %-ige Abnahme der (gebremsten) Grundgeschwindigkeit und

eine 4,8 %-ige Reduktion der Lockstoff-stimulierten Schwimmgeschwindigkeit festge-

stellt. Mit anderen Worten: Die Geschwindigkeits-Varianz (Chemokinesis) wurde von 7,5

% (wt) auf 4,8 % (fliF-fliG-Fusion) reduziert. Daraus ist (auch bei N-terminaler Fusion)

auf eine verringerte Fahigkeit der C-terminalen Domine von FliG zum vollstindigen

Konformationswechsel bei Stimulation zu schlief3en.
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5. Diskussion

Anders als beim bekannten enterobakteriellen Modell — (Rotationsumkehr des
Flagellenmotors) rotieren die Flagellen von Sinorhizobium meliloti — als Prototyp fiir viele
o-Proteobakterien — ausschlieBlich im Uhrzeigersinn. Richtungsdnderungen schwimmen-
der Zellen werden durch asynchrone Verlangsamung einzelner rotierender Gei3eln
erreicht, wodurch das geordnete Geillelbiindel auseinanderfliegt (Schmitt, 2002; Scharf,
2002). Die Fidhigkeit zur Chemokinesis wird durch den Responsregulator CheY?2, die
neuen Motilitdtsproteine MotC, MotD und MotE, sowie letztlich durch die Art und Weise
reguliert, in der Ladungen an der Kontaktfliche von MotA und FliG elektrostatisch
miteinander wechselwirken. Eigenschaften des MotC-Proteins und vor allem die Ladungs-
Interaktionen wurden hier ausgiebig analysiert und die Ergebnisse zu einem Modell

verdichtet.

5.1. Orthologe Gene von Rhizobium lupini H13-3 und ihre Anordnung

im flagellar regulon

Neuisolierte Gene von R./upini H13-3 wurden sequenziert und mit vorhandenen Daten der
NCBI-Genbank verglichen. Es zeigte sich, dal die Anordnung der Gesamtsequenz von
motA bis motD (Abb.11) identisch war mit der von Agrobacterium tumefaciens (Goodner
et al., 2001). Die Reihenfolge der Gene motA, fliM, fIiN, fliG, flhB und orf14 ist identisch
mit jener von S.meliloti, bei beiden Bakterienarten folgen auch orf38, motB, motC und
motD aufeinander. Im Vergleich zu S.meliloti und M.loti (Kaneko et al., 2000) fand eine
Translokation und Inversion der Gene motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orfl4 statt; die
Promotoren blieben bei der Umstrukturierung erhalten (Scharf et al., 2001; Abb.11).

Bereits der Sequenzvergleich der Flagellingene hatte auf eine verwandtschaftliche
Einordnung von R.lupini néher bei A.tumefaciens als bei S.meliloti hingedeutet (Scharf et
al., 2001). Vergleiche von MotC, MotA und FliG von R./upini H13-3 mit den orthologen

Sequenzen von S.meliloti und A.tumefaciens (Tab.11) bestétigt diese Einschétzung.
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Tab.11. Vergleich” der MotC, MotA und FliG-Gene von R.lupini H13-3 (100 %) mit den

orthologen Genen von S.meliloti und A.tumefaciens

Identitit (%) Ahnlichkeit (%)
R.lupini S.meliloti A.tumefaciens S.meliloti A.tumefaciens
MotC 50 88 58 91
MotA 83 99 89 100
FliG 67 98 77 99

D Vergleiche mittels GCG-Programm (Wisconsin Package)

Der Vergleich zeigt eine 88-98 %-ige Identitdt der R.[upini-Proteine zu denen von
A.tumefaciens, aber nur 50-83 %-ige Identitdt zu denen von S.meliloti. Der Stammbaum
(GCG-Programm, Wisconsin Package) gibt fiir alle drei Proteine eine verwandtschaftliche
Mittelstellung fiir 4.tumefaciens zwischen R.lupini und S.meliloti an, mit einer engeren
Verwandtschaft zwischen A.tumefaciens und R.lupini. Dem entspricht die Klassifizierung
anhand von 16S rRNA-Sequenzvergleichen (B.Scharf, pers. Mitt.).

Die Variabilitit in den Sequenzen von S.meliloti einerseits und A.tumefaciens und R.lupini
andererseits, und auch von M.loti (Tab.5), ist bei dhnlichem Antriebsmodus hilfreich zur
Auffindung konservierter Bereiche. Entsprechende Genregionen konnen mutiert werden,
der Phénotyp der resultierenden Mutantenstimme kann untersucht und mit dem des
Wildtyps verglichen werden; dies kann die Zuordnung von Funktionen erleichtern.

Zu E.coli mit einem phylogenetischen Abstand von mehr als 500 Millionen Jahren
(Ochman & Wilson, 1987) bestehen dagegen deutliche Unterschiede in der Genanordnung.
Gene, die bei der einen Gruppe aneinander gekoppelt vorliegen, sind bei der anderen weit
voneinander entfernt lokalisiert. Es ist denkbar, da3 der unterschiedliche Bewegungsmodus
eine andere relative Stochiometrie von beteiligten Komponenten erfordert — z.B. liegen
motA und motB im selben Operon, wiahrend sie bei S.meliloti getrennt transkribiert werden.
Dagegen ist motB mit den neuen Genen motC und motD genetisch und translational

gekoppelt, was deren Bedeutung fiir die variable Rotationsgeschwindigkeit unterstreicht.
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5.2. Doméinen und Funktionen von MotC

Dem MotC-Protein wird eine Rolle bei der Regulation der variablen Geillelrotation
zugeschrieben (Platzer et al, 1997; Attmannspacher, 1999). Das stochiometrische
Verhéltnis von MotC zu MotB von ~1:1 (Halbach, 2003) ist offenbar entscheidend fiir die
Funktion des Kanals. Eine Mutation, die zur reduzierten MotC-Produktion fiihrte, hatte
massiven EinfluB3 auf die GeiBlelrotation: diese drehten langsam und asynchron (Platzer et
al., 1997). MotC konnte daher den Protonenflul und damit die Energieversorgung
regulieren (Platzer et al., 1997). Warum wird MotC essentiell gebraucht? Denkbar wére
seine Funktion als Protonenfinger fiir den MotA-MotB-Protonenkanal. Tatsdchlich ist
S.meliloti bei erhohtem pH im Medium gegeniiber E.coli-Zellen im Vorteil (4.2.2.);
S.meliloti-Zellen sind bei pH 9,5 noch motil, E.coli-Zellen nur bis pH 9,0.

Die Assoziation von MotC mit der Cytoplasmamembran (Halbach, 2003) spricht fiir eine
mogliche Funktion als Sensor von pmf oder des Membranpotentials (Ay). Diesen
Uberlegungen wird jetzt mit gezielten Substitutionen in MotC nachgegangen. Eine
Beeintrachtigung der Motilitdt bei pH-Erhdhung konnte auch in der unterschiedlichen
Struktur der Flagellenfilamente von E.coli und S.meliloti begriindet liegen.
Untersuchungen mit R./upini H13-3 haben gezeigt, da3 die Flagellen bei pH 8-10 die
semicoiled Konformation einnahmen, bei pH 11 dann eine straight Konformation (Scharf,
2002). Derartige Konformationsianderungen haben zweifelsohne eine Verlangsamung der
Schwimmgescheindigkeit zur Folge. Diesem Einwand konnte man mittels tethering
Experimenten begegnen, welche die Motorrotation einzelner Flagellen direkt messen
(Silverman & Simon, 1974).

In der Struktur des MotC-Proteins konnte durch Sequenzvergleiche eine grobe
Doméneneinteilung erkannt werden. Diese ist in Abb.29 veranschaulicht. Eine N-terminale
Domaéne (~AS-Reste 35-254) ist wichtig fiir die Interaktion mit dem Chaperon MotE. Zwei
in der C-terminalen Region gelegene Bereiche wechselwirken mit dem Kanalprotein MotB
(~AS-Reste 295-354 und 415-433). Zwischen den beiden MotB-Bindestellen befindet sich
ein flexibler Linker (~AS-Reste 355-414).
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Abb.29. Postulierte Doméneneinteilung fiir das MotC-Protein. N, C: N- und C-terminales Ende. Blau: fiir die
Interaktion mit dem Chaperon MotE wichtiger Bereich. Rot: MotB-Bindedoménen.

MotC ist als periplasmatisches Protein sehr empfindlich gegeniiber Abbau. Die Deletion
von motE fihrt zum Verlust von MotC im Periplasma (Eggenhofer et al., 2004). Die
Deletionsanalyse von MotC ergab, dal MotC-Proteine, die im N-terminalen Bereich (AS-
Reste 35-254) um jeweils 20 AS-Reste verkiirzt sind, instabil waren (Abb.14) und zum
beinahe oder vollstindig paralysierten Phénotyp fiihrten (Abb.15). Die N-terminale Region
wird daher als wichtig fiir die Interaktion mit dem Chaperon angenommen.

Essentiell fiir die Motorfunktion ist die MotC-Wechselwirkung mit dem Kanalprotein
MotB (Platzer et al., 1997). Two-hybrid Analysen hatten eine Bindung der C-terminalen
AS-Reste 343 bis 434 an MotB gezeigt (Haslbeck, 1997). Ein rekombinant exprimiertes
MotC-Protein, dem diese C-terminale Region fehlte, konnte in Affinititsblots aber noch
mit MotB interagieren (Halbach, 2003). Verkiirzungen um je 20 AS-Reste in den
Bereichen der Positionen 315 bis 354 und 415 bis 433 hatten eine Reduktion der
Schwimmgeschwindigkeit um 40-60 % zur Folge, die Proteine sind aber, zumindest bei
Deletionen im Bereich der Positionen 315 bis 354, relativ stabil (=55 % im Vergleich zum
Wildtyp, Abb.14). Die verdanderten Proteine sind zwar im Periplasma vorhanden, kénnen
dort aber offenbar nicht an den Protonenkanal assoziieren.

Das MotC-Protein ist gegeniiber Verkiirzungen um 20 AS-Reste im Bereich 355 bis 414
tolerant, die Mutanten weisen eine Reduktion der Schwimmgeschwindigkeit maximal um
15 % auf. Eine Verkiirzung um alle 60 AS-Reste fiihrt zu einer Reduktion der
Schwimmgeschwindigkeit um 26 % (Attmannspacher, 1999). Diese Region ist als einzige
neben dem Signalpeptid bei den MotC-Proteinen von S.meliloti, R.lupini, A.tumefaciens
und M.loti wenig konserviert, auch die Lénge ist variabel (Abb.12). Sie wird daher als
flexible Verbindung zwischen den beiden MotB-Bindebereichen angesehen.

Es miissen weitere genetische und biochemische Tests durchgefiihrt werden, um Struktur

und Funktion dieses neuartigen Proteins genauer aufkldren zu kdnnen.
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5.3.  Wechselwirkungen an der Stator-Rotor-Kontaktfliche

Aktuelle Modellvorstellungen gehen davon aus, daB die Umwandlung der
elektrochemischen in kinetische Energie bereits im Stator erfolgt. Das helix rotation model
von Schmitt (2003) postuliert, dal der Protonenflul reversible Rotationsbewegungen der
fiinf Transmembranhelices der Kanalproteine MotA und MotB verursacht und daf3 diese
iiber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Ladungsantipoden in MotA und FliG
auf den Rotor {ibertragen werden.

Die Bedeutung geladener Reste an der MotA-FliG-Kontaktfliche von S.meliloti wurde
durch AS-Austausche im Statorprotein MotA und dem Rotorprotein FliG analysiert. Im
Vergleich mit E.coli sind bei S.meliloti die beiden MotA-Reste Arg90 und Glu98
konserviert, ferner die FliG-Reste Arg294 und Asp302 (Abb.18). Zusitzlich zu diesen auch

im orthologen E.coli-Protein konservierten Resten wurde Glu300 (F1iG) mutiert.

5.3.1. Natur der Wechselwirkungen

Von den fiinf relevanten geladenen Resten von E.coli-F1iG sind bei S.meliloti drei analoge
Reste essentiell fiir die Motorrotation (Arg283, Asp290 und Glu291), zwei weitere
(Lys266 und Arg299) sind von nachrangiger Bedeutung (Lloyd & Blair, 1997; Zhou et al.,
1998). Rontgen-Strukturdaten der C-terminalen Doméne von FliG von Thermotoga
maritima wiesen auf die Anordnung dieser geladenen Reste, die mit MotA wechselwirken,
in der Kontaktfliche hin. Es wurde postuliert, da3 zwei verschieden orientierte Subgruppen
geladener AS-Reste separat mit MotA interagieren und so den Rotor ccw bzw. cw rotieren
lassen (Abb.18; Lloyd et al., 1999). Die entsprechende Konfiguration im FliG-Protein von
S.meliloti enthdlt Arg294 und Asp302, jedoch das ungeladene Ser301 (statt Asp) in der
zweiten Konfiguration. Man kann vermuten, daBl dies die ,,Schiene” fiir den (nicht
existenten) reversen Rotationsmodus wire.

Das Auftreten von Suppressormutanten bei Ladungsinversion in einem Ladungspaar ist ein
starkes Indiz fiir elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen AS-Resten als
Medium der Kraftiibertragung vom Stator auf den Rotor. Die Mutante FliG/E300A/S301R

weist eine Schwimmgeschwindigkeit von 33 um/s auf, die Tripelmutante F1iG/
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E300A/S301R-MotA/R90OE zeigt jedoch mit 37 um/s eine gegeniiber der FliG-
Doppelmutante um 12 % erhohte Schwimmgeschwindigkeit.

Auch die deutlich in ihrer Bewegungsfahigkeit eingeschrinkte Doppelmutante
FliG/E300R/S301R (23 um/s) lieB sich durch MotA/R90OE supprimieren (Schwimm-
geschwindigkeit der Tripelmutante um 22 % erhoht; 28 um/s). Diese Suppressormutanten
zeigen, daB3 wie bei E.coli, auch bei S.meliloti, die Kraft vom Stator auf den Rotor mittels
elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen geladenen AS-Resten {libertragen wird.

Die wichtigsten Partner fiir den Transfer der Kraft sind FliG/R294 und MotA/E98
(Abb.20). Die Wechselwirkung zwischen diesen Resten ist offenbar sehr stark und wegen
des notigen geringen Abstands (< 4,8 A) der Ladungspartner auch von der exakten Struktur
und ,,Einpassung™ der AS-Reste abhingig. Schon ein Austausch Arg294Val fiihrt zum
Stillstand, genau wie eine Ladungsumkehr dieses Restes (Arg294Asp; Tab.9).

5.3.2. Chemokinesis

Die Geilleln von S.meliloti rotieren nur im Uhrzeigersinn, die Rotationsgeschwindigkeit
kann als Reaktion auf chemische Reize variiert werden (Chemokinesis). Das gleichzeitige
Vorhandensein beider untersuchter MotA-Reste, Arg90 und Glu98, ist fiir die
Chemokinesis entscheidend (Abb.23). Die Neutralisierung eines der beiden Reste fiihrt bei
maximaler Rotationsgeschwindigkeit zum beinahe vollstindigen Verlust der Chemokinese.
Wihrend beim Wildtyp nach Lockstoffzugabe die Schwimmgeschwindigkeit um 7,5 %
zunimmt, sinkt dieser Wert bei MotA/Arg90Ala auf 1,4 % und bei Glu98GIn auf 0,5 %
(Tab.9). Auch Mutationen an einer der beiden Positionen, bei denen die Ladung erhalten
blieb, zeigten bei hoher Geschwindigkeit geringere Chemokinesis: Arg90Lys 5,6 %,
Glu98Asp 2,4 %). Die Liange der Seitenketten muf3 auch hier genau passen, wenn die

Oberfldche des Interaktionspartners FliG ,,abgetastet* wird.

5.3.3. Abschirmungseffekte

Das exakte Wechselspiel zwischen positiv und negativ geladenen Resten ist fiir die
Kraftiibertragung und Variation der Geschwindigkeit entscheidend. Das Einfiihren einer

negativen Ladung in Position Ser301 entsprechend dem AS-Rest bei E.coli (Asp) alleine
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fiihrt zu keiner nennenswerten Verdnderung des Phinotyps gegeniiber dem des Wildtyps,
ebenso wie die Neutralisierung der Position Arg294 (Ala). Die Kombination der beiden
Mutationen fiihrte jedoch zum Stillstand (Abb.21).

Die plausibelste Erklarung besagt, dal3 der positive Rest Arg294 die negativen Glu300 und
Asp302 (alle FliG) gegen Glu98 (MotA) abschirmten. Ohne die positive Ladung von
Arg294 dominiert die abstoBende Kraft zwischen Glu300/Asp301 und Glu98 und fiihrt

zum Stillstand.

5.3.4. Modell: Die variable Rotationsgeschwindigkeit wird an der MotA-FliG-
Kontaktfliche reguliert

Die Ergebnisse der verschiedenen Kombinationen geladener Reste an den MotA- und
FliG-Kontaktfldchen fiihrten zur Aufstellung eines Modells, das die Rotationsgeschwindig-
keits-Variation (4.3.4) im S.meliloti-Motor erklért.

Abb.30. Konzept unterschiedlicher Ladungswechselwirkungen bei schneller und langsamer Rotation. Links:
anziechende Coulombkrifte ( --- ) zwischen gegensétzlichen (+-) Ladungen fithren zu schneller Rotation.
Rechts: eine Kombination sich abstolender ( <---> ) und sich anziehender ( --- ) Coulombkriéfte fiihrt zu
langsamer Rotation (U. Attmannspacher, B. Scharf, R. Schmitt, in Vorber.).

Im fallenden Lockstoffgradienten wird die CheA-Kinase aktiviert, die CheY2
phosphoryliert. CheY2~P signalisiert dem Flagellenmotor ,langsamer rotieren®. In
Analogie zum E.coli-System wird der Kontakt von CheY2~P und FliM (evtl. iiber MotD)
im C-Ring von S.meliloti eine Konformationsédnderung induzieren (Brown et al., 2002), die
sich als relative Verschiebung der FliG-MotA-Kontaktfliche manifestiert.

Der Rotor kann gegeniiber dem Stator zwei Konformationen einnehmen. Die sich

anziehenden Coulomb-Krifte zwischen MotA/GIlu98 und FliG/Arg294 sowie zwischen
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MotA/Arg90 und FliG/Glu300/Asp302 wirken in der ersten Konformation (Abb.30 links)
und resultieren in schneller Rotation des Flagellums. In der zweiten Konformation (Abb.30

rechts) wird die Kombination anziehender und abstofender Kréfte wirksam. MotA/Arg90

und FliG/Asp302 ziehen sich an, MotA/Glu98 und FliG/Glu300/Asp302 stollen sich ab.

Die Kombination sich anziehender und abstoflender Ladungspaare bremsen die

Rotation der Flagelle ab.

Die Tatsache, daB im Rahmen dieser Arbeit mit Asp302Lys nur eine fliG-Mutation
gefunden wurde, bei der die Chemokinese teilweise aufgehoben wird (2,3 % statt 7,5 %),
spricht dafiir, daf auf der Rotorseite moglicherweise eine Kombination mehrerer geladener
Reste an der Geschwindigkeitsvariation beteiligt sind.

Das Modell eines Flagellenmotors, in dem einzelne Statorelemente kurze
Rotationsinkremente auf einzelne (F1iG)-Segmente des Rotors iibertragen (Schmitt, 2003),
erlaubt es auch, den beobachteten graduellen Anstieg oder Abfall der
Rotationsgeschwindigkeit zu erklaren. Geht man von 26 + 2 FliM- und FliG-Segmenten im
C-Ring aus (Thomas et al., 1999; Schmitt, 2003), so verursacht jedes CheY~P-Molekiil,
das an FliM ,,andockt®, eine partielle Reduktion der Drehgeschwindigkeit; aber nur bei
vollstindiger Besetzung aller Segmente kommt der Motor zum Stillstand. Diese
Interpretation wird auch durch Beobachtungen der FliF-FliG-Fusion gestiitzt (4.4.). Wenn
man davon ausgeht, daB die Fusion den Ubergang zwischen den beiden FIiG-
Konformationen (Abb.30) in allen FliG-Segmenten des Rotors einschrinkt, wird die
verringerte Fahigkeit zur Chemokinesis (4,5 % statt 7,5 %) sofort versténdlich.

Die Identifizierung und Mutagenese von funktional wichtigen Resten auf Rotor- und
Statorseite, die miteinander wechselwirken, ist ohne weitergehende Strukturdaten von FliG
und MotA der beste Weg, um die Regulation der Geschwindigkeit im Flagellenmotor von
S.meliloti aufzuklaren. Der (gentechnische) Austausch interagierender Komponenten des
Stators (MotA,MotB) und des Rotors (FliG, FliM, FliN) zwischen den Motoren von
S.meliloti (einsinnige Rotation, H'-Kanal), E.coli (reversible Rotation, H'-Kanal) und
Vibrio alginolyticus (reversible Rotation, Na'-Kanal) kénnte zum Konzept eines
universellen Flagellenmotors fithren. Dariiber hinaus miissen aber die Molekular-
Strukturen von Stator und Rotor aufgeklirt werden, damit Modellvorstellungen zur
Energiekonversion (elektrochemisch nach mechanisch), Kraftiibertragung und Generierung

des Drehmoments falsifiziert oder bestétigt werden.
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6. Zusammenfassung

Die Flagellen von Sinorhizobium meliloti rotieren im Gegensatz zu Escherichia coli-
GeiBeln nur im Uhrzeigersinn. Richtungsdnderungen der schwimmenden Zelle werden
durch Variation der Rotationsgeschwindigkeit einzelner Flagellen und eine daraus
resultierende Auflsung des geordneten Gei3elbiindels erreicht.

Der Flagellenmotor von S.meliloti enthdlt konservierte Komponenten, wie MotA, MotB,
FliM, FliN und FliG. Dariiber hinaus wurden neue Mot-Proteine, MotC, MotD und MotE
identifiziert, die essentielle Spezifika des S.meliloti-Flagellenmotors (und verwandter)
darstellen (Sourjik et al., 1998). Von diesen wurde hier das MotC-Protein analysiert.

Es stellte sich aber heraus, dal die Verhiltnisse bestimmter geladener AS-Reste an der
Kontaktflaiche von Protonenkanal (MotA) und Rotor (F1iG) fiir das Rotationsmuster und
folglich die Bewegung schwimmender S.meliloti-Zellen entscheidende Bedeutung haben.
Deshalb wurde hier auf die genetische, protein-biochemische und funktionelle

Untersuchung dieser Reste und ihre Wirkung besonderer Wert gelegt.

Die wichtigsten Ergebnisse und SchluB3folgerungen dieser Arbeiten lassen sich wie folgt
zusammenfassen:

(1) Die unbekannten mot4, motC und fliG-Sequenzen von Rhizobium lupini H13-3
wurden erschlossen, mit den bekannten Orthologen von S.meliloti, Agrobacterium
tumefaciens und Mesorhizobium loti verglichen und auf diese Weise konservierte
Doménen definiert.

(2) Die periplasmatische MotC-Komponente stellt durch Bindung an das MotB-
(Kanal-) Protein die Funktionsfdhigkeit des energetisierenden Protonenkanals
sicher. MotC dient mdéglicherweise als ,,Protonenfalle” oder ,pmf-Sensor, weil
S.meliloti-Zellen bei hoheren pH-Werten (bis pH 9,5) noch schwimmen als E.coli-
Zellen (bis pH 9,0). Bereits frither identifizierte, im zentralen Bereich von MotC
durch Deletionen hervorgerufene Funktionsdefekte wurden hier weitgehend auf die
Instabilitdit der Mutantenproteine zurlickgefiihrt. Deshalb miissen weitere
Untersuchungen mit (stabilen) Substitutionen einzelner Reste im MotC-Protein
durchgefiihrt werden.

(3) Durch gezielte Mutagenese wurden 68 Einzel-, Doppel und Dreifachaustausche der

konservierten geladenen Reste Arg90 und Glu98 (MotA) bzw. Arg294, Glu300,
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Ser301 und Asp302 (F1iG) generiert und die Schwiarm- und Schwimmfahigkeit der
resultierenden Mutanten bestimmt. Aus den Resultaten lassen sich drei
Mutantenklassen ableiten:

a) Reste, die fiir die Flagellenrotation essentiell sind, weil ihr Ausfall die
Aufthebung oder eine deutliche Reduktion der Rotationsgeschwindigkeit
hervorruft. In dieser Kategorie sind Glu98 und Arg294 absolut notwendige
geladene Reste, Arg90 und Asp302 haben geringeres Gewicht, ebenso die
,wneuen® (S.meliloti-spezifischen) Reste Glu300 und Ser301.

b) Ladungsumkehr zwischen bestimmten Resten kompensiert die Defekte der
Einzelmutationen (Suppression). Dies trifft fiir die Kombinationen
Glu300Arg/Ser301Ala-Arg90Glu und Glu300Arg/Ser301Arg-Arg90Glu zu.
Die Ergebnisse zeigen, dal elektrostatische (Coulomb-) Wechselwirkungen
zwischen antagonistischen Ladungen entscheidend fiir die Kraftiibertragung
vom Stator (MotA) auf den Rotor (FliG) sind.

¢) Reste, welche die Chemokinesis (Geschwindigkeitserhohung bei taktischer
Stimulation) betreffen. Die Neutralisation der MotA-Reste Arg90 (Ala) und
Glu98 (Gln) fiihrte zum Verlust der Chemokinesis, teilweise auch eine
Ladungsumkehr des FliG-Rests Asp302 (Lys). Folglich reicht eine MotA-
FliG Coulomb-Wechselwirkung fiir die Aufrechterhaltung der Rotation mit
hoher Geschwindigkeit aus, die Kombination von zwei wechselwirkenden
Ladungspaaren ist aber flir die Geschwindigkeitsvariation (,,Bremse®)
entscheidend.

(4) Eine C-terminale Fusion von FliG mit dem MS-Ring (FliF) resultierte in
reduzierter Geschwindigkeit und Chemokinesis. Dieser Befund wird als Beleg fiir
eine eingeschrinkte Fahigkeit von FliG zur Konformationsdnderung interpretiert,
die als Voraussetzung fiir die Geschwindigkeitsvariation gilt.

(5) Aus den Daten wurde ein Funktionsmodell des S.meliloti-Motors etabliert, in dem
die Coulomb-Wechselwirkungen zwischen MotA und FliG die entscheidende Rolle

bei Rotation und Chemokinesis spielen.
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Anhang

Im Anhang sind folgende Nukleotid- und Peptidsequenzen sowie alignments aufgefiihrt:

e Al. Genomische Sequenzen von orf38, motB und motC aus Rhizobium lupini
H13-3 (Accession No. AY117143)

e A2. Genomische Sequenzen von motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orfl4 aus
Rhizobium lupini H13-3 (Accession No. AY533375)

e A3. Vergleiche der abgeleiteten Sequenzen von MotA, MotB, MotC, FliM, FliN
und FliG von S.meliloti und R.lupini H13-3
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Al.

Genomische Sequenzen von orf38, motB und motC aus Rhizobium

lupini H13-3

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

TAAACCGGCGTCGGTCCGGCGGGTTCGGGGGAGTTGGTTGCAAGGTTTCTGAAAACGGGG

ATTTGGCCGCAGCCAGGCCGCCCAAGCCCCCTCAACCAACGTTCCAAAGACTTTTGCCCC

CCCGCCTTCATCCTCGCACAAGTTTGAACACCTAACGTCGGGGCAATATCGGGTGGATCG

GGGCGGAAGTAGGAGCGTGTTCAAACTTGTGGATTGCAGCCCCGTTATAGCCCACCTAGC

CATGGCGTGATCCGGCCGGAAACAATTGAAGAGACGGGCAGGGTAGCAAGGATGACGGTG

GTACCGCACTAGGCCGGCCTTTGTTAACTTCTCTGCCCGTCCCATCGTTCCTACTGCCAC

GTGCCGCCAAACGGCTTTGATCGCAGGCAACGAAACATGTCTCGCCCCTTTGGCCTGTTT

CACGGCGGTTTGCCGAAACTAGCGTCCGTTGCTTTGTACAGAGCGGGGAAACCGGACAAA

TGCCGGGGGCGGGCATGAGCGCGTCCATTGCAAGATATCTCAAGGATTTCGGTGACGTGC

ACGGCCCCCGCCCGTACTCGCGCAGGTAACGTTCTATAGAGTTCCTAAAGCCACTGCACG

orf38 M s A s I A R Y L K D F G D V Q

AGCCCGCGGGACTGACGTTCGGCGAACCGTTGGCGGATGTCGACGGCATTTCCGGTTTTG
TCGGGCGCCCTGACTGCAAGCCGCTTGGCAACCGCCTACAGCTGCCGTAAAGGCCAAAAC

P A G L T F G E P L A DV D G I S8 G F G

GCGATATTGCGTCCGGTTTCGATGAATTCGAGCCGCTCGACGTCGAAAGCGAAAAACAGG

CGCTATAACGCAGGCCAAAGCTACTTAAGCTCGGCGAGCTGCAGCTTTCGCTTTTTGTCC

p I A s G F D EF E P L D V E S E K Q A

CCGCCTATGCCCGTGGTCACGAGGATGCGACCCGCGAGATCACGGAGAAAATGCAGGCCG

GGCGGATACGGGCACCAGTGCTCCTACGCTGGGCGCTCTAGTGCCTCTTTTACGTCCGGC

A Y A R GH E DA TR E I T E K M Q A E

AGCGCGAGGAGCTTCTTGCTGCTCATGCCGCAGAACTCGAAGGCTTACGTTCCGTCTATC

TCGCGCTCCTCGAAGAACGACGAGTACGGCGTCTTGAGCTTCCGAATGCAAGGCAGATAG

R E E L L ANA HAAEL E G UL R S V Y L

TGGAAGAAATTGCCGTTTTCCTGTCGCTAAGGCTGCGTGAAGGCATCGATGCGATCGCGA

ACCTTCTTTAACGGCAAAAGGACAGCGATTCCGACGCACTTCCGTAGCTACGCTAGCGCT

E E I AV F L § L R L R E G I D A I A T

CCAATCTCAGCGAACAGACCGCCAATATCCTTGCCCCGGTTCTGACCGAAGAGCTGTCGC

GGTTAGAGTCGCTTGTCTGGCGGTTATAGGAACGGGGCCAAGACTGGCTTCTCGACAGCG

N L S E Q TA NI L A P V L T E E L S L

60

120

240

300

420

540

600



Anhang

98

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

TGAAGGCGGTTTCGGCGCTTGCGGATGTCGTTCGCGCTTCCATGCCGGATGGCGAGGCCG

ACTTCCGCCAAAGCCGCGAACGCCTACAGCAAGCGCGAAGGTACGGCCTACCGCTCCGGL

K A VsS A L A DV VL RAS M P D G E A V

TGACCCTTGTCGTGAAAGGCCCGAAAGATTTGTTTGAGCAGCTGAAGACGCAGCCGGGCT

ACTGGGAACAGCACTTTCCGGGCTTTCTAAACAAACTCGTCGACTTCTGCGTCGGCCCGA

T L vv K G P K DL F E Q L K T Q P G F

TTGAAGAAGAGACGATGAAATTTATCGAGACGGCAGATATCGACCTCTCCGTTGAGTTGG

AACTTCTTCTCTGCTACTTTAAATAGCTCTGCCGTCTATAGCTGGAGAGGCAACTCAACC

E E E T M K F I E T A D I D L S V E L G

GTGAAAGCGTGTTCGTCACGCGCATGTCCGCCTGGGCGTCCAGTCTTCGCAAGGTGATGA

CACTTTCGCACAAGCAGTGCGCGTACAGGCGGACCCGCAGGTCAGAAGCGTTCCACTACT

motB

E S v F VT RM S AW AS S L R K V M K

AATGAGTGAAGGCGAAAATCACCACCACGGCAAGAACGAGATCATCATCGTCAAACGCCA

TTACTCACTTCCGCTTTTAGTGGTGGTGCCGTTCTTGCTCTAGTAGTAGCAGTTTGCGGT

M S E G E N H HH G KN E I I I V K R H

CAAGGGCGGGCACGATGGCGCCCATGGCGGCGCGTGGAAGATCGCTTATGCCGACTTCAT

GTTCCCGCCCGTGCTACCGCGGGTACCGCCGCGCACCTTCTAGCGAATACGGCTGAAGTA

K 6 G H D GGA HGGA AW K I AY A D F M

GACGGCCATGATGGCGTTCTTCCTCGTCATGTGGCTGGTCAATGCCGCAAACGAGGAAAC

CTGCCGGTACTACCGCAAGAAGGAGCAGTACACCGACCAGTTACGGCGTTTGCTCCTTTG

T A M M A F F L VMWL V N AANE E T

CAAGGCCTCGGTCGCCAGCTATTTCAATCCGATAAAGCTGTCCGATGAAAAACCTTCGTC

GTTCCGGAGCCAGCGGTCGATAAAGTTAGGCTATTTCGACAGGCTACTTTTTGGAAGCAG

K A S vA S Y F NP I K L S D E K P S S

CAAGGGGCTGGAAAAACCCGTGGACAAGGAAGAGGGCGTCGAGAAGAAAGACCAGTCCAA

GTTCCCCGACCTTTTTGGGCACCTGTTCCTTCTCCCGCAGCTCTTCTTTCTGGTCAGGTT

K 6 L E X P VDK E E G V E K K D Q S N

720

840

900

1020

1080

1140

1200



Anhang

99

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

CATAAAGGCGGAAAAGGTCACCCAGGGCTCGGCCGCTGCGACAGGTGAAGACCTGACCTC

GTATTTCCGCCTTTTCCAGTGGGTCCCGAGCCGGCGACGCTGTCCACTTCTGGACTGGAG

I K A E K VvV T Q GG S A A AT G E DL T S -

GCAGACCGGGGAGCAGTCGAACTTCTCCGAAGCGGACTTTTTCGAGAATCCCTATTCCGT

CGTCTGGCCCCTCGTCAGCTTGAAGAGGCTTCGCCTGAAAAAGCTCTTAGGGATAAGGCA

Q T G E Q S N F S E A DF F E N P Y S V -

TCTGGCGGAAATTGCCCAGCAGGTCGGGCAGCAGGCCAATGTCAGCGCCAAGGGCGAAGG
AGACCGCCTTTAACGGGTCGTCCAGCCCGTCGTCCGGTTACAGTCGCGGTTCCCGCTTCC

L A E I A Q Q VGG Q Q ANV S A K G E G -
TGGTGCTGCCGATTCCGGCCCGGCGACGGGTGCGAGCGGCGGTGAGGCTTACCGCGATCC
————————— e s i i e i - 73]
ACCACGACGGCTAAGGCCGGGCCGCTGCCCACGCTCGCCGCCACTCCGAATGGCGCTAGG

G A A DS G ?PATGA A S GG EAY R D P -
CTTCGATCCCGATTTCTGGACCCAGCAGGTGAAGATCACACGTGCGGACCAGCAGCAAAA
————————— tomm s mmm - mmmmm - mmmm - - - —— - - -4 ---------4 1500
GAAGCTAGGGCTAAAGACCTGGGTCGTCCACTTCTAGTGTGCACGCCTGGTCGTCGTTTT

F D P D F W T Q Q V XK I TR ADOQ Q Q N -
TCCGGTCGAACAGCAACAATCTGCCGAGAACAAGCAGCAGGACCCTGCCAAGGATAATGA
————————— Fmm s s mm - - - - - -4 - - -----4 1560
AGGCCAGCTTGTCGTTGTTAGACGGCTCTTGTTCGTCGTCCTGGGACGGTTCCTATTACT

P V EQ Q Q s A E N K Q Q D P A K D N E -
AGCGGTTGCGGCTAAATCGTCTCAGCAGCCAGTCGATGGTGCAGATCACGGCAAGGCCAT
————————— Fom e mm s mmmm - m—mm - - ————- - - --—-----4 1620
TCGCCAACGCCGATTTAGCAGAGTCGTCGGTCAGCTACCACGTCTAGTGCCGTTCCGGTA
AV A A K S S Q Q PV D G ADHG K A M -
GGAAATCGCCGCCGTGGTGCCGCAGCAGCGGCCGGGTGCCGCCGAGCAGGCAGCACTTAC
————————— Fmm s mm - - - - -4 - ------4 1680
CCTTTAGCGGCGGCACCACGGCGTCGTCGCCGGCCCACGGCGGCTCGTCCGTCGTGAATG

E I A AV V P Q Q R P GA A E Q A AL T -
GCAGCCTCAGCCGGAGCAGCAGCAGCAAGGTACTGCTGCGCAGAAGGAAGAGGCTAAAGA
————————— e e s e il Tl S /30
CGTCGGAGTCGGCCTCGTCGTCGTCGTTCCATGACGACGCGTCTTCCTTCTCCGATTTCT

Q P Q P E Q Q Q Q G T A A Q K E E A K E -
GCTGCGCGAAGAGATCGAGAAGCAGATATCCGGCATCAGCGGCAAGCTCGCCGAAGGTCT
————————— Fom e mm - —— - ——-—f - ———---4---------4 1800

CGACGCGCTTCTCTAGCTCTTCGTCTATAGGCCGTAGTCGCCGTTCGAGCGGCTTCCAGA

L R E E I E K @ I s G I S G K L A E G L -



Anhang

100

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

GGTGGTGACGCCCGCCGAAGGCGGATTGCTGTTGACCATTTCCGACCAGACGGAAACGCC

CCACCACTGCGGGCGGCTTCCGCCTAACGACAACTGGTAAAGGCTGGTCTGCCTTTGCGG

v v T P A E G G L L L T I S D Q T E T P

GATGTTCAATGTCGGATCGGCTGTGCCCCGCGGCGAAATGGTTTTGGCCATGGAGAAGAT

CTACAAGTTACAGCCTAGCCGACACGGGGCGCCGCTTTACCAAAACCGGTACCTCTTCTA

M F N VvV G S AV PR GEM VL A M E K I

CGGCAAGTTGCTTCAGGAGCGTGGCGGCAGCGTGGTGATCCGCGGCCATACCGATGGACG

GCCGTTCAACGAAGTCCTCGCACCGCCGTCGCACCACTAGGCGCCGGTATGGCTACCTGC

G K L L. E R G G S Vv v I R G H T D G R

CCAGTTCAAGGGTGAGGCCAATGACAATTGGCGGCTTTCCATGGACCGCGCGCATAGCGC

GGTCAAGTTCCCACTCCGGTTACTGTTAACCGCCGAAAGGTACCTGGCGCGCGTATCGCG

Q F K G E A NDINWWI RILS M DR A H S A

CTATTACATGCTGGTTCGCGGCGGCCTGTCGGAAGAGCGGGTGAAACAGGTTTCGGGTTT

GATAATGTACGACCAAGCGCCGCCGGACAGCCTTCTCGCCCACTTTGTCCAAAGCCCAAA

Yy y M L V. R 6 G L S E ER V K Q V S G F

TGCGGATCGCAGATTGCAGGTGCCGGCAGACCCGCTGGCGAATGCGAACCGCCGTATCGA

ACGCCTAGCGTCTAACGTCCACGGCCGTCTGGGCGACCGCTTACGCTTGGCGGCATAGCT

A D R RUL QV P ADPL AN ANURR I E

AATCCTGCTTGAGGCCGATCGGGGGTGAGTGTGACGAAATCCTCGAAACGTTGGGTTTTT

TTAGGACGAACTCCGGCTAGCCCCCACTCACACTGCTTTAGGAGCTTTGCAACCCAAAAA

motC M s v T K S S K R W V F

I L. L E A D R G *

CTTGCGGCGACACTGTGTGGTCTCGGTGCCGAACCGGCGAAGGTTTTTGCGCAATCGCAA

GAACGCCGCTGTGACACACCAGAGCCACGGCTTGGCCGCTTCCAAAAACGCGTTAGCGTT

L A A TULCGULGAE P A KV F A Q S Q

GACAACCTCATGCCCTATGCCATGTTGCGCTCCCTGCAGTTCGTGCAGGATTCCGTCACC

CTGTTGGAGTACGGGATACGGTACAACGCGAGGGACGTCAAGCACGTCCTAAGGCAGTGG

p N L.M P Y A ML R S L Q F V Q D S VvV T

ATGGGAGACCATTCGGCAACCGAAATGCAGCGGTTTCTGCTCCAGACGATCGACGAGCGG

TACCCTCTGGTAAGCCGTTGGCTTTACGTCGCCAAAGACGAGGTCTGCTAGCTGCTCGCC

M G D H S AT EMOQRF L L Q T I D E R

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



Anhang

101

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

CTTAAGAGCGCACCTTCGGCGATCTTCAAGGATCCGCGCAATGTTGATGCGGCGCTTGTC

GAATTCTCGCGTGGAAGCCGCTAGAAGTTCCTAGGCGCGTTACAACTACGCCGCGAACAG

L K s A P S A I F K D P R N V D A A L V

TACGCGATGAGCGGCGGCAATCCGGCCACGCTCGAATTGCTCGTCGCGCGGGATGTGGAC

ATGCGCTACTCGCCGCCGTTAGGCCGGTGCGAGCTTAACGAGCAGCGCGCCCTACACCTG

Yy A M S G G N P A TL E L L V A R D V D

GGCAATTTCGACAGCCGCGTCGCCGATATTCTGCGCAAATATCTGTCCGGCAAGGGAACG

CCGTTAAAGCTGTCGGCGCAGCGGCTATAAGACGCGTTTATAGACAGGCCGTTCCCTTGC

G N F D SRV ADTIILURI K YL S G K G T

CTGGTCGCCCAGAGCATCGCGGCCATGGTGCCCGAGTATCGCGGCACGAGAATTGGCGCC

GACCAGCGGGTCTCGTAGCGCCGGTACCACGGGCTCATAGCGCCGTGCTCTTAACCGCGG

L vaAaA Q S I A A MV P E Y R G TR I G A

TATCTTGCACTGATCGGCGGCAATGTGACGATCCCCCGCGATCCGGTGGCTGCCCTCGGT

ATAGAACGTGACTAGCCGCCGTTACACTGCTAGGGGGCGCTAGGCCACCGACGGGAGCCA

Yy L. AL I G GGN VT I P R D P V A A L G

TTCTATGACATAGCCCGGCTCGAAGCGCCCGGTACCATCGTGGAGGAGGCTGCACTCCGC

AAGATACTGTATCGGGCCGAGCTTCGCGGGCCATGGTAGCACCTCCTCCGACGTGAGGCG

F Yy D I A R L EA P G T I V E E A A L R

CGCTCGCTTGCTATCGCCGTTGAAGACGGCGATGCCGGGCGTGGCGTCGAATATGCACAG

GCGAGCGAACGATAGCGGCAACTTCTGCCGCTACGGCCCGCACCGCAGCTTATACGTGTC

R s L. A I AV EDGDAGU R G V E Y A Q

CGTTACGCGCGGCGGTTCCTGCATTCGCCCTATGCCAGCCAGTTCGCGGACCTTCTGGTC

GCAATGCGCGCCGCCAAGGACGTAAGCGGGATACGGTCGGTCAAGCGCCTGGAAGACCAG

R ¥y A R R F L H S P Y A S Q F A D L L V

TCACTGGTGGTCAAACGTGTCGATTCCATCGGGCACGACACGATAGAGGAAACATTCGCC

AGTGACCACCAGTTTGCACAGCTAAGGTAGCCCGTGCTGTGCTATCTCCTTTGTAAGCGG

s L. v v K R voD S I GHD T I E E T F A

ATGATGGACGCGGAGAGGCAGAAGGAAGCTTATCTGCGCCTGTCCCGTCTCGCGGCGATC

TACTACCTGCGCCTCTCCGTCTTCCTTCGAATAGACGCGGACAGGGCAGAGCGCCGCTAG

M M D A E R Q K E A Y L R L S R L A A I

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



Anhang

102

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

AGCGGCAAGGATTCGCTGGCGCGCATGGCGGCGTTGAAGGCGAAAGCGCTGTCGCCGGAT

TCGCCGTTCCTAAGCGACCGCGCGTACCGCCGCAACTTCCGCTTTCGCGACAGCGGCCTA

s G K b s L A R M A ATILI KA K AL S P D

ATGCCGGACCAGCCGCAAGTTCAGGCAAATCTATATGAAAGCCTTTCCAATATCGGCACG

TACGGCCTGGTCGGCGTTCAAGTCCGTTTAGATATACTTTCGGAAAGGTTATAGCCGTGC

M P D Q P Q V Q A NILY E S L S N I G T

CCCGATGTGGTGAGCGCGATTGAAACAATCGGGCAAATTCCCGAGGCCCAGCTTTCGGAT

GGGCTACACCACTCGCGCTAACTTTGTTAGCCCGTTTAAGGGCTCCGGGTCGAAAGCCTA

p D Vv Vv s A I E T I G Q I P E A Q L S D

CGCGACAGGGCCCTGCGGGACGCGGCAAGGGCAATCGCCGACCAGGTGGTTCGTCCGCCT

GCGCTGTCCCGGGACGCCCTGCGCCGTTCCCGTTAGCGGCTGGTCCACCAAGCAGGCGGA

R DR AL RDAAURATIAUDOQV V R P P

TCCCCGCAGCCTGGCGCCGATCCCGGTGTCACGGCAGGGCAGGGGGCCGGGTCGGGCGCG

AGGGGCGTCGGACCGCGGCTAGGGCCACAGTGCCGTCCCGTCCCCCGGCCCAGLCLCLGLGL

s P Q P GA D P GV T A G QG A G S G A

CCCGCGAATGAGGCGGCCAGTGCCGAGACCAAGGGCATATGGAGAGTTGAAAACCACAAG

GGGCGCTTACTCCGCCGGTCACGGCTCTGGTTCCCGTATACCTCTCAACTTTTGGTGTTC

P A N E A A S A E T K G I W R V E N H K

GCTGAGGATGAGGGCGAGAACGTCCGGCAACTCGTGACGAGCGGCCGCAGTAAGCTCGAT

CGACTCCTACTCCCGCTCTTGCAGGCCGTTGAGCACTGCTCGCCGGCGTCATTCGAGCTA

A E D E G E N V R Q L V T S G R S K L D

GAAATCGACAGCCTTTTGAAGAAAGGCGAGGGGGCACCATGATCGACGCAACCATCAACG

CTTTAGCTGTCGGAAAACTTCTTTCCGCTCCCCCGTGGTACTAGCTGCGTTGGTAGTTGC

E I D s L L K K G E G A P *

motD M I D A T I N A

CGATAGTGAATGCGCCATATAAC

GCTATCACTTACGCGGTATATTG

I vV N A P Y N -

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



Anhang
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A2,

Genomische Sequenzen von motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orf14

aus Rhizobium lupini H13-3

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

AAGCTTGTTGGCGAAGGCGTTCTTGTCGGCCGTGCCTTCGGTCAGCACCTTGCGGATGAA

TTCGAACAACCGCTTCCGCAAGAACAGCCGGCACGGAAGCCAGTCGTGGAACGCCTACTT

GGCTTTCGCATAGGCCATGTCCTCGAGGCCGTTAGCTTTCAGCGCATAATTGTAAAGACG

CCGAAAGCGTATCCGGTACAGGAGCTCCGGCAATCGAAAGTCGCGTATTAACATTTCTGC

GGTATCGGCCATGAAGTCGTCGACGGATTTCACGCTGCCGATCTTCGACCGGTAATATTC

CCATAGCCGGTACTTCAGCAGCTGCCTAAAGTGCGACGGCTAGAAGCTGGCCATTATAAG

GGTTTCGCGCGCCACGTCGGGTTGCTTCGACACACGCTCAAGCGATTTGCCGATGTCCTG

CCAAAGCGCGCGGTGCAGCCCAACGAAGCTGTGTGCGAGTTCGCTAAACGGCTACAGGAC

ACTGATCAGTCTGTAGCTGGTGTAGGTGGAAGTCACTGAACCGCCGCTCTCGTTTGATCC

TGACTAGTCAGACATCGACCACATCCACCTTCAGTGACTTGGCGGCGAGAGCAAACTAGG

CGATACCAAGGCGCACGTCCGCCTTTGTCGGGATAATGCCGGATGTTGCTTGTGCGAAAC

GCTATGGTTCCGCGTGCAGGCGGAAACAGCCCTATTACGGCCTACAACGAACACGCTTTG

TGGCTGCGGCGACGAGGGAAAGAGGCCTCGCGGACAGGTTCACGCAAGCCACATTTTCTA

ACCGACGCCGCTGCTCCCTTTCTCCGGAGCGCCTGTCCAAGTGCGTTCGGTGTAAAAGAT

GAGATGGCGGCATGGAACACTGTTCGGGCGTGGTCGATCAATGAATATTGTAATTGGACT

CTCTACCGCCGTACCTTGTGACAAGCCCGCACCAGCTAGTTACTTATAACATTAACCTGA

motA M N I Vv I G L

TATAATCACCTTCGGCTGCATCATCGGCGGCTACATGGCGATGGGCGGCCATCTGGACGT

ATATTAGTGGAAGCCGACGTAGTAGCCGCCGATGTACCGCTACCCGCCGGTAGACCTGCA

r I T F G ¢ I I G G YMAMGGH L DV

GCTGGTTCAGCCGTTCGAATTGTTGATTATCGGCGGTGCCGGCCTCGGCGGCTTCATCAT

CGACCAAGTCGGCAAGCTTAACAACTAATAGCCGCCACGGCCGGAGCCGCCGAAGTAGTA

L voQ P F E L L I I G G A G L G G F I M

GGCGAACCCGATGAAGGTCGTGAAGGATTCGGGCAAGGCGCTCGGCGAGGCCTTCAAGCA

CCGCTTGGGCTACTTCCAGCACTTCCTAAGCCCGTTCCGCGAGCCGCTCCGGAAGTTCGT

AN P M K VV KD S G K AL G E A F K H

CTCGGTCCCGAAGGAGCGCAACTATCTCGACGTACTCGGCGTACTTTATTCGCTGATGCG

GAGCCAGGGCTTCCTCGCGTTGATAGAGCTGCATGAGCCGCATGAAATAAGCGACTACGC

s v P K E R N Y L DV L GV L Y S L M R

60

120

240

300

420

540

600

720



Anhang

104

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

CGACCTGCGCACGAAATCGCGCAACGAGATCGAGGCGCATATCGACAATCCGGAAGAATC

GCTGGACGCGTGCTTTAGCGCGTTGCTCTAGCTCCGCGTATAGCTGTTAGGCCTTCTTAG

b L R T K S R N E I E A H I DN P E E S

CTCGATCTTCCAGAGCGCACCCTCGGTGCTGAAAAACAAGGAGCTGACGTCGTTCATCTG
GAGCTAGAAGGTCTCGCGTGGGAGCCACGACTTTTTGTTCCTCGACTGCAGCAAGTAGAC

s I F Q s A P S V L K N K E L T s F I C

TGACTACGTCCGCCTCATCATCATCGGCAACGCGCGGAGCCACGAAATCGAAGCGCTGAT

ACTGATGCAGGCGGAGTAGTAGTAGCCGTTGCGCGCCTCGGTGCTTTAGCTTCGCGACTA

b Yy v RL I I I GNA AR S HE I E A L M

GGACGAGGAAATCGAGACCATCCTGCACGACAAGCTGAAACCTTACCACGCGATCACCAC

CCTGCTCCTTTAGCTCTGGTAGGACGTGCTGTTCGACTTTGGAATGGTGCGCTAGTGGTG

bDb E E I E T I L H D K L K P Y H A I T T

CATGGGCGATTCCTTCCCCGCCATCGGTATCGTCGCGGCGGTTCTCGGCGTCATCAAGGC

GTACCCGCTAAGGAAGGGGCGGTAGCCATAGCAGCGCCGCCAAGAGCCGCAGTAGTTCCG

M G D S F P A I G I VA A V L G V I K A

CATGGGCAAGATCAACGAATCACCCGAAGTGCTGGGTGGCCTCATCGGCGCCGCACTGGT

GTACCCGTTCTAGTTGCTTAGTGGGCTTCACGACCCACCGGAGTAGCCGCGGCGTGACCA

M GG K I N E S P E V L G G L I G A A L V

GGGCACCATGCTCGGCATCATCCTGTCCTATTCGATCTGCAACCCGCTCGCTTCGCAGGT

CCCGTGGTACGAGCCGTAGTAGGACAGGATAAGCTAGACGTTGGGCGAGCGAAGCGTCCA

G T Mm L 6 I I L 8 Y S I C N P L A S Q V

CAAGATCGTCCGCACCAAGCAGCACCGCCTCTACATCATCGTCAAGCAGACGCTGATCGC

GTTCTAGCAGGCGTGGTTCGTCGTGGCGGAGATGTAGTAGCAGTTCGTCTGCGACTAGCG

K I v R T K Q H R L Y I I V K Q T L I A

CTACATGAACGGCTCGGTGCCGCAGGTCGCGCTTGAATACGGGCGCAAGACCATTTCCAA

GATGTACTTGCCGAGCCACGGCGTCCAGCGCGAACTTATGCCCGCGTTCTGGTAAAGGTT

Y M N G S VvV P Q V A L E Y G R K T I S N

TTACGAGCGTCCGTCCATCGACGCCGTCGAACAGGAGATGATGAACCCCGGCGGCGAAAA

AATGCTCGCAGGCAGGTAGCTGCGGCAGCTTGTCCTCTACTACTTGGGGCCGCCGCTTTT

Y E R P S I D AV EQ EMMNDN P G G E N

840

900

1020

1080

1140

1200

1260

1320



Anhang

105

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

CAAGGCGGCATGACCATGGCTAAAGCTGCACAGCAAAGAGCACCCGTCATCGACACGTCG
GTTCCGCCGTACTGGTACCGATTTCGACGTGTCGTTTCTCGTGGGCAGTAGCTGTGCAGC

fliM M T M A K A A Q Q R A P V I D T S
K A A *

CTGCTCGCGAAACTTACCGGCGGGCTTTCCGACCGCAAGACAATCGCGAAGGTCGGCTCC
GACGAGCGCTTTGAATGGCCGCCCGAAAGGCTGGCGTTCTGTTAGCGCTTCCAGCCGAGG

L L. A XK L T G G L s DR K T I A K V G S

GATATCGGCCATCTCTACAGCGAATTCCTGCCTGATATCTTTCACAGCGAGACCGGCATT
CTATAGCCGGTAGAGATGTCGCTTAAGGACGGACTATAGAAAGTGTCGCTCTGGCCGTAA

D I G H L Yy S E F L P DI F H S E T G I

GCGATAGACGTCGAATATATCGGCTCCGAATCGGGGCTGATGACCGATCTCATCGCCAAT
CGCTATCTGCAGCTTATATAGCCGAGGCTTAGCCCCGACTACTGGCTAGAGTAGCGGTTA

A I DV E Y I G S E S G L M TDUL I A N

ATCGGCGGCAATTTCTCGGTTGCGGATTGTTCTCTGCGCAACTGGTGCCCCAATTTCATG
TAGCCGCCGTTAAAGAGCCAACGCCTAACAAGAGACGCGTTGACCACGGGGTTAAAGTAC

I G G N F s VvV A DICS L RNWCUP DN F M

ATGGCGGTCGGCAACGGCTTCGTCATCGCGCTCATGGAGCGCATGCTGGGCGCCGCCGLC
TACCGCCAGCCGTTGCCGAAGCAGTAGCGCGAGTACCTCGCGTACGACCCGCGGCGGCGG

M AV G NG F VI A L MEIRMMILGA A A

GACACCATCGGCGAGCCGGACGAGCGCAGCCTGTCCCACATCGAACTCGACCTGGCGGCC
CTGTGGTAGCCGCTCGGCCTGCTCGCGTCGGACAGGGTGTAGCTTGAGCTGGACCGCCGG

p T I 6 E P D EUR S L S H I E L D L A A

ATGGTTCTCGGGCGCATCGGGGGTGTCCTGCGGTCGGGCGTCAACGCGCCGGGCGGTTTC
TACCAAGAGCCCGCGTAGCCCCCACAGGACGCCAGCCCGCAGTTGCGCGGCCCGCCAAAG

M v L R I GGV L R S G V N A P G G F

GAGGCGACGATCGACCTGCCCTTTACGGCCAATGGAAAAAGCGCCTTCGAGGAGATGATC
CTCCGCTGCTAGCTGGACGGGAAATGCCGGTTACCTTTTTCGCGGAAGCTCCTCTACTAG

E A T I DL P F T A NG K S A F E E M I

GCCGGCCTCTACGGCGTGACAGTCCGCATGAAGATCGCCATCGGCAAGGTTTCTTCGGAA
CGGCCGGAGATGCCGCACTGTCAGGCGTACTTCTAGCGGTAGCCGTTCCAAAGAAGCCTT

A G L Y GV T V RM K I A I G K V s S E

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



Anhang

106

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

TTCGCGCTGATCGTGCCGCAGCGGCCCCTGCTCAAGACCTCCATCGCCGCTCCCAAGGCT

AAGCGCGACTAGCACGGCGTCGCCGGGGACGAGTTCTGGAGGTAGCGGCGAGGGTTCCGA

F A L I V P Q R P L L K T s I A A P K A

TCAGCCCAGGCGCTGAAGAAGCAGGCGGAATGGGTGGATTTGATCTCTGAGCAGGTGAAG

AGTCGGGTCCGCGACTTCTTCGTCCGCCTTACCCACCTAAACTAGAGACTCGTCCACTTC

s A Q AL K K Q A E W V D L I S E Q V K

AGATCGCAGGTAACGCTTGAGGCGCGCATCAAGCTCGAAACCTTGACCCTGCGGACGATC

TCTAGCGTCCATTGCGAACTCCGCGCGTAGTTCGAGCTTTGGAACTGGGACGCCTGCTAG

R s Q v T L E AR I K L E T L T L R T I

TCCAGGCTGGTGGCCGGCGACGTCATTCCGTTTCAGGATCTGAAGCAGGACGACATCGGT

AGGTCCGACCACCGGCCGCTGCAGTAAGGCAAAGTCCTAGACTTCGTCCTGCTGTAGCCA

s R L VA G D V I P F Q DL K Q D D I G

GTCGAGGTCAGCGCCAACGGCTCCAAGCTCTATAATTGTGAATTCGGCAAGTCCGGCGAC

CAGCTCCAGTCGCGGTTGCCGAGGTTCGAGATATTAACACTTAAGCCGTTCAGGCCGCTG

vV E VvV S A NG S KL Y N CE F G K S G D

CGCTACATGGTTCGGGTAAAGAACAATGTCAGCACGGACGACGAGATCTTGCGACATCTG

GCGATGTACCAAGCCCATTTCTTGTTACAGTCGTGCCTGCTGCTCTAGAACGCTGTAGAC

R Yy M v R VvV X N NV S T DD E I L R H L

ATGGGTTAAAACCTGTCCACCTTTTTTGGGTTCTGGGCAGGCTGACGCAAGTTTCAAAGG

TACCCAATTTTGGACAGGTGGAAAAAACCCAAGACCCGTCCGACTGCGTTCAAAGTTTCC

M G *

GAATAATCAGCGCATGGCTACGAAGAAAACACCTGTGACCGATGATATGGCGCTGCCGTC

CTTATTAGTCGCGTACCGATGCTTCTTTTGTGGACACTGGCTACTATACCGCGACGGCAG

fl1iN M A T K K T p VvV T D D M A L P S

GCTTGAAGATGGCGGTGAGCTCGACCAGGCTATCGGCGATCTGCGTGGCGTCCTCAAGAC

CGAACTTCTACCGCCACTCGAGCTGGTCCGATAGCCGCTAGACGCACCGCAGGAGTTCTG

L E D G G E L D Q A I G DL R G V L K T

GGATGCGGAAGGTTCGCTGTCCGACTTTGGCGACTTCGGGGATTTCGGGAGCGTTGACGA

CCTACGCCTTCCAAGCGACAGGCTGAAACCGCTGAAGCCCCTAAAGCCCTCGCAACTGCT

Db A E G S L s D F G D F G D F G S V D D

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



Anhang

107

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

CGCTTCCGCCGACAGCGACCTTTCCGCCTTCGATGGCGGAGCGGGCGATTTTGCTATGAA

GCGAAGGCGGCTGTCGCTGGAAAGGCGGAAGCTACCGCCTCGCCCGCTAAAACGATACTT

A S A DS DL S A F D G G A G D F A M N

CGATTTCGCGGCCACCCCACAGGTCGCGGGCATCAAGGCGCCGCTCGGCAGTGGCCTGTC

GCTAAAGCGCCGGTGGGGTGTCCAGCGCCCGTAGTTCCGCGGCGAGCCGTCACCGGACAG

Db F A A TP Q V A G I K A P L G S G L S

CGACAATATGGACCTGATCATGGATATCCCGATCGATGTCCAGATCGTTCTCGGCACCAG

GCTGTTATACCTGGACTAGTACCTATAGGGCTAGCTACAGGTCTAGCAAGAGCCGTGGTC

p N mMmD UL I M D I P I DV Q I V L G T S

CCGCATGCTCGTCTCGGGTCTGATGAGCCTTGAAGAGGGTGCAACGATCGCGCTTGACCG

GGCGTACGAGCAGAGCCCAGACTACTCGGAACTTCTCCCACGTTGCTAGCGCGAACTGGC

R M L VsS G L M S L E E G A T I A L D R

CAAGATCGGTGAACCGGTCGAGATCATGGTGAATGGCCGCCGTATTGCGCGCGGTGAAAT

GTTCTAGCCACTTGGCCAGCTCTAGTACCACTTACCGGCGGCATAACGCGCGCCACTTTA

K I G E P V EI M VN GIRIRTIAIRGEI

AACGGTACTTGAAGACGACGATACGCGCTTCGGCGTAAAATTGATTGAAGTAATGAGTAC

TTGCCATGAACTTCTGCTGCTATGCGCGAAGCCGCATTTTAACTAACTTCATTACTCATG

T v L E D DD TR F GV KL I E V M S T

GAGAAAAGCCTGATCCCTGTGGGGACGGAGAGGAAAGACCATGATGGACTTCGAGGATTT

CTCTTTTCGGACTAGGGACACCCCTGCCTCTCCTTTCTGGTACTACCTGAAGCTCCTAAA

R K A ~* fliG M M D F E D F

CGGTAACCCGCTGGCAGGGAAGCCGTTGTCTCAGGCCGACAAGGCGGCCGCGGTGCTTCT

GCCATTGGGCGACCGTCCCTTCGGCAACAGAGTCCGGCTGTTCCGCCGGCGCCACGAAGA

G N P L A G K P L S Q A DK A A A V L L

TGCCATGGGCAAGGGCGTCGCCGGCAAGCTGCTGAAATTTTTCACGCAGCACGAATTGCA

ACGGTACCCGTTCCCGCAGCGGCCGTTCGACGACTTTAAAAAGTGCGTCGTGCTTAACGT

A M G K GV A G KL L K F F T Q H E L Q

GATGATCATTTCCTCGGCCCAGACGCTGCGTGTCATTCCCCCTGACGAACTCGCCCAGAT

CTACTAGTAAAGGAGCCGGGTCTGCGACGCACAGTAAGGGGGACTGCTTGAGCGGGTCTA

M I I S s A Q T L R Vv I P P D E L A Q I

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



Anhang

108

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

CGTGGCGGAGTTCGAAGACCTGTTCACGGAAGGAACGGGTCTGATGGACAATGCCAAGGC

GCACCGCCTCAAGCTTCTGGACAAGTGCCTTCCTTGCCCAGACTACCTGTTACGGTTCCG

v A E F E DL F T E G T G L M D N A K A

GATCGAAAGCATTCTCGAAGAGGGCCTGACACCGGAGGAGGTGGACAGCCTTCTCGGCCG

CTAGCTTTCGTAAGAGCTTCTCCCGGACTGTGGCCTCCTCCACCTGTCGGAAGAGCCGGC

I E s I L E E G L T P E E V D S L L G R

TCGTGCAGCCTTCCAGGCCTATGAAGCGTCGATCTGGGATCGCCTGCAGGAAGCGGAGCC

AGCACGTCGGAAGGTCCGGATACTTCGCAGCTAGACCCTAGCGGACGTCCTTCGCCTCGG

R A A F Q A Y EA S I WD RUL Q E A E P

GGAATTCGTCGGCAAATTCCTGCTGCGCGAGCATCCCCAGACCATCGCGTATATCCTCTC

CCTTAAGCAGCCGTTTAAGGACGACGCGCTCGTAGGGGTCTGGTAGCGCATATAGGAGAG

E F V G K F L L R EH P Q T I A Y I L S

CATGCTGCCCTCGTCCTTCGGTGCCAAGGTCCTTCTGACCATTCCCGAAGAGCAGCGCGC

GTACGACGGGAGCAGGAAGCCACGGTTCCAGGAAGACTGGTAAGGGCTTCTCGTCGCGCG

M L P S 8 F G A K VL L T I P E E Q R A

CGATATCATGAACCGCACGGTGAACATGAAGGAAGTCAGCCCCACGGCTGCGCAGATCAT

GCTATAGTACTTGGCGTGCCACTTGTACTTCCTTCAGTCGGGGTGCCGACGCGTCTAGTA

p I Mm N R T V NM K E V s P T A A Q I I

CGAGAAGCGTGTGGTCAACCTCATCAACGAGATCGAAGCAGAGCGCAATGCGGGCGGCTC

GCTCTTCGCACACCAGTTGGAGTAGTTGCTCTAGCTTCGTCTCGCGTTACGCCCGCCGAG

E K R V vV N L I N E I E A E R N A G G S

CACGAAGGTTGCCGACCTGATGAACGAAATGGAAAAGCCGCAGGTCGATACGCTGCTCAG

GTGCTTCCAACGGCTGGACTACTTGCTTTACCTTTTCGGCGTCCAGCTATGCGACGAGTC

T K v A DL MNEME K P Q V D T L L S

CTCGCTCGAAACGCTCAGCAAGGAAGCTGCCAACAAGGTCAAGCCGAAGATCTTCCTCTT

GAGCGAGCTTTGCGAGTCGTTCCTTCGACGGTTGTTCCAGTTCGGCTTCTAGAAGGAGAA

s L E T L S K E A A N K V K P K I F L F

CGACGATCTCATGTTCATGCCGCAGCGCAGCCGCGTCCTGTTGCTCAACGATGTCTCGGC

GCTGCTAGAGTACAAGTACGGCGTCGCGTCGGCGCAGGACAACGAGTTGCTACAGAGCCG

b p L. M FM P QR S R VL L L N DV S A

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



Anhang

109

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

GGACGTTCTCACCATGGCGCTGCGTGGCGCAACCATGGAAATCAAGGAATGTGTGCTGTC

CCTGCAAGAGTGGTACCGCGACGCACCGCGTTGGTACCTTTAGTTCCTTACACACGACAG

bp v. TMAULIRGATME I K E C V L S

CAGCATCAGTCCGCGCCAGCGCCGCATGATCGAATCGGACCTCGCCGTGCCGCAGGCTTC
GTCGTAGTCAGGCGCGGTCGCGGCGTACTAGCTTAGCCTGGAGCGGCACGGCGTCCGAAG

s I S P R Q R R M I E S D L A V P Q A S

TATCAACACCCGCGAAGTGGCGATTGCACGCCGCGCCGTGGCGCAGGAAGCGATCCGGCT

ATAGTTGTGGGCGCTTCACCGCTAACGTGCGGCGCGGCACCGCGTCCTTCGCTAGGCCGA

I N T R E V A I A R R A YV A Q E A I R L

GGCCAATTCCGGTCAGATTCAGCTGAAGGAAGCCTCCACAGAGGAACAATCCGCAGCAGC

CCGGTTAAGGCCAGTCTAAGTCGACTTCCTTCGGAGGTGTCTCCTTGTTAGGCGTCGTCG

AN S G Q I 9 L K E A S T E E Q S A A A

CTGAGCGGAAGCCGGTTGATAACCCGCCTTACAGGTAATGCCGGCCATTGCGATGGCTGG

GACTCGCCTTCGGCCAACTATTGGGCGGAATGTCCATTACGGCCGGTAACGCTACCGACC

TCTCGGGCGCTAGTTTCGGAATGACTGCCTGCCGCGATCGGCGGGCCTTTTTTTATCCCG

AGAGCCCGCGATCAAAGCCTTACTGACGGACGGCGCTAGCCGCCCGGAAAAAAATAGGGC

f1hB M P R S A G L F L S R

GGAACGTGCCTTGGCAGACGATCAGGACAAGGACAGTAAAACAGAAGACCCAACGGAGAA

CCTTGCACGGAACCGTCTGCTAGTCCTGTTCCTGTCATTTTGTCTTCTGGGTTGCCTCTT

E R A L A DD QD K D S K T E D P T E K

AAAACTCCGTGATGCGGCGGAAAAGGGCAATCTTCCCTTTTCCCGCGAGGTGCCGATCTT

TTTTGAGGCACTACGCCGCCTTTTCCCGTTAGAAGGGAAAAGGGCGCTCCACGGCTAGAA

K L R DA AE K GDNIL P F S R E V P I F

TGCTTCGTCACTCGCCTTTTACTGCTATCTGGTTTTCTTTTTGCCCGACGGCGCCGGTCG

ACGAAGCAGTGAGCGGAAAATGACGATAGACCAAAAGAAAAACGGGCTGCCGCGGCCAGC

A S S L A F Y C YL V F F L P D G A G R

CCTCGGCGTAACGCTGAAGGACCTGTTCGGCCAGCCCGAACAATGGAACCTCAGCACCAG

GGAGCCGCATTGCGACTTCCTGGACAAGCCGGTCGGGCTTGTTACCTTGGAGTCGTGGTC

L G vT L KDL F G Q P E Q W N L S T R

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



Anhang

110

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

GCCGGATGCCCTGTCGCTGCTTTATTTCCTCGGCACGTCCATGGCCTATCTGCTCATGCC

CGGCCTACGGGACAGCGACGAAATAAAGGAGCCGTGCAGGTACCGGATAGACGAGTACGG

P D A L S L L Y F L G T S M A Y L L M P

GGCCATGATCATGTTCATCGTCTTCGGCCTTGCCTCCTCGTTTTTCCAGAACCTGCCGTC
CCGGTACTAGTACAAGTAGCAGAAGCCGGAACGGAGGAGCAAAAAGGTCTTGGACGGCAG

A M I M F I VF G L A S S F F Q N L P S

GCCCGTGCTTGAGAGGGTGCGTCCGCAATGGTCGCGCATCTCGCCCGCAAAGGGGTTCGG

CGGGCACGAACTCTCCCACGCAGGCGTTACCAGCGCGTAGAGCGGGCGTTTCCCCAAGCC

pP Vv L E R V R P Q W S R I S P A K G F G

CCGCATCTACAGCAAGCAGGGATTTGTGGAATTCGGCAAATCGCTGTTCAAGATCTTGAT

GGCGTAGATGTCGTTCGTCCCTAAACACCTTAAGCCGTTTAGCGACAAGTTCTAGAACTA

R I ¥ s K Q G F V EF G K S L F K I L I

CGTTTCGATCATCATGTTCCTGTCTCTGCGCGGCGATTTCTACAGTCTCATCGACCTGAT

GCAAAGCTAGTAGTACAAGGACAGAGACGCGCCGCTAAAGATGTCAGAGTAGCTGGACTA

v s I I M F L 8 L R G D F Y s L I D L M

GTTCTCCGACCCGCAGGTCATTTTCGTCAGGGTTGTCGAGCTCACCAAAAAGATGATGGT

CAAGAGGCTGGGCGTCCAGTAAAAGCAGTCCCAACAGCTCGAGTGGTTTTTCTACTACCA

F S D P Q VI F V RV V E L T K KMMYV

CGTGATTCTCTTTTCGACCGCGCTGCTTGCCGCCGTCGACCTTTTGTGGACGCGCCACCA

GCACTAAGAGAAAAGCTGGCGCGACGAACGGCGGCAGCTGGAAAACACCTGCGCGGTGGT

v 1 L F S T A L L A A V D L L W T R H H

CTGGTTCAGCCAGCTGAAAATGACGAAGCATGAGGTGAAGGAAGAGTACAAGCAATCGCA

GACCAAGTCGGTCGACTTTTACTGCTTCGTACTCCACTTCCTTCTCATGTTCGTTAGCGT

W F S Q L K M T K H E V K E E Y K Q S Q

GGGCGACCCAGTGGTCAAAGCCCGTCAGCGTTCGGTCGCCCGTGACCGCGCCCGCCGLCG

CCCGCTGGGTCACCAGTTTCGGGCAGTCGCAAGCCAGCGGGCACTGGCGCGGGCGGCGGL

G D P V V. XA R Q R S V A R DU RAUR R R

CATGATCGACAATGTGCCGCGCGCGACACTGGTGATTGCCAACCCGACACACTTTGCAGT

GTACTAGCTGTTACACGGCGCGCGCTGTGACCACTAACGGTTGGGCTGTGTGAAACGTCA

M I D NV P RATL V I A NP T H F A V

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



Anhang

111

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

GGCGTTGCGTTACGTTCGCGAAGAAGGCGACGCGCCTGTCGTCGTTGCCAAGGGTCAGGA

CCGCAACGCAATGCAAGCGCTTCTTCCGCTGCGCGGACAGCAGCAACGGTTCCCAGTCCT

A L R Y V R E E G D A P V V V A K G Q D

CCTTATCGCATTGAAAATCCGCGAGATTGCGGAGAAAAATAATATCCCCGTTTTTGAAGA

GGAATAGCGTAACTTTTAGGCGCTCTAACGCCTCTTTTTATTATAGGGGCAAAAACTTCT

L I A L K I R E I A E K N N I P V F E D

TCCGCCGCTCGCACGCTCCATGTTTGCGCAAGTCTCGATCGATAGTGTGATTCCACCAGC

AGGCGGCGAGCGTGCGAGGTACAAACGCGTTCAGAGCTAGCTATCACACTAAGGTGGTCG

P P L AR SMVFAQ VS I D s VvV I P P A

TTTTTACAAGGCTGTAGCTGAGCTCGTTCATCGGGTTTACGCCATGAAGTCATCGAAAAT

AAAAATGTTCCGACATCGACTCGAGCAAGTAGCCCAAATGCGGTACTTCAGTAGCTTTTA

F Y K AV A E L V HR VY A M K S S K I

ACGGGTTCAATAAAACCAATGAAAAAATCCGCCTATTCTGAAAAGCGGGAAATGATCGTC

TGCCCAAGTTATTTTGGTTACTTTTTTAGGCGGATAAGACTTTTCGCCCTTTACTAGCAG

orfY M K K S A Y S E K R E M I V
R VvV Q =

GCAGAGGCGATCAACCCGATCGCCACCGAACTGCGCCTGCTCGATCCGGCCGACCTGATT

CGTCTCCGCTAGTTGGGCTAGCGGTGGCTTGACGCGGACGAGCTAGGCCGGCTGGACTAA

A E A I N P I A T E L R L L D P A D L I

TCATTGCTCAGATTCGAGTGCTACGGCAGCATTGCCGACCTCGTCTCGTCGGCCGCGGAG

AGTAACGAGTCTAAGCTCACGATGCCGTCGTAACGGCTGGAGCAGAGCAGCCGGCGCCTC

s L. L. R F E CY G S I A DL V S S A A E

CTTTATTATCATCCGGGCACGATCAATTTCGGTGCCGGTGGCGAATACAGGCTCGAATGG

GAAATAATAGTAGGCCCGTGCTAGTTAAAGCCACGGCCACCGCTTATGTCCGAGCTTACC

LYy Y H P G T I N F G A G G E Y R L E W

GAAGGGGCGCCGGAGATCGTCCTCGATCTCGAACTGAAACCGCACGGCGCGACGGTTTAT

CTTCCCCGCGGCCTCTAGCAGGAGCTAGAGCTTGACTTTGGCGTGCCGCGCTGCCAAATA

E G A P E I VL DL EL K P HGA A T V Y

GCGCAATTGATTCTGGCCAACGAGCACGCTGCGGTCGAGATCAATCATGTTTCGTTTCAG

CGCGTTAACTAAGACCGGTTGCTCGTGCGACGCCAGCTCTAGTTAGTACAAAGCAAAGTC

A Q L I L A N E H A A YV E I N H V S F Q

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



Anhang

112

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

AACCCTTCGGAAAATCCGGACGAGAACACCGAATTTCTCCGTCAGAGCCTGACGGCTGCC

TTGGGAAGCCTTTTAGGCCTGCTCTTGTGGCTTAAAGAGGCAGTCTCGGACTGCCGACGG

N P S E N P D E N T E F L R Q S L T A A

CGATTCGTGTCGGCCCGCCAGGGCGAAGCGGCCTGAGCCAGTCCAGCGGACATTTTCGTA
GCTAAGCACAGCCGGGCGGTCCCGCTTCGCCGGACTCGGTCAGGTCGCCTGTAAAAGCAT

R F v s A R Q G E A A *

TATTATCCATTGCGCCTTCCGAATTCGCGGGCGCGATGGCTTCATTCGGGCGTTTTTTCA

ATAATAGGTAACGCGGAAGGCTTAAGCGCCCGCGCTACCGAAGTAAGCCCGCAAAAAAGT

CCCGACCTTGCCTGAAGCGTGTCGGTTTATGCAAAACCGGTGTGAAAGGCAAGGAACGCC

GGGCTGGAACGGACTTCGCACAGCCAAATACGTTTTGGCCACACTTTCCGTTCCTTGCGG

TTGCAAATCAGCGTTGTTGTTTGGTACCTATCGAATTAACGATTTGTTAACGAACGGCAG

AACGTTTAGTCGCAACAACAAACCATGGATAGCTTAATTGCTAAACAATTGCTTGCCGTC

GTCGCGGTGGCTCTTTTTACCATCGCTGATGCGCATGATGCCTCTGCTCGTTTTCGGCGC

CAGCGCCACCGAGAAAAATGGTAGCGACTACGCGTACTACGGAGACGAGCAAAAGCCGCG

AGCGCCGGATTTTTCCCGACAGTACCAATTGGGTGGACCCAATGACCAGCATTTTGACCA

TCGCGGCCTAAAAAGGGCTGTCATGGTTAACCCACCTGGGTTACTGGTCGTAAAACTGGT

flaD M T s I L T N

ATGCGGCGGCGATGGCCGCGCTGCAAACCTTGCGCATGATCGACAAGAATCTCGAGACGA

TACGCCGCCGCTACCGGCGCGACGTTTGGAACGCGTACTAGCTGTTCTTAGAGCTCTGCT

A A A MAALOQTLRMTIDIKNTLE T T

CGCAGGCGCGTGTGTCGTCCGGCTACCGTGTCGAAACGGCGGCGGACAATGCCGCCTACT

GCGTCCGCGCACACAGCAGGCCGATGGCACAGCTTTGCCGCCGCCTGTTACGGCGGATGA

Q A RV S S G ¥Y R V E T A ADNAAY W

GGTCTATCTCCACAACCATGCGCTCCGACAATGCAGCGCTCTCGGCCGTGCAGGATGCAT

CCAGATAGAGGTGTTGGTACGCGAGGCTGTTACGTCGCGAGAGCCGGCACGTCCTACGTA

s I s T T M R S D N A A L S A V Q D A L

TGGGACTGGGCGCCGCCAAGGTTGATACGGCCTATGACGCTCTTGCGAACTCGATCGAGG

ACCCTGACCCGCGGCGGTTCCAACTATGCCGGATACTGCGAGAACGCTTGAGCTAGCTCC

G L G A A K VD TA AYDA AILA ANS I E V

TCGTCAAGAAAATCAAGGAAAAGCTT

AGCAGTTCTTTTAGTTCCTTTTCGAA

v K K I K E K L -

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180



Anhang 113

A3. Vergleiche der abgeleiteten Sequenzen von MotA, MotB, MotC,
FliM, FliN und FliG von S.meliloti und R.lupini H13-3

MotA

S.meliloti 1 MNIIIGLLVTFGCILGGYMAMGGHLEVLNQPFELMIIGGAGIGGFIMANS 50
Bolwpini 1 IV R T VL VOAL L T AL ANE 50
S.meliloti 51 MKVVKDTGKALGEAFRHKVPKEREYLDTLGVLYSLMRDLRTKSRNEIESH 100
Bolwpini 51 WEVVIUACKCIAFKUEVERR DV A S RS R 100

S.meliloti 101 IDNPEESSIFQSAPTVLONKELTAFICDYVRLIIIGNARSYEIEALMDEE 150

R.lupini 101 IDNPEESSIFQSAPSVLKNKELTSFICDYVRLIIIGNARSHEIEALMDEE 150

S.meliloti 151 IQTITHDKMKCYHAMTTMGDALPAIGIVAAVLGVIKAMGAISEAPEVLGA 200

R.lupini 151 IETILHDKLKPYHAITTMGDSFPAIGIVAAVLGVIKAMGKINESPEVLGG 200

S.meliloti 201 KIAAALVGTLLGVFLSYSIVGPLVANIKSVREKQNRLYVIVKQTLLAYMN 250

R.lupini 201 LIGAALVGTMLGIILSYSICNPLASQVKIVRTKQHRLYIIVKQTLIAYMN 250

S.meliloti 251 GSVPQVALEYGRKTISAYERPSIDAVEQEMMNPGGGSESKAA 292

R.lupini 251 GSVPQVALEYGRKTISNYERPSIDAVEQEMMNPGG. .ENKAA 290

MotB

S.meliloti 1 .MNDESNHNGKNEIIIVRRSADSHDGHHGGGWKIAYADFMTAMMAFFLVM 49
Lol TIEEITTT: RN RARRARRRRRRE

R.lupini 1 MSEGENHHHGKNEIIIVKRHKGGHDGAHGGAWKIAYADFMTAMMAFFLVM 50

S.meliloti 50 WLINAANEETKAATIAAYFNPVQLTDQKPAEKGLKDPAKDAQGEQTQQRSK 99

R.lupini 51 WLVNAANEETKASVASYFNPIKLSDEKPSSKGLEKPVDKEEGVEKKDQSN 100

S.meliloti 100 VDGEQTKSGGSAKTGDQLTATSGEETKYSDADFFENPYSVLSEIAREVGH 149

R.lupini 101 IKAEKVTQGSAAATGEDLTSQTGEQSNFSEADFFENPYSVLAEIAQQVGQ 150
S.meliloti 150 EAﬁISVKGDGGAAQSGPSTGAAéGEAYRDPFDéDFWTKQVEVkDAG.... 195
Rlupini 151 GANVEAKGEGSAADSCPATCASGOEAVRDPFDIDFIOQVKITRADGQON 200
S.meliloti 196 ..:..NTAESEVASAA..NSARﬁAASAPEVPDkAEGAK....AADAPE.. 232
R.lupini 201 PVEQQQéiéﬁkQQDPAKD$EAVA£K£éQéPVéGABHGLAMEI££VVL5QR 250
S.meliloti 233 ..:.NQAPAENPQ.........:..KEAEALKAEIEKELGGEAGRLLEGL 266
R.lupini 251 PGAAEéiALTQLéPEQQQQGTAAQKﬁéAREiéEéié%&iSéIééQLAééi 300

S.meliloti 267 AVTPAEGGLLVTISEQTDAPMFAVGSAVPQKELVLAMEKIGRLLAERPGA 316

R.lupini 301 VVTPAEGGLLLTISDQTETPMFNVGSAVPRGEMVLAMEKIGKLLQERGGS 350

S.meliloti 317 VAVRGHTDGRPFKDGTYDNWRLSAARAQSAYYMLVRGGLEEERVKQISGF 366

R.lupini 351 VVIRGHTDGRQFKGEANDNWRLSMDRAHSAYYMLVRGGLSEERVKQVSGF 400

S.meliloti 367 ADRRLQVPNDAYAPANRRIEILLQSGQG 394

R.lupini 401 ADRRLQVPADPLANANRRIEILLEADRG 428
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MotC

S.meliloti 1 ....MLKRLCTLLAASALAAPLALGLARANGTEELTPYKMIRSLQYVQDS 46
- | N N R AR

R.lupini 1 MSVTKSSKRWVFLAATLCGLGAEPAKVFAQSQDNLMPYAMLRSLQFVQDS 50

S.meliloti 47 VVLGDHSAIEMQRFMLGAIDERLRAADPSAFRDPRNVDAALVYVMSGGNP 96

R.lupini 51 VTMGDHSATEMQRFLLQTIDERLKSAPSAIFKDPRNVDAALVYAMSGGNP 100

S.meliloti 97 ATLDLLADRDIEGNFDSRVTDALRQYLNGKGPLIVENLTKAAPEYKNSRI 146

R.lupini 101 ATLELLVARDVDGNFDSRVADILRKYLSGKGTLVAQSIAAMVPEYRGTRI 150

S.meliloti 147 GPYLFLILGNAMSQQDPIEAMKHYDWARLTAPGTIIEEAALRRSVSLAAG 196

R.lupini 151 GAYLALIGGNVTIPRDPVAALGFYDIARLEAPGTIVEEAALRRSLAIAVE 200

S.meliloti 197 AGLPEKGFRYALNYARRYLTSPYASQFADVFVELAVAHFDEAADGRVSEI 246

R.lupini 201 DGDAGRGVEYAQRYARRFLHSPYASQFADLLVSLVVKRVDSIGHDTIEET 250

S.meliloti 247 LSFMDSARQREVYLRVARRAAIAGNQALARLASRRAEELAGDDSSRSQVL 296

R.lupini 251 FAMMDAERQKEAYLRLSRLAAISGKDSLARMAALKAKALSPDMPDQPQVQ 300

S.meliloti 297 ASFYEGLAAVPSADVFSAAEALEAIPDEKLSPRDRALREAAKAVADAVVR 346

R.lupini 301 ANLYESLSNIGTPDVVSAIETIGQIPEAQLSDRDRALRDAARAIADQVVR 350

S.meliloti 347 PPFGESPAQAPAPIAERPAGEQSELAAEESGSGMSPFGQPVEASPGRPSE 396

R.lupini 351 PP...SP......... QPGADPGVTAGQGAGSG.APANE. . AASAETKGI 385

S.meliloti 397 MTAEADAAASDDPALDGFLASGRSKIDEIDALLKR.EGQ. 434

R.lupini 386 WRVENHKAEDEGENVRQLVTSGRSKLDEIDSLLKKGEGAP 425

FliM

S.meliloti 1 . .MSTSTASNVHAFDRRLIARMTGALGDDKVIGRTALELAQVFDELLPGV 48
R.lupini 1 MTMAKAAQQRAPVIDTSLLAKLTGGLSDRKTIAKVGSDIGHLYSEFLPDI 50

S.meliloti 49 LQSETGCDVTIAYAGFRTGLRNDLIAALGDGVLLGDFSLRNWCADFQVGC 98

R.lupini 51 FHSETGIAIDVEYIGSESGLMTDLIANIGGNFSVADCSLRNWCPNFMMAV 100

S.meliloti 99 DSPVLIALVEALLGAEPTSIEEPAPRSLSKIEIDVALPVFHGIAEVLRTA 148

R.lupini 101 GNGFVIALMERMLGAAADTIGEPDERSLSHIELDLAAMVLGRIGGVLRSG 150

S.meliloti 149 VNAPGGFEPVVGRPYNSAERAKPDPVLEDVFAASIDMTIGLGPVLSTFSV 198

R.lupini 151 VNAPGGFEATIDLPFTANGKSAFEEMIAGLYGVTVRMKIAIGKVSSEFAL 200

S.meliloti 199 IVPQSTLLKTRIVSRKGAGEDRNAKTEWTEQLEEQVRRSAVALEARIRLE 248

R.lupini 201 IVPQRPLLKTSIAAPKASAQALKKQAEWVDLISEQVKRSQVTLEARIKLE 250

S.meliloti 249 SLTLDTLSRLQAGDVIPFHD..GQDVRVEVSANGRDLYVCEFGRSGSRYT 296

R.lupini 251 TLTLRTISRLVAGDVIPFQDLKQDDIGVEVSANGSKLYNCEFGKSGDRYM 300

S.meliloti 297 VRVKDTHGSEQDILRHIMS 315

R.lupini 301 VRVKNNVSTDDEILRHLMG 319
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FliN

S.meliloti 1 MAPKKAAPTAEPAVFAA...DAELDQATDDLRGVLKKDGEADFGADFAAA 47
I : LEEEEE P || .

R.lupini 1 MATKK.TPVTDDMALPSLEDGGELDQAIGDLRGVLKTDAEGSL .SDFG. . 46

S.meliloti 48 GPLEQPMDFGSDFGSADGAGFGGDFAAGFGGGLTETGAAGGFDAGSG.FA 96

R.lupini 47 ..., DFG.DFGSVDDASADSDLSA. . . . . oo v i v v vt FDGGAGDFA 74

S.meliloti 97 GGDFDAAP.IAGETAP.GSGMTANMDLIMDIPIDVQIVLGTSRMQVSGLM 144

R.lupini 75 MNDFAATPQVAGIKAPLGSGLSDNMDLIMDIPIDVQIVLGTSRMLVSGLM 124

S.meliloti 145 ALTEGATIALDRKIGEPVEIMVNGRVIGRGEITVLEGDVTRFGVKLLEIK 194

R.lupini 125 SLEEGATIALDRKIGEPVEIMVNGRRIARGEITVLEDDDTRFGVKLIEVM 174

S.meliloti 195 GSKK. 198
: |

R.lupini 175 STRKA 179

FlIiG

S.meliloti 1 MTDFGSFEAQAQALA.QPLSQTEKAAAVLLAMGKSIAGKLLKFFTQSELQ 49
i LU TR = P 1T

R.lupini 1 MMDFEDF. . .GNPLAGKPLSQADKARAVLLAMGKGVAGKLLKFFTQHELQ 47

S.meliloti 50 AIIAAAQSLRAVPPHELEALVNEFEDLFTEGAGLMDNAKAMESILEEGLT 99

R.lupini 48 MIISSAQTLRVIPPDELAQIVAEFEDLFTEGTGLMDNAKAIESILEEGLT 97

S.meliloti 100 PDEVDGLLGRRATFQSYEASIWDRLMDCDPVIIAQLLAREHPQTIAYVLS 149

R.lupini 98 PEEVDSLLGRRAAFQAYEASIWDRLQEAEPEFVGKFLLREHPQTIAYILS 147

S.meliloti 150 MMPSSFGAKVLLQLSDKQRPEILNRAVNIKNVNPKAAAITIEARVIEIIEE 199

R.lupini 148 MLPSSFGAKVLLTIPEEQRADIMNRTVNMKEVSPTAAQITEKRVVNLINE 197

S.meliloti 200 MEADRNSPGPAKIAEVMNELEKPQVDTLLASLETISTDSVKKVRPKIFLF 249

R.lupini 198 IEAERNAGGSTKVADLMNEMEKPQVDTLLSSLETLSKEAANKVKPKIFLE 247

S.meliloti 250 DDILFMPQRSRVQLFNDVSTDVITMALRGSAAELRESILASIGARQRRMI 299

R.lupini 248 DDLMFMPQRSRVLLLNDVSADVLTMALRGATMEIKECVLSSISPRQRRMI 297

S.meliloti 300 ESDLAAGDAGINPRDIAIARRSITQEAIRLSASGQLELKEKEPEAA.... 345

R.lupini 298 ESDLAVPQASINTREVAIARRAVAQEAIRLANSGQIQLKEASTEEQSAAA 347
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