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Zusammenfassung

TALEs aus Xanthomonas sind bakterielle Proteine, die im pflanzlichen Zellkern als
Transkriptionsaktivatoren wirken. Die spezifische Bindung an Ziel-DNA-Sequenzen
wird durch die RVD-Abfolge in der hochkonservierten zentralen repeat-Doméne
vermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die DNA-Spezifititen von RVDs bestimmt
die auch im R. solanacearum TALE-Homolog Brgll vorkommen. Dies ermdoglichte
erstmals die Vorhersage einer Ziel-DNA-Sequenz fiir Brgl1. Zusétzlich wurden RVDs
in stark und schwach eingeteilt, eine Eigenschaft die vorher unbekannt war und die die
Gesamtaktivitit von TALEs mafgeblich beeinflusst. TALE-abhingig aktivierte Gene,
welche die Virulenz des Pathogens fordern, werden als Suszeptibilititsgene bezeichnet.
Besonders in der Xoo-Reis Interaktion ist bekannt, dass die TALE-abhédngige
Aktivierung von drei funktional redundanten OsSWEETs in Reis unerldsslich filir die
Xoo-Virulenz ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei weitere nah verwandte
OsSWEET:s identifiziert, die ebenfalls die Virulenz von Xoo fordern. Interessanterweise
bilden diese insgesamt fiinf OsSWEETs eine funktional distinkte Gruppe, die
Saccharose-Transporter kodiert. Die TALE-abhingige Aktivierung dieser Saccharose-
Transporter ermdglicht vermutlich die Erndhrung des Pathogens und fordert damit die
Virulenz von Xoo. Eine Resistenz gegen die TALE-abhidngige Aktivierung von
Suszeptibilitidtsgenen kann bereits durch Einzel-Nukleotid Deletionen oder Insertionen
in der Bindestelle vermittelt werden. Diese verschieben den Leserahmen der Ziel-DNA-
Sequenz und resultieren in der Anhdufung von RVD-Nukleotid-Fehlpaarungen, die
letztendlich dazu fithren, dass der TALE nicht mehr bindet. Interessanterweise konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Insertion eines aberranten repeats der im
Vergleich zum 34-Aminosdure Standard-repeat Deletionen bzw. Insertionen in den
repeat-a-Helices aufweist, die starre ein-repeat-ein-Nukleotid Bindung des TALEs
durchbricht. Dies erlaubt die flexible Bindung des TALEs an optimale Sequenzen
ebenso wie an -1 frameshift Sequenzen, die in resistenten Allelen vorkommen.
Aberrante repeats konnten somit eine evolutiondre Anpassung an solche Resistenzen
darstellen. TALEs werden aufgrund ihrer modularen und programmierbaren repeat-
Region als biotechnologische Werkzeuge zur gezielten Regulation von Genen
verwendet. In dieser Arbeit konnte jedoch beobachtet werden, dass die Effizienz der
TALE-abhéngigen Zielgenaktivierung positionsabhdngig ist. Diese Daten deuten darauf
hin, dass TALEs vermutlich nicht wie klassische Enhancer-bindende Proteine wirken,

sondern nur in bestimmten Bereichen des Promotors positioniert werden konnen.
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Summary

Xanthomonas TALEs are bacterial proteins which act as transcriptional activators in the
nucleus of plant cells. The specific binding of TALEs to a consecutive DNA sequence is
mediated by the RVD sequence in the highly conserved central repeat region. In this
study the nucleotide specificities of certain rare RVDs were determined that are also
common in the R. solanacearum TALE homolog Brgl1. These new RVD specificities
were used to predict a potential Brgl1 target sequence for the first time. Additionally a
new feature of TALE RVDs was observed that has a major impact on TALE activity
and allows the classification of RVDs as strong and weak. TALE activated genes that
contribute to virulence are also called susceptibility genes. Especially in the Xoo-rice
interaction the TALE dependent activation of three functional redundant rice
OsSWEETs is known to be essential for the virulence of Xoo. In this study two
additional closely related OsSWEETs were identified that also support the virulence of
Xoo. Interestingly these five out of twenty rice OsSWEETs form a distinct functional
protein group whose special feature might be the transport of sucrose. The TALE
dependent activation of these sucrose transporters probably facilitates the nutrition of
the pathogen, promotes multiplication and thus virulence of Xoo. One possible
mechanism to mediate resistance against the TALE dependent activation of
susceptibility genes is the insertion or deletion of a single nucleotide in the TALE target
sequence. This results in a frameshift in the TALE target sequence which increases the
RVD-nucleotide mismatches and thereby prevents TALE binding. This study showed
that the insertion of a so called aberrant repeat which contains a deletion or duplication
in one of the repeat-a-helices in comparison to a standard 34-amino acid repeat breaks
the strict one-to-one binding mode of TALEs to tolerate such frameshift sequences.
Thereby aberrant repeats allow the flexible binding of either an optimal target sequence
or an otherwise resistant -1 frameshift allele by looping the aberrant repeat out of the
repeat array. Hence aberrant repeats might resemble an evolutionary adaptation to such
resistances. The modular and programmable DNA-binding region of TALEs promotes
their use as biotechnology tool for the targeted regulation of genes. This study showed
that the efficiency of the TALE mediated gene activation is dependent on their position
in a promoter. Additionally TALEs influence the transcriptional start site. These
findings suggest that TALEs do not function comparable to classical enhancer binding

proteins and should therefore only be positioned in certain promoter regions.
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Einleitung

1. Einleitung

Seit der ersten Beschreibung von Bakterien in Teichwasser, Regenwasser und
menschlichem Speichel vor mehr als 300 Jahren durch Antoni van Leeuwenhoek ist
mittlerweile gewiss: Bakterien sind allgegenwirtig und besiedeln auch extremste
Lebensrdume (van Leeuwenhoek 1677). Beim Zusammenleben mit Pflanzen und Tieren
bieten bakterielle Symbionten dem Wirt viele Vorteile beispielsweise die Versorgung
von Pflanzen mit Stickstoff oder den effektiven Aufschluss der Nahrung im tierischen
Magen. Seit der Begriindung der Bakteriologie ist anhand humaner Infektions-
krankheiten jedoch deutlich geworden, dass nicht jede Interaktion mit Bakterien fiir den
Wirt von Vorteil ist. Bakterien, die einen Wirt befallen und ihn zum eigenen Vorteil
schddigen, losen Krankheitssymptome aus und werden als Pathogene bezeichnet.
Pathogene Bakterien befallen nicht nur Tiere, sondern auch Pflanzen. Eine der ersten
wissenschaftlichen Beschreibungen pflanzenpathogener Bakterien wurde von T. J.
Burrill 1878 anhand des Bakteriums Erwynia amylovora als Ausloser des Feuerbrandes
auf Kernobstgewichsen verdffentlicht (Burrill 1878, 1881). Seitdem wurden
verschiedenste bakterielle Pflanzenkrankheiten beschrieben, deren Schadbilder von
Flecken iiber Tumore, Gallen und Pusteln bis hin zur Fiaule und Welke von Blittern,
Stdimmen und Friichten reichen und im Falle einer Infektion von Kulturpflanzen meist
zu Ernteausfillen fiihren. Die Analyse pflanzenpathogener Bakterien und ihrer
Interaktion mit dem Wirt ist daher notwendig, um Infektionsmechanismen besser zu
verstehen und daraus Ansédtze zur Einddmmung von Infektionen abzuleiten oder

Resistenzen zu entwickeln.

1.1 Pflanzenpathogene Bakterien und ihr Leben mit dem Wirt
Pflanzenpathogene Bakterien befallen Wirtspflanzen und manipulieren sie zu ihren
eigenen Gunsten. Ziel dieser Manipulation ist es, einen moglichst geeigneten
Lebensraum zu schaffen, die Versorgung mit Néhrstoffen zu garantieren und damit die
Vermehrung und letztendlich die Verbreitung der Bakterien zu ermdglichen. Als
Anpassung an die Gefahr bakterieller Infektionen haben Pflanzen Abwehrmechanismen
entwickelt, die auf verschiedenste Art und Weise die Ausbreitung der Bakterien in der
Pflanze verhindern. Nicht jede Pflanze ist per se anfillig fiir eine Infektion mit
bestimmten Pflanzenpathogenen. Grund dafiir ist die Nicht-Wirts-Resistenz, welche die
Resistenz einer Pflanzenspezies gegeniiber allen Isolaten einer Pathogenart beschreibt
(Heath 2000). Sie wird durch priaformierte Hindernisse (z.B. Zellwand, Kutikula oder
1



Einleitung

antimikrobielle Substanzen) sowie durch die aktive Einleitung von Abwehrreaktionen
vermittelt (Heath 2000; Hiickelhoven 2007; Senthil-Kumar & Mysore 2013). Sind
Pathogene in der Lage die Nicht-Wirts-Resistenz zu liberwinden, wird die besiedelte
Pflanze zu einem Wirt und somit suszeptibel. Pflanzen haben spezielle Mechanismen
entwickelt, um Pathogene zu erkennen und Abwehrreaktionen einzuleiten, die eine
weitere Besiedlung verhindern. Die Erkennung von Nicht-Wirts- und Wirtspathogenen
verlduft dhnlich, allerdings konnen sich die aktivierten Abwehrsignalwege und die
Intensitdt der Abwehrreaktionen unterscheiden (Senthil-Kumar & Mysore 2013). Die
Erkennung von Pflanzenpathogenen und die nachfolgende FEinleitung von
Abwehrmechanismen erfolgt nicht {iber spezialisierte Immunzellen wie im tierischen
Immunsystem, sondern an jeder einzelnen Pflanzenzelle iiber zwei mdgliche
Mechanismen, die PTI und die ETI (Niirnberger, et al., 2004; Jones & Dangl 2006). In
der PTI (PAMP triggered immunity) werden bestimmte bakterielle Strukturen,
sogenannte ~ PAMPs  (pathogen  associated  molecular  patterns),  durch
Oberflachenrezeptoren, die PRRs (pattern recognition receptors), erkannt (Niirnberger,
et al., 2004). PAMPs sind meist hochkonservierte bakterielle Komponenten, die
essentiell fiir das Pathogen sind, wie z.B. Bestandteile des Flagellums (Niirnberger, et
al., 2004). PRRs sind héufig Rezeptor-dhnliche Kinasen mit einer extrazelluldren LRR-
(leucine rich repeat), einer Transmembran- und einer intrazelluldren Kinase-Doméne,
die nach Erkennung der PAMPs Signalkaskaden zur Einleitung von
Abwehrmechanismen aktiviert (Niirnberger, et al, 2004; Senthil-Kumar & Mysore
2013). Die Abwehrreaktionen die nach Erkennung von Pathogenen im Rahmen der PTI
ausgelost werden, resultieren beispielsweise in der Verdickung der Zellwand durch
Callose-Einlagerung oder im Schluss der Spaltoffnungen, wodurch das weitere
Eindringen der Pathogene verhindert wird (Jones & Dangl 2006; Boller & He 2009;
Dodds & Rathjen 2010; Senthil-Kumar & Mysore 2013). Pathogene, die an die
Besiedlung einer Wirtspflanze angepasst sind, konnen die PTI {iberwinden, indem sie
bakterielle Virulenzfaktoren in die Wirtszelle einschleusen. Gram-negative Bakterien
besitzen dafiir das sogenannte Typ-III-Sekretionssystem (Biittner & Bonas 2002).
Dieses ist in der Lage bakterielle Typ-III-Effektorproteine direkt in das Cytosol der
pflanzlichen Zelle zu translozieren (Biittner & Bonas 2002). Typ-III-Effektorproteine
greifen in diverse zelluldre Abldufe ein und unterdriicken unter anderem die PTI
(Alfano & Collmer 2004). Die Pflanze wird damit erneut suszeptibel und kann weiter

durch Bakterien besiedelt werden. Pflanzen besitzen jedoch einen zweiten
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Erkennungsmechanismus, die sogenannte ETI (effector triggered immunity; Jones &
Dangl 2006). Die ETI basiert auf der Erkennung der bakteriellen Typ-III-
Effektorproteine die auch Avirulenz-Proteine (Avr-Proteine) genannt werden, durch
pflanzliche Resistenz-Gene (R-Gene) und deren Genprodukte (R-Proteine), anhand der
Effektorstruktur oder durch die Bewachung eines Effektor-Interaktionspartners (Guard
Hypothese; Van der Biezen & Jones 1998; Jones & Dangl 2006; Block, ef al., 2008).
Die Abwehrreaktionen, die nach Erkennung von Pathogenen im Rahmen der ETI
ausgelost werden, resultieren in einem lokalen, auf die Infektionsstelle begrenzten
Zelltod der sogenannten hypersensitiven Reaktion (HR), der die weitere Ausbreitung
der Pathogene verhindert (Jones & Dangl 2006; Boller & He 2009; Dodds & Rathjen
2010; Senthil-Kumar & Mysore 2013). Im stdndigen Wettriisten mit der Wirtspflanze
konnen sich Bakterien anpassen und Typ-III-Effektoren verdndern oder verlieren, um so
der Erkennung durch R-Proteine zu entgehen oder andere Typ-IlI-Effektoren
entwickeln, um Mechanismen der ETI zu blockieren und so die Pflanze erneut zu
besiedeln. Diese gegenseitige Anpassung zwischen Pflanze und Pathogen wird auch als
Zick-Zack-Modell beschrieben (Jones & Dangl 2006).

Typ-1lI-Effektoren sind wichtige Virulenzfaktoren, die zu Gunsten des Pathogens
wirken. Demzufolge ist die Charakterisierung von Typ-III-Effektoren wichtig, um deren
Wirkungsweise in der Pflanze besser zu verstehen und daraus Mdglichkeiten fiir
Resistenzen abzuleiten. Zu den Modellorganismen, in denen die Funktion von Typ-III-
Effektoren untersucht wird, gehoéren beispielsweise diverse Xanthomonas-Arten.
Vertreter der Gattung Xanthomonas sind Gram-negative, stdbchenformige vy-
Proteobakterien, deren Hiille aus dem Exopolysaccharid Xanthan besteht (Swings, et
al., 1993; Becker, et al, 1998). Verschiedene Xanthomonas-Arten wurden von
internationalen Wissenschaftlern in die ToplO der pflanzenpathogenen Bakterien
gewidhlt, da sie wichtige Kulturpflanzen wie Baumwolle, Zitruspflanzen, Maniok, Reis
und andere Getreidearten befallen (Mansfield, er al, 2012). Aufgrund ihres breiten
Wirtsspektrums werden sie in Pathovare (pv.) eingeteilt. Beispiele hierflir sind die
reispathogenen Arten Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), der Ausloser der
WeiBblattrigkeit und Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) der Ausloser der
bakteriellen Streifenkrankheit (Nino-Liu, et al., 2006). Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Xac)-Stimme befallen Zitruspflanzen und losen dort den sogenannten Zitruskrebs

aus, wihrend Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Xcm) als Erreger der eckigen



Einleitung

Blattfleckenkrankheit von Baumwolle bekannt ist (Yang, et al, 1996; Brunings &
Gabriel 2003).

1.2 Die Familie der Transcription activator-like effectors (T ALEs)

Pflanzenpathogene der Gattung Xanthomonas kodieren ca. 20 bis 40 verschiedene Typ-
[II-Effektorproteine (http://www.xanthomonas.org/t3e.html). Eine Gruppe solcher Typ-
[II-Effektorproteine, deren Mitglieder pflanzliche Gene aktivieren, umfasst die
transcription  activator-like effectors (TALEs; Yang, et al, 2006). Diverse
Xanthomonas-Stimme, die an verschiedenste Wirtspflanzen angepasst sind, besitzen
TALE-Gene, wobei die Anzahl von 0 bis zu mehr als 20 verschiedener T7ALE-Gene pro
Stamm variiert (Scholze & Boch 2011; Schornack, et al, 2013). Der Archetyp der
TALE-Familie ist AvrBs3 aus Xanthomonas campestris pv. euvesicatoria (Xcv), der
aufgrund seiner Erkennung durch ein R-Gen in resistenten Paprikapflanzen isoliert
wurde (Bonas, ef al., 1989). Basierend auf dieser ersten Beschreibung wurden weitere
Mitglieder der TALE-Familie in verschiedenen Stammen z.B. Xcm, Xac und vor allem
Xoo identifiziert (Swarup, ef al., 1991; Yang, et al., 1996; Bai, et al., 2000; Yang, et al.,
2006; Antony, et al., 2010). Anhand dieser TALEs, zu denen AvrB6 (Xcm), PthA (Xac),
sowie AvrXa7 (Xoo) und PthXol (Xoo) zdhlen, konnte gezeigt werden, dass TALEs
entscheidend zur Virulenz des jeweiligen Stammes beitragen (Swarup, et al, 1991;
Yang, et al., 1996; Bai, et al, 2000; Yang, et al, 2006; Antony, et al, 2010).
Mittlerweile sind mehr als 100 Mitglieder der TALE-Familie aus verschiedensten
Xanthomonas-Stimmen bekannt, wobei bisher jedoch nur fiir wenige Beispiele
zugehorige Ziel-Gene beschrieben wurden (Boch & Bonas 2010). TALE-éhnliche
Proteine wurden ebenfalls in anderen Bakteriengattungen identifiziert, zu denen
pflanzenpathogene Ralstonia solanacearum-Stamme, sowie der obligate Pilz-
endosymbiont Burkholderia rhizoxinica gehdren (Cunnac, et al., 2004; Heuer, et al.,
2007; Lackner, et al., 2011). TALE-Homologe aus diesen Spezies sind analog zu
Xanthomonas-TALEs aufgebaut, unterscheiden sich jedoch stirker untereinander
(Heuer, ef al., 2007). Zudem war zu Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt, ob diese
TALE-Homologen ebenfalls DNA binden und Gene aktivieren. Die nihere
Charakterisierung der TALE-Familie in Xanthomonas, sowie auch deren Homologe aus
anderen Bakteriengattungen konnte zukiinftig Aufschluss iiber aktivierte Ziel-Gene und

deren Funktion in der Pathogen-Wirtspflanzen-Interaktion geben.
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1.2.1 Der Aufbau von TALESs

Vergleiche der Proteinsequenz verschiedener TALEs aus Xanthomonas zeigen eine
hohe Konservierung zwischen 80 und 97% (Schornack, et al., 2006). Anhand spezieller
Charakteristika in ihrer Aminosduresequenz lassen sich TALE-Proteine in drei Bereiche
untergliedern, die zusammen fiir die Aktivitdt des TALEs verantwortlich sind. Im N-
terminalen Bereich, der ca. 283 bis 290 Aminosduren umfasst, befindet sich das Typ-
II1-Sekretions- und Translokationssignal, welches fiir die Translokation der TALEs in
die pflanzliche Wirtszelle notwendig ist (Szurek, et al., 2002; Boch & Bonas 2010;
Abb. 1.1 A/B). Im C-terminalen Bereich, der ca. 274 bis 297 Aminosduren beinhaltet,
befinden sich drei Kernlokalisierungssignale (NLS), von denen zwei als funktional
bestdtigt wurden (Van den Ackerveken, et al., 1996; Yang, et al., 2000; Boch & Bonas
2010; Abb. 1.1 A/B). Mit Hilfe der NLS interagieren TALEs mit Importin-a, das
zusammen mit Importin-B den Transport in den pflanzlichen Zellkern vermittelt
(Szurek, et al., 2001; Abb. 1.1 A/B). Zudem besitzen TALEs im C-terminalen Bereich
eine saure Aktivierungsdomine (AD) (Van den Ackerveken, et al., 1996; Zhu, et al.,
1998; Yang, et al, 2000; Abb. 1.1 A/B). Die NLS und die AD sind Charakteristika
eukaryotischer Transkriptionsfaktoren. Die Deletion dieser Motive fiihrt zum Verlust
der Kernlokalisierung und daraus resultierend der Genaktivierungsfunktion von TALEs
(Zhu, et al., 1998; Yang, et al., 2000; Szurek, et al., 2001). Diese Erkenntnisse lieBen
vermuten, dass TALEs bakterielle Proteine sind, die als Transkriptionsfaktoren im
pflanzlichen Zellkern wirken, woraus sich die Namensgebung als transcription
activator-like effector ergab (Yang, et al., 2006). Der zentrale Bereich von TALEs, die
sogenannte repeat-Region, vermittelt die spezifische Bindung an DNA-Sequenzen im
Promotor von Ziel-Genen und ist daher ebenfalls notwendig fiir die Funktion von
TALE:s als Transkriptionsaktivatoren. (Boch & Bonas 2010; Abbl.1 A/B). Die repeat-
Region ist aus Wiederholungen eines meist 34 Aminosduren umfassenden Motivs
(repeat) zusammengesetzt. Die Anzahl der Motiv-Wiederholungen variiert dabei von
1,5- bis 33,5-mal, wobei die meisten TALEs 17,5 repeats enthalten (Boch & Bonas
2010). Der letzte repeat der Region umfasst meist nur 19 bzw. 20 konservierte
Aminosduren und wird daher als halber repeat gekennzeichnet (Bonas, et al., 1989;
Boch & Bonas 2010; Abb. 1.2). Vergleiche der Aminosduresequenzen der repeats
zeigen, dass diese hochkonserviert sind, wobei einige Aminosduren (Position G14 und
L29) sogar absolut invariant sind (Bonas, ef al., 1993; Boch & Bonas 2010; Abb. 5.5).

Erste Analysen ergaben, dass neben Position 4 wund 32 vor allem die
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Aminosdurepositionen 12 und 13 sehr variabel sind, weshalb diese auch als
hypervariable Aminosduren oder repeat variable diresidue (RVD) bezeichnet werden
(Bonas, et al., 1989; Schornack, et al., 2006; Boch & Bonas 2010; Abb. 1.1 B & 5.5).
Bereits kurz nach der ersten Beschreibung konnte der repeat-Region eine zentrale Rolle
fir die TALE-abhingige Aktivierung von Ziel-Genen zugeordnet werden.
Beispielsweise flihrten Deletionen in der AvrBs3 repeat-Region zum Verlust der
Erkennung durch das R-Gen Bs3 in resistenten Paprikapflanzen (Herbers, et al., 1992).
Vergleichbare Studien, in denen die repeat-Region von AvrXa7 und AvrXalO getauscht
wurden, zeigten ebenfalls eine vertauschte Aktivierung der Ziel-Gene in anfélligen und
resistenten Reispflanzen (Zhu, ef al., 1998; Yang, et al., 2000). Zusitzlich zeigten in
vitro durchgefiihrte DNA-Bindungsstudien, dass AvrXa7 an doppelstringige DNA
bindet und AvrBs3 mit Hilfe der repeat-Region spezifisch die Promotorsequenz der
beiden aktivierten Gene UPA2(0 und Bs3 erkennt (Yang, et al., 2000; Kay, et al., 2007;
Romer, et al., 2007). Damit konnte bewiesen werden, dass TALEs ihre Ziel-DNA-
Sequenzen ohne die Hilfe pflanzlicher Wirtsproteine binden. Diese Experimente
brachten den letztendlichen Hinweis, dass TALEs spezifisch an DNA-Sequenzen im
Promotor eines Ziel-Gens binden und nachfolgend dessen Transkription aktivieren,
wobei die Spezifitit fiir bestimmte Ziel-DNA-Sequenzen der Wirtspflanze von der
repeat-Region kodiert wird (Yang, et al., 2000; Kay, et al., 2007; Romer, et al., 2007,
Abbl.1 A). Wie genau die repeat-Region die Bindung an die spezifische Ziel-DNA-

Sequenz im Promotor pflanzlicher Gene diktiert war jedoch lange Zeit unklar.

1.2.2 Die Entschliisselung des TALE RVD-DNA-Codes

In vitro DNA-Bindungsstudien zeigten die spezifische Bindung von AvrBs3 an ein
36bp umfassendes DNA-Fragment des Upa20-Promotors (upa: upregulated by AvrBs3;
Kay, et al., 2007). Der Vergleich dieses Promotorfragments mit anderen Promotoren
AvrBs3-aktivierter Gene z.B. Upal( ergab eine besonders konservierte Region im
Bereich der TATA-Box, die sogenannte upa-Box (Kay, et al., 2007). Weitere Studien
konnten die Notwendigkeit der upa-Box fiir die AvrBs3-abhingige Aktivierung des
Ziel-Gens Bs3 bestitigen und in dieser zusdtzlich ein hoch-konserviertes Kernelement
mit ca. 14 bis 15bp identifizieren (Romer, et al., 2007). Aufgrund dieser Ergebnisse
entstand erstmals die Idee, dass die Anzahl und Abfolge der repeats die gebundene
Nukleotidsequenz bestimmt (Boch et al., 2009). Die anschlieBende Projektion der

RVD-Abfolge der AvrBs3-repeats auf die upa-Box lie3 vermuten, dass ein repeat ein
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Nukleotid bindet, wobei die Spezifitit fiir ein bestimmtes Nukleotid vermutlich durch
den RVD im repeat bestimmt wird (Boch, et al., 2009). Der TALE AvrBs3 mit 17,5
repeats bindet damit eine Kernsequenz von 18bp, wobei z.B. der RVD NI (Asparagin,
Isoleucin) hdufig mit Adenin und HD (Histidin, Aspartat) hdufig mit Cytosin in der
Ziel-DNA-Sequenz korrelierte. Zur experimentellen Bestdtigung dieser Hypothese
wurden anhand der RVD-Abfolge verschiedener TALEs Ziel-DNA-Sequenzen fiir diese
abgeleitet und vor einen basal nicht aktiven Promotor eingefiigt. Die TALE-abhéngige
und spezifische Aktivierung der vorhergesagten Ziel-DNA-Sequenz wurde
anschlieBend mit Hilfe eines Reportergens detektiert (Boch, et al.,, 2009). Gleichzeitig
anhand bekannter TALEs und deren Ziel-Gen-Promotoren durchgefiihrte
bioinformatische Studien entdeckten ebenfalls die Korrelation der RVD-Abfolge mit
bestimmten Nukleotiden in der Ziel-DNA-Sequenz (Boch, et al., 2009; Moscou &
Bogdanove 2009). Diese beiden Studien entschliisselten den RVD-DNA-Code und
zeigten erstmals die Nukleotid-Spezifitit bestimmter RVDs in der repeat-Region.
Interessanterweise sind einige RVDs spezifisch fiir ein bestimmtes Ziel-Nukleotid. Der
RVD HD ist spezifisch fiir Cytosin, NI fiir Adenin und NG (Asparagin, Glycin) ist
spezifisch fir Thymin (Abb. 1.1 C). Andere RVDs erlauben hingegen mehrere
Nukleotide in der Ziel-DNA Sequenz, so erkennt der RVD NN (Asparagin, Asparagin)
die beiden Purine Guanin und Adenin und der RVD N* (welches im Vergleich zu den
Aminosduresequenzen anderer repeats an 12. Position Asparagin trdgt, dem in der
Konsensussequenz jedoch die Aminosdure an Position 13 fehlt; Abb. 1.2), erkennt laut
Vorhersage die beiden Pyrimidine Cytosin und Thymin (Abb. 1.1 C). Der RVD NS
(Asparagin, Serin) ist ein Ausnahmefall, der unspezifisch alle vier Nukleotide in der
Ziel-DNA-Sequenz akzeptiert ( Boch, et al., 2009; Moscou & Bogdanove 2009; Abb.
1.1 C). Zusétzlich konnte in diesen sowie weiteren Studien festgestellt werden, dass der
eigentlichen Ziel-DNA-Sequenz ein Thymin vorangestellt ist, welches fiir die TALE-
abhédngige Aktivierung notwendig ist (Boch, et al., 2009; Moscou & Bogdanove 2009;
Romer, et al., 2009; Abb. 1.1 D). Welche TALE-Region jedoch fiir die Erkennung

dieses initialen Thymins verantwortlich ist, war zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt.
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Abbildung 1.1 Aufbau und Funktion von TALEs aus Xanthomonas spp.

A Pflanzenpathogene Xanthomonas spp. translozieren TALEs mit Hilfe des Typ-III-Sekretionssystems
(T3S-System) in die pflanzliche Wirtszelle. Durch die Interaktion mit Importin-o werden TALEs in den
Zellkern transportiert. Dort binden sie spezifisch an Promotorsequenzen pflanzlicher Ziel-Gene und
aktivieren deren Transkription. B TALEs enthalten im N-terminalen Bereich das Typ-IlI-Sekretions
(T3S)-Signal sowie eine erweiterte repeat-Region, die zur generellen DNA-Bindung (-3 bis 0) und der
Bindung des initialen Thymins (-1) beitrdgt. Im C-terminalen Bereich befinden sich zwei funktionale
Kernlokalisierungssignale (NLS), sowie eine saure Aktivierungsdoméne (AD). Der zentrale Bereich von
TALEs ist aus Wiederholungen eines meist 34 Aminosduren umfassenden Motivs aufgebaut und wird als
repeat-Region bezeichnet. Die Aminosduresequenz der repeats ist hochkonserviert und variiert
hauptsichlich an Position 12 und 13 dem repeat variable diresidue (RVD). C Ubersicht iiber die 2009
bekannten RVD-Spezifititen (N=A,C,G,T). Die RVDs bestimmen welche Nukleotide in der Ziel-DNA-
Sequenz gebunden werden. D Anhand der RVD-Abfolge im TALE (hier am Beispiel von Hax3, Abb.
5.5) kénnen mogliche Ziel-DNA-Sequenzen abgeleitet werden. Ublicherweise ist der eigentlichen Ziel-
DNA-Sequenz ein Thymin vorangestellt.

1.2.2.1 Der TALE RVD-DNA-Code eroffnet neue Moglichkeiten

Insgesamt wurden in Xanthomonas-TALEs 23 verschiedene RVDs identifiziert, von
denen einige hiufig vorkommen (z.B. HD), wihrenddessen andere eher selten sind (z.B.
SN) (Boch & Bonas 2010). Der einfache ein-RVD-bindet-ein-Nukleotid-Code
ermoglicht nun die Vorhersage von Ziel-DNA-Sequenzen verschiedener TALEs
ausschlieBlich basierend auf ihrer RVD-Abfolge und erlaubt damit die weitere
Identifizierung pflanzlicher Ziel-Gene (Boch et al., 2009; Grau et al., 2013; Perez-
Quintero et al., 2013; Abb. 1.1 D). Die meisten noch fehlenden RVD-Spezifititen
konnen anhand von TALEs mit bereits bekannten Ziel-Genen bioinformatisch abgeleitet
werden (Moscou & Bogdanove 2009). Dies gilt jedoch nicht fiir RVDs z.B. HN, NH
oder SN die bisher nur sehr selten in TALEs zu finden sind (Boch & Bonas 2010). Die
experimentelle Analyse der Spezifitit solcher RVDs kann also niitzlich sein, um den
TALE-RVD-Code zu vervollstindigen. Interessanterweise wurden TALE-homologe
Proteine auch in R. solanacearum beschrieben (Cunnac, et al., 2004; Heuer, et al.,
2007). R. solanacearum TALE-Homologe z.B. Brgl1 besitzen ebenfalls eine zentrale

repeat-Region, deren Aminosduresequenz zwar weniger stark konserviert ist, aber
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dennoch eine hohe Ahnlichkeit zur repeat-Region von Xanthomonas-TALEs aufweist
(Streubel 2011; de Lange, ef al., 2013). In dieser finden sich RVDs beispielsweise HD
oder NG deren Spezifitit in Xanthomonas-TALEs bereits analysiert wurde. Zusétzlich
gibt es jedoch auch Ralstonia-spezifische RVDs z.B. SH, NP, IS deren Spezifitit zu
Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt war (Cunnac, et al., 2004; Heuer, et al., 2007).
Das Vorhandensein einer zu Xanthomonas-TALEs dhnlichen repeat-Region und die
bereits vor Beginn dieser Arbeit nachgewiesene Kernlokalisierung lie} vermuten, dass
Ralstonia TALE-homologe ebenfalls spezifisch DNA binden (de Lange, et al., 2013).
Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt aufgrund der fehlenden RVD-Spezifititen noch
keine mogliche Ziel-DNA-Sequenz fiir einen Ralstonia-TALE abgeleitet werden, um
dessen spezifische DNA-Bindung bzw. Genaktivierungsfunktion zu analysieren. In
vorrangegangenen Studien konnte auflerdem festgestellt werden, dass vereinzelt TALEs
mit bestimmter RVD-Komposition trotz perfekter Ziel-DNA-Sequenz im Promotor
eines Reportergens, dieses nicht aktivieren kdnnen. Dies liel einen Einfluss der RVD-
Komposition auf die Gesamtaktivitit des TALEs vermuten, der bisher noch nicht
beschrieben wurde (Boch & Landgraf, unverdftentlicht).

AuBerdem erdffnet die Entschliisselung des TALE-RVD-Codes neue Moglichkeiten zur
Anwendung von TALEs als programmierbare DNA-bindende Proteine mit
nutzerdefinierter Ziel-Sequenz. Die gezielte Regulation, Mutation oder Reparatur eines
Gens ist Gegenstand der Forschung, um beispielsweise Genfunktionen zu analysieren
oder aber mittels Gentherapie Krankheiten zu heilen (Carroll 2011). Um solche
Modifikationsenzyme jedoch zur gewiinschten DNA-Sequenz zu dirigieren, miissen sie
an programmierbare DNA-bindende Proteine fusioniert werden. Lange Zeit waren
Zink-Finger-Proteine (ZFPs), fusioniert an funktionale Doménen z.B. die
Nukleasedoméne der Fokl-Endonuklease die Grundlage zur Erstellung sequenz-
spezifischer Gen-Modifikationsenzyme (Klug 2010; Carroll 2011). Ein Zink-Finger
bindet mit Hilfe der Aminosauren an Position -1, 3 und 6 drei Basen in der Ziel-DNA-
Sequenz (Klug 2010). Je mehr Zink-Finger kombiniert werden, desto schwieriger ist es
deren Ziel-DNA-Sequenz zu bestimmen, weshalb die Variabilitdt der gebundenen Ziel-
DNA-Sequenz hiufig auf 9bp, gebunden durch drei Zink-Finger eingeschrinkt ist (Klug
2010; Carroll 2011). AuBerdem stellte sich heraus, dass die DNA-Spezifitit eines Zink-
Fingers nicht nur anhand der Aminosduren an den obengenannten Positionen
vorhersagbar ist, sondern durch zusitzliche Kontakte zu umliegenden DNA-Sequenzen

sowie durch benachbarte Finger-Module beeinflusst wird (Klug 2010). Daher miissen
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ZFPs hdufig zeitaufwindige Selektionsschritte durchlaufen, um die spezifische
Erkennung der gewiinschten Ziel-DNA-Sequenz zu iiberpriifen (Klug 2010; Carroll
2011). Der modulare Aufbau von TALEs und speziell der einfache und vorhersagbare
ein-RVD-ein-Nukleotid-Code  hat die  Erstellung malgeschneiderter =~ DNA-
Modifikationsenzyme jedoch revolutioniert. Vergleichbar mit einem Baukasten konnen
nun in wenigen Arbeitsschritten einzelne TALE-Module z.B. repeats mit gewliinschter
RVD-Abfolge zusammengesetzt werden, um eine neue DNA-Bindedomine mit
nutzerdefinierter Ziel-DNA-Sequenz zu erstellen (Boch, ef al., 2009; GeiBler, et al.,
2011; Miller, et al., 2011). Durch die Fusion dieser kiinstlichen DNA-Bindedoméne an
andere funktionale Doménen, beispielsweise alternative ADs oder Nukleasen, kdnnen
TALE-Derivate in pflanzlichen, sowie anderen Modellsystemen als kiinstliche
Genregulatoren oder Gen-Modifikationsenzyme verwendet werden (Bogdanove &
Voytas 2011). Daher konnten weiterfithrende Studien zu RVD-Spezifititen und RVD-
Eigenschaften auch die effiziente Anwendung von TALEs als biotechnologisches

Werkzeug erleichtern.

1.2.3 Die Struktur der TALE repeat-Region

Zu Beginn dieser Arbeit war lediglich die Struktur eines 1,5 repeats umfassenden
TALE-Fragments bekannt. (Murakami, et al, 2010). Spiter konnte jedoch die
vollstdndige Struktur der repeat-Region anhand eines kiinstlichen Hax3-basierten
TALEs im Komplex mit seiner Ziel-DNA-Sequenz sowie des TALEs PthXol gezeigt
werden (Deng, ef al., 2012a; Mak, et al., 2012). Dabei konnte gezeigt werden, dass die
repeat-Region als rechtswindende Superhelix den sense-Strang der DNA bindet, wobei
die RVDs zur groBBen Furche der DNA-Doppelhelix ausgerichtet sind (Deng, et al.,
2012a; Mak, et al., 2012). AuBerdem konnte eine Kompression der TALE-Struktur im
DNA-gebundenen-Komplex im Vergleich zum DNA-freien-Komplex beobachtet
werden (Deng, et al, 2012a). Die hohe Konservierung der repeat-Sequenz resultiert
letztendlich darin, dass jeder repeat die gleiche Konformation einnimmt, wodurch die
gesamte repeat-Region einen hohen Grad an struktureller RegelméBigkeit aufweist
(Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Im Detail bildet ein repeat eine kiirzere
(Aminosdure 3 bis 11) und eine ldngere (Aminosdure 15 bis 33) a-Helix (Deng, et al.,
2012a). Die zwei a-Helices sind durch eine Schleife verbunden, die den RVD sowie das
invariante Glycin an Position 14 beinhaltet, der sogenannte RVD-loop (Deng, et al.,

2012a; Abb. 1.2). AuBerdem konnten anhand dieser Strukturen erstmals Unterschiede
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fiir die Funktion der zwei Aminosduren im RVD gezeigt werden. Die Aminosédure an
Position 12 (die erste Aminosdure im RVD) triagt durch intra-repeat-Interaktionen zur
Stabilitidt des RVD-loops bei und ist nicht an der Bindung des Ziel-Nukleotides beteiligt
(Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). AusschlieBlich die Aminosdure an Position 13
(die zweite Aminosdure im RVD) ist fiir die Bindung des Ziel-Nukleotides
verantwortlich, wobei die spezifischen Interaktionen zwischen Aminosdure 13 und
Nukleotid durch Wasserstoftbriicken oder van-der-Waals-Interaktionen vermittelt
werden konnen (Deng, ef al., 2012a; Mak, et al., 2012). Ausgehend davon konnte nun
der RVD-Code verfeinert werden, sodass unabhingig von der Identitit der Aminoséure
an Position 12 beispielsweise ein D an Position 13, generell Cytosin spezifiziert oder
ein N an Position 13 spezifisch fiir Adenin und Guanin ist. Zusitzlich konnten im
angrenzenden N- und C-terminalen Bereich weitere degenerierte repeats identifiziert
werden, die zwar anhand ihrer Aminosduresequenz weniger konserviert sind, jedoch
ebenfalls die typische helix-loop-helix Struktur aufweisen (Deng, et al., 2012a; Gao, et
al., 2012; Mak, et al., 2012; Abb. 1.1 B). Dabei konnte gezeigt werden, dass das
Tryptophan (W232) im N-terminalen repeat -1 fiir die Koordination des initialen
Thymins verantwortlich ist, welches den meisten TALE Ziel-DNA-Sequenzen
vorrangeht (Romer, et al., 2009; Deng, et al., 2012a; Gao, et al, 2012; Mak, et al.,
2012; Abb. 1.1 B, D).

1.2.4 Besondere repeat-Varianten

Generell sind repeats aus Xanthomonas-TALEs hochkonserviert und umfassen meist 34
Aminosduren. Der letzte halbe repeat gilt als regulire Ausnahme zur Standard-repeat-
Liange (Abb. 1.2). In diesem sind lediglich die ersten 20 Aminosduren konserviert,
wobei jedoch die folgenden nicht-konservierten Aminoséuren die typische helix-loop-
helix Struktur dieses repeats vervollstindigen, sodass keine UnregelméBigkeiten in der
Gesamtstruktur der repeat-Region entstehen (Boch & Bonas 2010; Deng, et al., 2012a;
Mak, et al, 2012). Eine weitere Abweichung ist in repeats zu finden, in denen die
zweite Aminosdure im RVD fehlt (N*, H* und S*). Diese umfassen 33 bzw. 19
Aminosduren, wodurch jedoch nicht die Funktion des repeats sondern lediglich die
Spezifitit des RVDs beeinflusst wird (Boch & Bonas 2010; Abb. 1.2). Eine weitere
abweichende repeat-Lénge ist in den TALEs Hax2 und AvrHahl zu finden. Hax2
besteht ausschlieBlich aus 35-Aminosdure repeats, die ein zusdtzliches Prolin an
Position 33 enthalten (Kay, ef al., 2005; Abb. 1.2). AvrHahl enthélt eine Mischung aus

solchen 35-, sowie 34-Aminoséure repeats (Schornack, et al., 2008). Allerdings haben
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auch diese Abweichungen in der repeat-Lange keinen Einfluss auf die DNA-Bindung
oder die Aktivierungsfunktion dieser TALEs. (Schornack, et al., 2008; Boch, et al.,
2009). Uberraschenderweise finden sich im TALE-Repertoire von reispathogenen Xoc-
und Xoo-Stdmmen seltene TALESs, die in der Mitte der repeat-Region einen einzelnen
repeat mit deutlich abweichender Lange enthalten (Yang, ef al, 2000; Boch & Bonas
2010). Diese repeats umfassen verursacht durch Deletionen bzw. Duplikationen in den
repeat-o-Helices entweder 30, 39/40 oder sogar 42 Aminoséduren (Abb. 1.2). Aufgrund
der hohen Konservierung der einzelnen repeats windet sich die gesamte repeat-Region
eines TALEs hochgradig regelmifig um die DNA (Deng, et al., 2012a; Mak, et al.,
2012). Ausgehend davon ist es denkbar, dass solche einzelnen repeats mit
abweichender Lénge die hohe strukturelle RegelméBigkeit der repear-Region
unterbrechen und so die DNA-Bindung des TALEs maligeblich beeinflussen.
Interessanterweise enthalten die Xoo-TALEs AvrXa7 und PthXo3 einen solchen repeat
mit abweichender Linge, beide TALEs sind jedoch durch die Aktivierung des Ziel-
Gens OsSWEET 4 unerlésslich fiir die Virulenz des zugehdrigen Xoo-Stammes (Yang,
et al., 2000; Antony, et al., 2010; s. Abschnitt 1.2.5.1). Dies weist darauf hin, dass sie
trotz dieses repeats effizient Ziel-DNA-Sequenzen in Wirtsgenen binden konnen.
Auftillig ist jedoch, dass fiir beide TALEs zwar eine Ziel-DNA-Sequenz im
OsSWEET4-Promotor bekannt ist, diese jedoch in Vorhersageprogrammen nur einen
sehr schlechten Rang erhélt (Grau, et al., 2013; Perez-Quintero, et al., 2013). Grund
dafiir ist eine hohe Anzahl von RVD-Nukleotid-Fehlpaarungen, die sich vor allem in
der Region nach dem repeat mit abweichender Lange befinden (Antony, ef al., 2010).
Dies deutet darauf hin, dass ein solcher repeat die DNA-Bindung des TALEs
beeinflusst, sodass dieser in der Lage ist die RVD-Nukleotid-Fehlpaarungen zu
tolerieren und dennoch effizient das Ziel-Gen zu aktivieren. Wie genau repeats mit

abweichender Lidnge die DNA-Bindung beeinflussen war jedoch zu Beginn dieser

Arbeit unklar.
RVD
19 As LTPD-———————- QVVAIASN-GGKQALE
letzter halber repeat

20 As LTPQ-———————- QVVAIASNGGGRPALE
30 As LIPD-——————-— QVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV-—————— LCQ
33 As LTPE——————— QVVAIASN-GGKQALETVQRLLPV—————— LCQA-HG

1 1213 34
34 As LTPE------—-—- QVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV-———-— LCQA-HG

-] L e— [ ]

35 As LTPE-———————— QVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV—-————— LCQAPHD
39 As LTPD-———————-— QVVAIASN-GGKQALETVQRLLPVQRLLPVLCQD-HG
40 As LTPD-—-————- QVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVQRLLPVLCQD-HG
42 As LTPDQVVAIASNQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV-————-— LCQD-HG

Beschriftung folgt auf der néchsten Seite
12
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Abbildung 1.2 Verschiedene repeat-Varianten in Xanthomonas-TALEs

Die Aminosduresequenz der verschiedenen repeat-Varianten ist im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die
Konsensus-Sequenz der am hdufigsten vorkommenden repeat-Linge mit 34 Aminosduren ist fett und
umrahmt hervorgehoben. Der RVD an Position 12 und 13 ist grau hinterlegt. Die helicalen Bereiche des
34-Aminosédure repeats sind in hellblau, der RVD-loop in dunkelblau markiert. Ausgehend von dieser
Standard-Sequenz sind weitere repeat-Varianten mit Deletionen bzw. Duplikationen dargestellt.

1.2.5 TALE:s als Virulenzfaktoren

Xanthomonas Stimme benutzen TALEs zur gezielten Manipulation des pflanzlichen
Transkriptoms. Ziel-Gene die TALE-abhéingig aktiviert werden und die Virulenz des
zugehorigen  Xanthomonas-Stammes fordern, werden als Suszeptibilitdtsgene
bezeichnet. Eines der am besten untersuchten Systeme in dem die TALE-abhéngige
Aktivierung von Ziel-Genen unerlésslich fiir die Virulenz des jeweiligen Stammes sein
kann, ist das Xoo-Reis-System (White & Yang 2009). Reis ist eines der dkonomisch
wichtigsten Nahrungsmittel, das seit mehreren Jahrtausenden kultiviert wird (Izawa &
Shimamoto 1996; Nino-Liu, et al, 2006). Aufgrund der Verfiigbarkeit der
Genomsequenz von zwei Vertretern der Arten Oryza sativa ssp. japonica und ssp.
indica sowie Methoden zur Transformation und Erstellung transgener Pflanzen, ist Reis
ein wichtiges molekularbiologisches Modellsystem fiir monokotyledone Pflanzen, um
beispielsweise verschiedene Pathogen-Reis-Interaktionen zu analysieren (Izawa &
Shimamoto 1996; Goff, et al., 2002; Kennedy 2002; Yu, et al., 2002; Nino-Liu, et al.,
2006). Reis-Pathogene haben sich vermutlich schon seit Jahrtausenden an die
Besiedlung dieser Pflanze angepasst. Typische Symptome der bakteriellen
Weillblattrigkeit auf Reis wurden erstmals 1884 beschrieben (Mew, ef al., 1993; Nino-
Liu, et al., 2006). Die Ernteverluste durch eine Infektion mit Xoo konnen bis zu 100%
betragen, weshalb die Xoo-Reis Interaktion und besonders die Funktion von TALEs fiir
die Virulenz von Xoo ein intensiv untersuchtes System darstellt (Mew, et al., 1993;
Nino-Liu, et al., 2006). Xoo enthélt bis zu 19 verschiedene TALE-Gene, deren Beitrag
zur Virulenz des Xoo-Stammes unterschiedlich ist (Schornack, et al., 2013). Es konnte
bereits gezeigt werden, dass einzelne TALEs von so groBer Bedeutung sind, dass deren
Deletion zum kompletten Verlust der Virulenz fiihrt (Bai, ef al., 2000; Yang, et al.,
2006; Antony, et al, 2010; Yu, et al., 2011). Im Gegensatz dazu haben andere einen
moderaten Einfluss oder scheinen nur in bestimmten Xoo-Reis-Interaktionen eine Rolle
zu spielen, wihrenddessen scheinen wieder andere TALEs gar keine Rolle zu spielen
(Bai, et al.,, 2000; Yang & White 2004; Yang, et al., 2006; Sugio, et al., 2007; Antony,
etal, 2010; Yu, et al, 2011). Besonders fiir TALEs, welche die Virulenz des Pathogens
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beeinflussen ist die Analyse der Ziel-Gene wichtig, um deren Funktion in der Pathogen-

Wirt-Interaktion zu verstehen.

1.2.5.1 Saccharose-Transporter, Methyltransferasen und Transkriptionsfaktoren
sind wichtige Suszeptibilititsgene fiir Xoo-TALEs

Eine bedeutende Gruppe von TALE-Ziel-Genen in Reis sind die sogenannten
OsSWEETs. Diese Suszeptibilitdtsgene kodieren Saccharose-Transporter, deren TALE-
abhéngige Aktivierung zur Erndhrung des Pathogens an der Infektionsstelle beitragen
konnte (Sonnewald 2011; Baker, et al, 2012; Braun 2012). Xoo-Stimme aus
unterschiedlichsten Regionen (Afrika, Asien) haben sich auf die TALE-abhingige
Aktivierung von Mitgliedern der OsSWEET-Familie spezialisiert, wodurch die Funktion
dieser als Schliissel-Suszeptibilititsgene in der Xoo-Reis-Interaktion deutlich wird
(Yang, et al, 2006; Antony, et al, 2010; Liu, et al, 2011; Yu, et al, 2011).
OsSWEETII wird vom TALE PthXol aktiviert (Yang, et al, 2006; Abb. 1.3).
OsSWEET3 wird vermutlich durch den TALE PthXo2 aktiviert und OsSWEET4 wird
sogar von drei verschiedenen TALEs (TalC, AvrXa7 und PthXo3) aktiviert (Antony, et
al., 2010; Liu, et al., 2011; Yu, et al., 2011; Abb. 1.3). Die Deletion dieser TALEs fiihrt
zum kompletten Verlust der Virulenz des jeweiligen Xoo-Stammes in anfilligen
Reispflanzen (Bai, et al., 2000; Yang & White 2004; Yang, et al., 2006; Antony, et al.,
2010; Yu, et al., 2011). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass allein der Transfer von
TalC, AvrXa7 oder PthXol1 in einen TALE-defizienten und somit kaum virulenten Xoo-
Stamm diesem ermdglicht typische Weilbléttrigkeitssymptome in suszeptiblen
Reispflanzen auszulosen (Verdier, et al., 2012). Dies verdeutlicht die Bedeutung dieser
TALESs und deren Ziel-Gene fiir die Virulenz der Xoo-Stdmme.

Die OsSWEET-Familie in Reis besteht aus rund 20 Mitgliedern, wobei bereits drei
dieser Mitglieder als Suszeptibilititsgene fiir Xoo bekannt sind. OsSWEETs konnen
aufgrund ihrer Aminosduresequenz in verschiedene Gruppen unterteilt werden (Chen, et
al., 2010). Die drei bekannten Suszeptibilititsgene OsSWEET11, 13 und 14 gehdren zu
Gruppe III, wobei fiir OsSWEETI11 und 14 bereits die Funktion als Saccharose-
Transporter nachgewiesen wurde (Chen, et al, 2010). Zu Beginn dieser Arbeit war
jedoch unklar ob auch andere Mitglieder der OsSWEET-Familie, deren Proteine
moglicherweise andere Zucker transportieren, Suszeptibilititsgene fiir Xoo-TALEs sein

konnen (Chen, et al, 2010). Die Analyse aller OsSWEETs und ihrer Rolle fiir die
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Virulenz von Xoo konnte somit Aufschluss iiber die Transportfunktion bestimmter
Mitglieder und deren Bedeutung fiir das Pathogen geben.

Neben Saccharose-Transportern sind fiir Xoo-TALEs weitere Suszeptibilitdtsgene
bekannt. Eines dieser Gene ist OsHenl, das vermutlich durch PthXo8 aktiviert wird
(Moscou & Bogdanove 2009; Abb. 1.3). OsHenl ist eine Methyltransferase, die die
Stabilitit kleiner RNAs beeinflusst. Die Auswirkung der OsHenl Aktivierung fiir die
Virulenz von Xoo ist jedoch noch nicht bekannt. Interessanterweise ist OsHenl das
bisher einzige Suszeptibilititsgen, dass nicht nur fiir einen Xoo-TALE sondern auch fiir
den Xoc-TALE Tallc beschriecben wurde (Abb. 1.3). Xoc ist ebenfalls ein
reispathogenes Bakterium, dass eine hohe Anzahl von bis zu 26 TALE-Genen aufweist
(Schornack, et al., 2013). Zu Beginn dieser Arbeit war jedoch iiber den Beitrag
verschiedener TALEs zur Virulenz von Xoc nur wenig bekannt. Eine weitere Gruppe
von Suszeptibilitdtsgenen deren TALE-abhingige Aktivierung einen Einfluss auf die
Virulenz der Xoo-Stdmme in Reis hat, kodiert Transkriptionsfaktoren. Beispiele hierfiir
sind OsTFXI und OsTFIIAyI (Sugio, et al., 2007). OsTFX1 wird von PthXo6 aktiviert,
der neben PX099 auch in anderen Xoo-Stdmmen verbreitet ist (Sugio, ef al., 2007; Abb.
1.3). Die Deletion von PthXo6 reduziert die Virulenz von PX099, fiihrt jedoch nicht
zum kompletten Verlust dieser (Sugio, et al, 2007). Dies weist darauf hin, dass die
TALE-abhédngige Aktivierung von OsTFXI positiv zur Virulenz von Xoo beitrégt,
jedoch weniger bedeutend als die Aktivierung der OsSWEETs ist. Bisher ist allerdings
iiber mogliche Sekundirziele und damit die Auswirkung von OsTFX1 fiir die Virulenz
von Xoo nichts bekannt. OsTFIIAyl ist ein Allel, welches eine y-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors IIA (TFIIA) kodiert (Sugio, et al, 2007; lyer-Pascuzzi, et al.,
2008). Dieses Gen wird vom PXO99-TALE PthXo7 aktiviert und ist ein Beispiel fiir ein
Suszeptibilitdtsgen, welches nur fiir die Interaktion von Xoo mit bestimmten Reisarten
von Bedeutung ist (Sugio, et al., 2007; s. Abschnitt 1.2.6.2; Abb. 1.3 & 1.4). Im
Gegensatz zu den bereits beschriebenen TALEs hat die Deletion anderer TALEs in Xoo
lediglich geringe oder gar keine Auswirkung auf die Virulenz dieser Stimme (Bai, et
al., 2000; Yu, et al, 2011). Dies konnte einerseits bedeuten, dass diese TALEs nur in
bestimmten noch unbekannten Interaktionen von Bedeutung sind oder generell eine
untergeordnete Rolle fiir die Virulenz des Pathogens spielen. Interessanterweise kann
die TALE-abhingige Aktivierung von Transkriptionsfaktoren nicht nur fiir Xoo-

Stimme, sondern auch fiir andere Xanthomonas-Arten von Bedeutung sein.
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1.2.5.2 Weitere Xanthomonas spp. aktivieren ebenfalls Transkriptionsfaktoren

Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass verschiedene TALEs der PthA-Familie und deren
Homologe aus Xanthomonas citri (Xc)-Stimmen den Transkriptionsfaktor CsLOBI
aktivieren (Hu, et al, 2014; Pereira, et al, 2014; Abb. 1.3). Die Identifizierung von
PthA (pathogenicity A) als Pathogenititsfaktor erfolgte durch die Ubertragung von PthA
in einen kaum virulenten Xanthomonas citri pv. citrumelo-Stamm, wodurch dieser in
einen hoch-virulenten Stamm transformiert wurde, der typische Zitrus-Krebs-
Symptome auslost (Swarup, et al., 1991). Die Deletion von Pth4A im Xc-Stamm 3213
fiihrte zum kompletten Verlust der Virulenz dieses Stammes (Swarup, et al, 1991).
Weiterhin war allein die transiente Expression von PthA ausreichend, um die
pflanzliche Zellteilung, Zellvergroferung und letztendlich den Zelltod und somit
typische Zitrus-Krebs-Symptome auszulosen (Duan, et al., 1999). Dies zeigt, dass die
Aktivierung von CsLOBI durch Mitglieder der PthA-Familie unerlédsslich fiir die
Virulenz des Pathogens ist und dieser Transkriptionsfaktor iiber bisher noch unbekannte
Sekundérziele zur Entstehung typischer Krankheitssymptome auf Zitruspflanzen fiihrt.
Zusitzlich wurde fiir Mitglieder der PthA-Familie auch die Aktivierung eines Gruppe I
CsSWEETs beobachtet. Allerdings konnte die Aktivierung dieses Gens durch einen
kiinstlichen TALE die Virulenz des Xac Stammes 306, in dem der TALE PthA4 mutiert
wurde, nicht wiederherstellen (Hu, et al, 2014). Dies weiit darauf hin, dass im
Vergleich zu Xoo die Aktivierung von Zuckertransportern in der Xac-Zitruspflanzen-
Interaktion vermutlich keine Rolle fiir die Virulenz spielt. Ein weiterer TALE, der einen
Transkriptionsfaktor aktiviert, ist AvrBs3 aus Xcv (Bonas, et al., 1989). Fiir AvrBs3
sind mehr als 10 verschiedene Ziel-Gene in Paprika bekannt, zu denen z.B. UPA20
gehort (Kay, et al., 2007; Kay, et al., 2009). UPA20 kodiert einen basic helix-loop-helix
Transkriptionsfaktor, der durch die Aktivierung weiterer Gene die pflanzliche Zellgrof3e
reguliert und dessen TALE-abhingige Induktion ein Anschwellen des Blattgewebes zur
Folge hat (Abb. 1.3). Diese Funktion kdnnte von Xcv genutzt werden, um ein Austreten
grofBer Bakterienmengen aus dem Blattgewebe und somit die Verbreitung des
Bakteriums zu ermdoglichen (Marois, et al., 2002; Kay, et al, 2007). Jedoch ist der
Einfluss von AvrBs3 auf die generelle Virulenz von Xcv in Feld- wie auch in

Laborversuchen nicht detektierbar (Wichmann & Bergelson 2004).
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Abbildung 1.3 TALEs und deren Ziel-Gene

Dargestellt sind bekannte Ziel-Gene fiir TALEs aus Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), Xanthomonas
oryzae pv. oryzicola (Xoc), Xanthomonas citri (Xc) bzw. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)
die fiir Transkriptionsfaktoren (TF), Methyltransferasen (MeT) oder Transporter kodieren. Die TALE-
abhéngige Aktivierung dieser Suszeptibilititsgene trdgt wahrscheinlich zur Versorgung des Bakteriums
mit Néhrstoffen, sowie zur Verbreitung der Bakterien bei. ZW: Zellwand; ZM: Zellmembran

1.2.6 TALEs als Avirulenzfaktoren

1.2.6.1 Dominante Resistenzgene

Im Rahmen der ETI haben Pflanzen unterschiedliche Resistenzmechanismen
entwickelt, welche die Aktivitit von TALEs detektieren, oder deren Bedeutung fiir das
Pathogen ausnutzen. Eine Mdglichkeit, mit der Pflanzen die Aktivitit von TALEs
erkennen und Resistenzreaktionen einleiten, erweitert die vorher beschriebene Guard-
Hypothese und zeigt, dass es neben der Resistenz, ausgeldst durch die Interaktion eines
Avr-Proteins mit einem Guard-Protein (Proteinfalle) auch Promotorfallen gibt. Dabei
handelt es sich um TALE-Bindestellen im Promotor von Resistenzgenen (Schornack et
al., 2013). Die Resistenzgene werden dadurch TALE-abhingig angeschaltet und 16sen

Abwehrreaktionen aus, die meist zu einer HR fithren (Rouxel & Balesdent 2010;
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Schornack et al., 2013). Fiir einige TALEs wurden die zugehdrigen Resistenzgene
bereits identifiziert. Allerdings zeigen die kodierten Resistenzproteine haufig keine
Ahnlichkeit zueinander. Zudem ist weitgehend unklar {iber welche Signalwege sie
Abwehrreaktionen einleiten. Das populérste Beispiel ist das Resistenzgen Bs3, welches
in resistenten Paprikapflanzen (ECW-30R) durch AvrBs3 aus Xcv aktiviert wird. Bs3
wird auflerdem vom Xanthomonas gardneri-TALE AvrHahl aktiviert (Schornack, et
al., 2008). Die Bs3-Proteinsequenz zeigt Homologien zur Familie der Flavin-
Monooxygenasen. Der Mechanismus, iiber den Bs3 Abwehrreaktionen aktiviert, ist
bisher jedoch nicht bekannt (Romer, et al., 2007; Abb. 1.4). Weitere TALE-abhéngig
aktivierte Resistenzgene sind vor allem aus den Xoo-Reis Interaktionen bekannt (Xia, et
al., 2012; Schornack, ef al., 2013). Dazu zihlen beispielsweise die Resistenzgene Xa7,
Xal0, Xa23 und Xa27 die jeweils durch die TALEs AvrXa7, AvrXal0, AvrXa23 und
AvrXa27 aktiviert werden (Rouxel & Balesdent 2010; Wang, ef al., 2014a; Wang et al.,
2014b; Abb. 1.4). Xa27 wird AvrXa27-abhingig aktiviert und vermittelt durch die weite
Verbreitung dieses TALEs Resistenz gegen diverse Xoo-Stimme (Gu, et al., 2005).
AuBerdem ist Xa27 eines der am hdufigsten beschriebenen Resistenzgene und wird
neben anderen zur Erstellung transgener, resistenter Reispflanzen verwendet (Hummel,
et al., 2012; Liu, ef al., 2014). In diese wird ein synthetischer Promotor integriert, der
Bindestellen fiir verschiedene TALEs aufweist und an die kodierende Sequenz von
Xa27 fusioniert ist (Hummel, ef al., 2012). Dadurch kann die Resistenz dieser Pflanzen
auf moglichst viele verschiedene Xoo-Stamme erweitert werden (Hummel, et al., 2012).
Die Wirkung von Xa27 ist Dosis-abhingig, wobei bisher iiber die Funktion von Xa27
als Resistenzprotein noch wenig bekannt ist (Gu, et al., 2005; Gu, et al., 2009; Liu, et
al., 2014). Im Gegensatz dazu ist Xal0 eines der wenigen klonierten Resistenzgene, fiir
das bereits eine Funktion beschrieben wurde. Es kodiert ein 126 Aminosduren
umfassendes Protein, welches in der Membran des ER (Endoplasmatisches Retikulum)
lokalisiert und dort wahrscheinlich in den Ca®"-AusstoB involviert ist (Tian, et al.,
2014). Ca®>" wirkt als Signalmolekiil, das beispielsweise einen Respiratorischen Burst
und damit weitere Abwehrreaktionen einleitet (Grant, et al, 2000). Ein ebenfalls
kloniertes Xal0-Allel ist Xa23, dessen Proteinsequenz eine 50%ige Identitdt zu XalO
aufweist (Wang, et al, 2014c; Abb. 1.4). Dies deutet darauthin, dass Xa23
Resistenzreaktionen vergleichbar zu Xal0 auslosen konnte. Bisher konnte dies jedoch
noch nicht experimentell bestitigt werden (Wang, et al., 2014c). Xa23 wird durch den
TALE AvrXa23 aktiviert und I0st in monokotyledonen, wie auch dikotyledonen
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Pflanzen eine HR aus (Wang, et al., 2014a; Abb. 1.4). AvrXa23 ist ein weit verbreiteter
TALE, sodass Xa23-Reispflanzen resistent gegen ein breites Spektrum von Xoo-
Stimmen sind (Wang, et al.,, 2014a; Wang, et al, 2014b; Wang, et al., 2014c). Das
Resistenzgen Xa7 wird durch den TALE AvrXa7 aktiviert (Antony, et al., 2010; Abb.
1.4). Der Mechanismus der Xa7-vermittelten Resistenz ist jedoch noch nicht bekannt.
Allerdings ist die Ausnutzung von AvrXa7 als Resistenzgen-Aktivator in Pflanzen, fiir
eine bestindige Xa7-vermittelte Resistenz vorteilhaft (Vera Cruz, et al., 2000). Dies ist
darin begriindet, dass die zugehdrigen Xoo-Stimme auf die AvrXa7-abhidngige
Aktivierung des Suszeptibilititsgens OsSWEETI4 angewiesen sind (Antony et al.,
2010). Somit ist eine Anpassung an die Xa7-Resistenz durch die Mutation oder sogar
den Verlust von AvrXa7 kompliziert, weil dadurch die Virulenz des Stammes verloren
gehen konnte. Fiir all diese Promotorfallen ist die Kernlokalisierung des TALEs und die
TALE-abhéngige Aktivierung des Resistenzgens von Bedeutung.

Das bisher einzige Beispiel Protein-vermittelter TALE-Erkennung ist die Erkennung
von AvrBs4 durch das R-Protein Bs4 aus Tomate (Schornack, et al., 2004; Abb. 1.4).
Bs4 ist auch an der Erkennung weiterer TALEs z.B. Hax3 und Hax4 beteiligt
(Schornack, et al., 2004; Kay, et al, 2005). Worauf genau die Erkennung bestimmter
TALEs durch Bs4 beruht, ist bisher jedoch noch nicht vollstindig geklart.

1.2.6.2 Rezessive Resistenzgene

Zusétzlich zur Aktivierung von R-Genen haben Pflanzen weitere Mechanismen
entwickelt, um die TALE-abhéngige Aktivierung von Suszeptibilititsgenen zu
verhindern. Eine Mdglichkeit ist die Mutation der TALE-Bindestellen im Promotor von
Suszeptibilitdtsgenen. Beispiele hierfiir sind die rezessiven Reis-Resistenzgene xa/3 (im
OsSWEETI 1-Gen) sowie xa25 (im OsSWEETI3-Gen). Sie enthalten Insertionen bzw.
Deletionen im Promotor dieser Suszeptibilititsgene, wodurch PthXol bzw. vermutlich
PthXo02 nicht mehr binden kénnen (Chu, ef al., 2006a; Yang, et al., 2006; Liu, et al.,
2011; Abb. 1.4). Damit sind diese TALEs nicht mehr in der Lage das jeweilige
Suszeptibilitdtsgen zu aktivieren und die Pflanze ist resistent. Wie bereits beschrieben,
wird auch ein weiteres Suszeptibilititsgen der OsSWEET-Familie (OsSWEETI14) sogar
von drei verschiedenen TALEs aktiviert. Fiir dieses Gen sind bisher noch keine
Resistenzallele bekannt. Die Ubertragung eines TALEs der OsSWEETI4 aktiviert, kann
somit die Resistenz der xal3- bzw. xa25-Reispflanzen umgehen (Antony, et al., 2010).

Bisher ist jedoch unklar, ob die Fokussierung auf OsSWEETI4 im stetigen Wettriisten
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mit der Pflanze als Anpassung an die xa/3- bzw. xa25- Resistenzen erschlossen wurde
oder ob sich die zugehorigen TALEs unabhingig davon entwickelt haben. Eine weitere
Moglichkeit fiir Pflanzen die TALE-abhéngige Aktivierung von Suszeptibilititsgenen
zu verhindern, ist die Mutation mdglicher TALE-Interaktionspartner wie z.B. TFIIA,
der Bestandteil des Priinitiationskomplexes (preinitiation complex, PIC) der RNA-
Polymerase-II ist (Orphanides, ef al.,, 1996; Thomas & Chiang 2006). TFIIA stabilisiert
die Bindung des TBP/TFIID-Komplexes (TATA-Bindeprotein, Transkriptionsfaktor
IID) an die DNA und fordert dadurch die weitere Bildung des PIC (Thomas & Chiang
2006). Im Reisgenom sind zwei Allele der y-Untereinheit des TFIIA kodiert, ein Allel
auf Chromosom 1 (TFIIAyI) und eines auf Chromosom 5 (TFIIAy5) (Iyer & McCouch
2004). Das rezessive Reis R-Gen xaJ kodiert eine mutierte TFIIAy5-Untereinheit mit
einem einzelnen Aminosdureaustausch von Valin (V) zu Glutaminsdure (E) an Position
39 (Iyer & McCouch 2004; Abb. 1.4). Dieser Austausch hat keinen Einfluss auf die
TFIHA-Funktion im PIC, kann aber die TALE-abhingige Aktivierung von Ziel-Genen
verringern (Iyer & McCouch 2004; Sugio, et al., 2007; Gu, et al., 2009; Abb. 1.4). So
ist beispielsweise der Xoo-Stamm PXO86 auf homozygoten xa5 Reispflanzen nicht
virulent, vermutlich weil AvrXa7 OsSWEETI4 nicht mehr effizient aktivieren kann
(Sugio, et al., 2007). Auch die TALE-abhédngige Aktivierung von Resistenzgenen ist in
homozygoten xaj-Reispflanzen reduziert (Gu, et al, 2009). Eventuell verringert die
TFIIAY5 Mutation eine Interaktion mit TALEs und somit die Aktivierung des Ziel-Gens
(Iyer & McCouch 2004; Sugio, et al, 2007; Gu, et al, 2009; Abb. 1.4).
Interessanterweise kann PXO099 als bisher einziger Xoo-Stamm die xa35-Resistenz
umgehen. PX099 kodiert den TALE PthXo7, der das Allel TFIIAyl aktiviert (Abb.
1.3). Dadurch ist dieser Stamm in der Lage Krankheitssymptome auf homozygoten xa5-
Reispflanzen auszuldsen (Sugio, ef al., 2007). Die Ubertragung von PthXo7 in PX086
ermOglicht auch diesem Stamm wieder Krankheitssymptome auf homozygoten xas-
Reispflanzen auszulésen (Sugio, et al., 2007). Durch die Aktivierung des alternativen
Allels eines moglichen TALE-Interaktionspartners hilft PthXo7 also vermutlich die xa-
Resistenz zu liberwinden. Damit stellt PthXo7 ein exzellentes Beispiel dar, das zeigt
wie sich Pathogene durch die Entwicklung alternativer Effektoren im stindigen

Wettriisten mit der Pflanze an Resistenzen anpassen kdnnen, um diese zu iiberwinden.

20



Einleitung
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Abbildung 1.4 TALE-vermittelte Resistenzmechanismen

Dargestellt sind bekannte Resistenzmechanismen die zur Erkennung von TALEs aus Xanthomonas
oryzae pv. oryzae (Xoo) und Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) fiihren bzw. deren DNA-
Bindung und Aktivitdt verhindern. Die TALE-abhingige Aktivierung von Resistenzgenen fiihrt iiber
bisher hdufig unbekannte Signalwege zur Auslosung der hypersensitiven Reaktion (HR). Xal0 ist eines
der wenigen R-Gene dessen Wirkungsweise bereits bekannt ist. Xa23 ist vermutlich ein Allel von Xal0
und konnte eine vergleichbare Funktion erfiillen. Weitere Resistenzmechanismen werden durch die
Mutation von TALE-Bindestellen im Promotor von Suszeptibilititsgenen bzw. durch die Mutation von
TALE-Interaktionspartnern vermittelt Dadurch kann die TALE-abhidngige Aktivierung dieser Gene
verhindert werden. Die einzige bisher bekannte Protein-basierte Erkennung von TALEs wird durch das
Tomaten R-Protein Bs4 vermittelt, welches iiber bisher noch weitgehend unbekannte Signalwege zur HR
fihrt. ER: Endoplasmatisches Retikulum ZW: Zellwand; ZM: Zellmembran; FMO: Flavin-abhingige-
Monooxygenase

1.2.7 TALEs als Transkriptionsaktivatoren

TALEs aktivieren Gene. Die Notwendigkeit einer AD fiir die TALE-Aktivitét lasst
vermuten, dass TALEs in der Lage sind Teile der Polymerase-II-abhdngigen
Transkriptionsmaschinerie zu rekrutieren. Wie genau dies passiert bzw. mit welchen
Wirtsproteinen TALEs interagieren ist bisher jedoch weitgehend unklar.
Interessanterweise verschieben TALEs abhdngig von der Position ihrer Ziel-DNA-
Sequenz den Transkriptionsstart am Promotor des Ziel-Gens, sodass dieser ca. 40-60bp

downstream der TALE-Bindestelle liegt und sich damit auch vom natiirlichen
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Transkriptionsstart unterscheiden kann (Kay, ef al., 2007; Romer, et al., 2009; Antony,
et al, 2010; Hummel, et al, 2012). Dies konnte darauf hinweisen, dass TALEs
eigenstidndig den PIC an den Promotor rekrutieren konnen. Diese Rekrutierung konnte
iiber die Interaktion mit Hilfsproteinen, z.B. dem Mediator, oder sogar iiber die direkte
Interaktion mit Bestandteilen des PIC ablaufen. Hinweise auf letzteres gibt das bereits
beschriebene Resistenzallel xa5 welches die y-Untereinheit des generellen TFIIA
betrifft. Ob TALEs jedoch direkt mit TFIIA interagieren oder weitere Proteine
bendtigen bzw. weitere Interaktionen mit anderen Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie — stattfinden, ist aus diesen Studien bisher nicht
hervorgegangen.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass manchmal eine perfekte TALE-
Bindestelle im Promotor allein nicht ausreicht um ein Reportergen effizient zu
aktivieren (Scholze 2011; Bultmann, et al., 2012). Dies deutet darauthin, dass entweder
weitere Promotorelemente vorhanden sein miissen, um die TALE-abhédngige
Aktivierung zu ermoglichen oder die Zugénglichkeit des Promotors nicht gegeben ist,
wodurch die Bindung des TALEs verhindert wird. Speziell die Zugénglichkeit des
Promotors kann durch verschiedene Moglichkeiten eingeschriankt sein. Beispielsweise
konnten DNA-bindende Wirtsproteine TALE-Bindestellen blockieren. Bisher ist jedoch
noch nicht bekannt ob und wie TALEs mit diesen um mogliche Bindestellen
konkurrieren. Auflerdem konnte bereits gezeigt werden, dass DNA-Methylierung die
Bindung des TALEs verhindern kann (Bultmann, ef al., 2012). Dies ist darin begriindet,
dass das Cytosin-spezifische RVD HD keine methylierten Cytosine bindet, wodurch die
Bindung des gesamten TALEs verhindert werden kann (Bultmann, ef al., 2012; Valton,
et al., 2012; Deng, et al., 2012b). Moglichkeiten dies zu umgehen sind entweder vor
allem bei bekanntem Methylierungsstatus die Verwendung der RVDs N*, H* oder NG
zur Bindung methylierter Cytosine oder andernfalls die gleichzeitige chemische
Hemmung epigenetischer Modifikationsenzyme (Bultmann, et al., 2012; Valton, et al.,
2012; Deng, et al., 2012b). Weiterhin kdnnen Nukleosomen die DNA-Bindestelle eines
TALEs blockieren (Bultmann, et al, 2012). Daher wird auch hier entweder die
chemische Hemmung epigenetischer Modifikationsenzyme oder aber die Positionierung
der TALE-Bindestelle in DNasel-hypersensitiven Regionen als vorteilhaft betrachtet
(Bultmann, et al., 2012; Maeder, et al., 2013). Natiirlicherweise binden viele TALEs in
der Néhe oder direkt an der TATA-Box eines Ziel-Gens und damit in Bereichen von ca.

50 bis zu 300bp vor dem Translationsstart des Ziel-Gens (Grau, et al, 2013).
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Interessanterweise zeigten Studien im tierischen System, dass kiinstliche TALE-
Aktivatoren ausgehend von verschiedensten Bindestellen im Promotor beispielsweise in
der kodierenden Sequenz eines Gens, oder sogar reverse am Gegenstrang bindend ein
Ziel-Gen aktivieren konnen (Maeder, et al, 2013; Perez-Pinera, et al, 2013; Uhde-
Stone, et al, 2014). Diese Experimente wurden jedoch mit TALE-Derivaten
durchgefiihrt, die eine alternative AD (VP16 bzw. VP64) anstelle der natiirlichen AD
enthielten. Die VP16-AD vermittelt vermutlich die Transkriptionsaktivierung
unabhingig von Position oder Orientierung der Bindestelle vergleichbar mit einem
Enhancer-bindenden Protein (Seipel, et al., 1992; Bulger & Groudine 2011; Levine, et
al., 2014). Bisher ist jedoch unklar ob TALEs mit natiirlicher AD ebenfalls ausgehend
von verschiedensten Positionen im Promotor ein Ziel-Gen effektiv aktivieren konnen.

Die Analyse, wo TALEs in Promotoren positioniert werden konnen, welche
Promotorelemente gegeben sein miissen, wie TALEs mit Wirtsproteinen um
Bindestellen konkurrieren oder die Transkriptionsmaschinerie rekrutieren, kann weiter
zum Verstdndnis der TALE-abhingigen Transkriptionsaktivierung beitragen. Auflerdem
konnten diese Erkenntnisse auch auf die effiziente Anwendung von TALEs als
Genaktivatoren, Gen-Modifikationsenzyme oder sogar auf die Anwendung anderer

DNA-bindender Proteine {ibertragen werden.

1.3 Zielstellung

Seit der Entschliisselung des RVD-DNA-Codes sind TALEs Gegenstand intensiver
Forschungen, die sich mit der Anwendung von TALEs als kiinstliche DNA-
Bindedoméne oder der Analyse pflanzlicher Ziel-Gene beschiftigen. Ziel dieser Arbeit
war es daher weitere TALE-Charakteristika zu analysieren. Die Vorhersage pflanzlicher
Ziel-Gene setzt die mdoglichst vollstdndige Entschliisselung fehlender RVDs voraus.
Speziell die Spezifititen selten vorkommender Xanthomonas-TALE-RVDs bzw.
Ralstonia-TALE-RVDs sind nicht anhand bioinformatischer Analysen schon bekannter
TALEs und deren Ziel-Gene vorherzusagen und sollten daher experimentell ermittelt
werden. Da TALE-Homologe aus. R. solanacearum vermutlich ebenfalls mit Hilfe ihrer
repeat-Region an DNA binden, sollte die Analyse der in Ralstonia vorkommenden
RVD-Spezifititen die Vorhersage einer moglichen Ziel-DNA-Sequenz ermdglichen.
Interessanterweise finden sich im TALE-Repertoire reispathogener Xoo- und Xoc-
Stimme TALEs die repeats mit von der Norm abweichender Lénge enthalten. Diese

repeats konnten die strukturelle RegelmiBigkeit der repeat-Region und damit
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moglicherweise auch den DNA-Bindungsmechanismus der betroffenen TALEs
beeinflussen. Daher sollte die Funktionalitdt von TALEs mit solchen repeats analysiert
werden. Die TALE-abhingige Aktivierung von Suszeptibilititsgenen fordert die
Virulenz des zugehdrigen Xanthomonas-Stammes. Interessanterweise scheinen sich
besonders Xoo-Stimme auf die Aktivierung von Mitgliedern der OsSWEET-Familie zu
fokussieren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte analysiert werden ob auch weitere
Mitglieder dieser Familie als Suszeptibilititsgene flir Xoo-TALEs dienen konnen.
Bisher ist noch weitgehend unbekannt ob TALEs beliebig an verschiedene Positionen
im Promotor positioniert werden konnen oder ob es Positionen gibt, die eine besonders
effiziente Aktivierung des Ziel-Gens ermdglichen. Anhand solcher Effekte der
Positionierung auf die Ziel-Genaktivierung konnten eventuell Riickschliisse auf die
Kooperation von TALEs mit weiteren Promotorelementen gezogen werden. Um
Einblicke in solche Positionseffekte zu erhalten, sollte die Aktivitit eines Repertoires
kiinstlicher TALEs mit verschiedenen Bindestellen in einem natiirlichen Promotor
analysiert werden. Die Ergebnisse solcher Analysen konnten nicht nur dazu dienen die
Positionierung natiirlicher TALEs zu verstehen, sondern auch Hinweise fiir die
geeignete Auswahl von Bindestellen kiinstlicher TALEs geben, wenn diese als

Werkzeug zur gezielten Aktivierung von Genen angewendet werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Die Erweiterung des TALE-RVD-Codes

2.1.1 Publikation 1
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&

be controlled by cognate promoters

to allow physiological regulation of
activity. Indeed, for many disorders the
profile of gene expression required to
achieve significant therapeutic effect is
achievable with relatively simple expression
systems. For example, the frequency of
spontaneous hemorrhage is greatly reduced
in hemophilia B with a small fraction of
normal circulating levels of FIX. Similarly,
a fraction of functional circulating
phagocytes is sufficient to offer substantial
protection against infection in some
inherited immunodeficiencies. Diseases
most amenable to effective treatment with
current gene therapy approaches may
therefore be those where the therapeutic
window for functional protein expression
is relatively broad, and where a large
number of target cells are accessible to
transduction.

Previous expectations that gene therapy
would produce a ‘cure-all’ solution for
intractable diseases were unrealistic. The
agents in question are a diverse spectrum
of nucleic-acid based medicines that are
formulated in very different ways, yet can
be used to prevent, alleviate and provide
long-lasting treatments for a wide variety
of diseases both inherited and acquired.

In some cases they can now realistically
provide physicians and patients with

new therapeutic options where more
conventional approaches have failed, a
testament to the huge amount of scientific
research in the field over the last 10-20
years. By decreasing the requirement for
frequent repeated interventions, many gene
therapy approaches can lead to substantial
savings in the costs of lifetime medication.
However, it is also noteworthy that without
clinical trials, the field would not have
progressed nearly so rapidly. The fact that
some gene therapy strategies are finally
beginning to deliver on their potential may
well herald a raft of new and imaginative
interventional approaches designed to
exploit recent insights into cell biology and
disease processes.
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TAL effector RVD specificities and

efficiencies

To the Editor:

The DNA-binding domain of transcription
activator-like effectors (TALEs) has become
an important tool for the programmable
and specific targeting of genome-editing
nucleases' %, We determined specificities

of TALE DNA-binding modules and
discovered varying efficiencies to promote
TALE activity. This prompted us to study
the basis of TALE efficiency. Natural TALEs
from plant-pathogenic Xanthomonas sp.
bacteria function as eukaryotic transcription
factors. TALEs bind to DNA via tandem
near-identical 34-amino-acid repeats, each
of which recognizes one base pair via two
adjacent amino acids (12 and 13) termed
repeat-variable diresidues (RVDs)>. Three-
dimensional structures of TALE-DNA
complexes revealed that only amino acid 13
mediates specific recognition of the sense-
strand DNA base, whereas amino acid 12
stabilizes the repeat structure”. In vitro
assembly of repeat units yielded TALEs with
new and predictable DNA specificities>”.
Different DNA-recognition specificities

of individual RVDs have been shown*>10.
Specific recognition of guanine is difficult
because the common RVD NN (Asn-Asn)
recognizes guanine and adenine, whereas
the guanine-specific RVD NK (Asn-Lys)
apparently functions less well than NN does!!.

JULY 2012

Here we describe new RVD specificities
including NH (Asn-His), which is highly
specific for guanine. We show that efficiency
of RVDs varies and that strong repeats (HD
(His-Asn) or NN) are key for overall activity
of TALEs.

First, we constructed artificial TALEs
(ArtTALs) composed of an unusual
arrangement of repeats with predominantly
one type of RVD to decipher RVD specificities
(Supplementary Methods). With this
highly artificial setup, we first aimed to study
properties of each RVD type separately.
These ArtTALSs contained the RVDs NI
(Asn-Ile) and NG (Asn-Gly) in the first and
last repeat, respectively, to properly position
the TALE on the target DNA. We transfected
ArtTAL expression constructs together with
B-glucuronidase (GUS) reporter constructs
via Agrobacterium into leaf cells of Nicotiana
benthamiana. As expected, TALEs with
poly(HD) (ArtTAL,ip) and poly(NN)
(ArtTAL g n) RVDs efficiently induced
the polycytosine and polyguanine reporters,
respectively (Fig. 1a and Supplementary
Fig. 1). To our surprise, ArtTAL, j  did
not induce expression of the polyadenine
reporter construct, which is in contrast to
the known specificity of the RVD NN for
guanine and adenine. Similarly, ArtTALs with
poly(NI) (specificity of NI is for adenine),
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poly(NG) (specificity of NG is for thymine)
and other RVDs did not activate any of

the reporter constructs. We modified the
naturally most variable non-RVD amino
acids (positions 4 and 24) of NI, NG and NN
repeats, but this did not restore activity of
weak RVDs (Supplementary Fig. 2). This
demonstrates that TALEs with certain RVD
compositions are not functional, a finding
that is contradictory to the simple TALE code
reported so far®>.

Possibly RVDs have different efficiencies
and having many repeats with weak RVDs
impedes TALE function. Therefore, we
constructed ArtTALs, with an ‘anchor’
consisting of the first six repeats of the
natural TALE Hax3, which contain
several RVDs HD, which are efficient
according to our ArtTAL, o 1D data (Fig.
1a). These six repeats were followed by
six repeats with identical RVDs to yield
a total of 11.5 repeats (Supplementary
Sequences). Reporter constructs for in
planta GUS assays contained the first
half of the Hax3 box and six A, C, Gor T,
respectively. We used this artificial setup
to test known and new RV Ds. In total, we
analyzed eight new RVD specificities and
found that RVDs not present in natural
Xanthomonas TALEs can be functional
(Fig. 1b, Supplementary Figs. 3,4 and
Supplementary Table 1). Notably, the RVD
NH showed a specificity for guanine only,
the RVD NP showed a novel specificity for
three different bases (A, C or T), and the
RVD NS, which previously was designated
as nonspecific, showed a clear preference
for guanine and adenine. Notably, the new
guanine-specific RVD NH was much more
efficient than the guanine-specific RVD
NK. These RVD specificities will allow a
highly specific targeting of guanine (NH)
and a flexible targeting of closely related
or allelic sequences, respectively. Some
RVDs (NI, N*; the * indicates a missing
residue in the repeat) again did not result
in any measurable TALE activity, although
the proteins were produced to similar
levels as functional ArtTALs (Fig. 1b and
Supplementary Fig. 4).

To test whether activity and specificity of
weak RVDs can be measured if fewer than six
are combined in tandem, we used the Hax3
repeat framework and replaced four, three
or two RVDs with RVDs to be tested. GUS
reporter assays in planta showed that ArtTALs
with test RVDs HD and NN activated
the cytosine and the guanine reporters,
respectively, irrespective of the number of test
RVDs (Supplementary Fig. 5). In contrast,
ArtTALs with test RVDs NG, NI, N* or NN

594

(specificity for adenine) led to a substantially
increased reporter activation if fewer of these
RVDs were present in tandem. The ArtTALyp
derivatives were less active than the ArtTALyy
derivatives in these experiments, whereas

the ArtTAL, g 15 Was more active than the
ArtTALy Ny (Supplementary Fig. 1). This
apparent contradiction might be explained

by the hypothesis that efficiencies of RVDs
HD and NN or the overall functionality of
TALEs can be influenced by the nature of
amino acid 4 in the repeats. Here the original
poly(HD) and poly(NN) ArtTALs contain

the polar glutamine (Fig. 1a; Supplementary

Fig. 1), whereas the other ArtTAL constructs
contain the negatively charged aspartic acid

or glutamic acid (Fig. 1b-e, Supplementary
Figs. 2,4-7 and Supplementary Table 2). For
example, a direct comparison shows a stronger
activity of ArtTAL\ with aspartic acid
than with glutamine at position 4, respectively
(Supplementary Fig. 2).

To test whether certain RVDs are only weak
if identical RVDs are present in tandem, we
constructed ArtTALs with mixed RVDs. The
repeat domain consisted of 10.5 repeats, which
can be sufficient for maximal transcriptional
activation®. We combined three alternating

a Variable RVDs

123456 7 8 9 1011 12 13 14 15155
ArtTALgayex NI XK XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX X xx NG NIHDNNNGNS N* HG ev
PolyAbox T A A AAAAAAAAAAAAAT o A
PoyCbox TA CCCCccccccccccecT @ c
PolyG-box T A ] T “0 G
PlyTbox TATTTTTTTTTTTTTTT o - T

b . Hax3 . Variable RVDs
1 23456 7 8 9 1011115 N HDNNNGNSNPHNNTNHNK N SN IS SH ev
ArtTALsxx NI HD NI HDHDHDXX XX XX XX XX XX % 4 @ 90 e 00 B A
6Abox T A CACCGCAAAAAA o . . c
B TACALEECCCEEL Te ereees 4 4
6Tbox T ACACCCTTTTTT St seren _ T
Haxs @  cus @
c 02 AGgs:alrolyuz 14 16
123 45 6 7 8 9 10105
ArtTALNk; NG NI[NK]NE NG NI[RE|NI[RNEING NG NK Weak RVDs only
ArtTALN NG NI[NN|NI NG NIfnn[NE[NN[NG NG NN 43 strong RVDs
ArtTALy NG N\[NI NG Nl:INllNG NG NH +3intermediate AVDs
AGT1-box T T A ATA A TT e
d GUS activity
123 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17175 5 1015 20 %
ArtTALyc: NG NI[NK]NE NG NIJTE] NI [REING NG NI[NKING[NK] NE[RRING Nk Weak RVDs only
ArtTALnnz NG NI|NNINI NG NI[NN[NINNING NG NING NI NG NN ——]—— +6strong RVDs
ArtTALz NG NI[NI NG NI]NI‘_NGNG NIING NI[NHING  NH[ ———— 6 intermediate RVDs
AGT2-box T T A ATA AGTTA TGAGT oevf
e ° ° ° GUS activity
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17175 O 5 10 15 20 25 30 35
ArtTALyks NG HD[NK]NI NG NI[VKHD[NKING NG NI[NKING[NK|HD[NKING Nk )
ArtTALng NG HD[NN|NI NG NI|NNJHD|NN[NG NG NING HDNG N
ArtTALNHa NGHD[NI NG NI]HD‘_NGNG NIING HO[uHING N[ @
G-box TTC ATA CGTTA TGCGT e
A-box TTCAATAACATTA TACAT wmBanNs™ ~ 77777
) ——
NH [+ >
o
Haa | T T
. g

Figure 1 TALE RVD specificities and efficiencies.

(a—e) ArtTALs with varying RVD compositions

were constructed. Possible target DNA boxes were cloned in front of the minimal Bs4 promoter
into a GUS reporter vector. The target boxes are preceded by a T, which is specified by the TALE
N-terminal region5:6:8, Constitutive 35S-driven artTALs or empty T-DNA (ev) were codelivered

via A. tumefaciens with GUS reporter constructs i

nto N. benthamiana. The 35S::uidA (GUS) and

Hax3 with Hax3 box (Hax3) served as positive controls and empty vector (ev) as negative control.

Leaf disks were stained with X-Gluc. GUS activity

is the mean of three samples (expressed in

pmol 4-methyl-umbelliferone min-! per pg protein; error bars indicate s.d.). ArtTALpoiyxx With 14
identical RVDs (a). ArtTALgyy with the first six repeats of Hax3 and six repeats with RVDs to be
tested (b). Short ArtTALs with mixed RVDs and same DNA specificity: ArtTALyk; (only weak RVDs),
ArtTALyy; and ArtTALyy; (weak and strong repeats) (c). Long ArtTALs with mixed RVDs and same
DNA specificity: ArtTALyy, (only weak RVDs), ArtTALy,y, and ArtTALyy, (weak and strong repeats)
(d). ArtTALs with mixed RVDs including three RVDs HD marked by e (e). Significance (*) or non-
significance (N.s.) above empty vector control (P < 0.05) is indicated.
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Table 1 Recommendations for the design of efficient TALEs

R dati Description
1 Incorporate at least some (~3-4) strong RVDs (e.g., HD or NN)
2 Position strong RVDs to avoid stretches (=6) of weak RVDs, especially at ends
3 For high guanine specificity use NH (to promote TALE activity) or NK (if enough

strong RVDs are present)

4 Use NN for guanine if only a few other strong RVDs are present

repeats with weak RVDs (NI, NG and NK)
of different specificities. As an alternative
for a guanine-specific RVD, we replaced the
weak RVD NK with the more efficient RVDs
NN or NH. All resulting ArtTALs should
recognize the same DNA sequence. This
avoided sequence-specific effects, such as
competition with host proteins that might
otherwise differently affect target sequences.
GUS reporter assays in planta showed that
only the ArtTAL containing the strong RVD
NN, but not the ArtTALs containing the RVDs
NK or NH, led to transcriptional activation
of the reporter gene (Fig. 1c). This example
suggests that also a combination of different
weak RVDs compromises TALE activity and
that function of TALEs relies on the presence
of strong RVDs in the repeat domain. To our
surprise, the RVD NN was efficient in this
assay, but the RVD NH was not, whereas in the
ArtTALgyxy constructs both exhibited similar
efficiency. To test whether the particularly
short length of the repeat domain was
responsible for this, we constructed ArtTALs
with 17.5 repeats and mixed weak RVDs (NI,
NG and NK) or NN and NH substitutions.
GUS reporter assays in planta showed that
the ArtTALyy, with mixed 17.5 weak RVDs
was not functional, whereas the ArtTALs
with RVDs NH and NN produced high GUS
reporter activity (Fig. 1d). Protein levels of the
ArtTALs with mixed RVDs were comparable
(Supplementary Fig. 6). We conclude from
these examples that efficiency of weak RVDs
cannot be compensated by simply increasing
the number of repeats. In addition, the RVD
NH can promote activity of TALEs but
with less efficiency than NN (thus, NH was
classified as ‘intermediate;, Fig. 1¢,d). Here
the total number of repeats apparently had an
effect, but additional experiments are needed
to generalize this.

Our classification of RVDs into
weak, intermediate and strong is an
approximation of the variable RVD
efficiencies. It is likely that a more
quantitative assessment will eventually
reveal subtle differences in different

NATURE BIOTECHNOLOGY VOLUME 30

contexts. Apparent efficiencies of certain
RVDs might also depend on the nature

of neighboring RVDs in the TALE repeat
domain. With the exception of tandem
repeats with RVDs HD that form inter-
repeat hydrogen bonds’, no influence
between neighboring RVDs has so far been
reported to our knowledge®-%. Nevertheless,
flanking strong RVDs might stabilize TALE
protein-DNA interaction sufficiently

to also allow non-optimal RVD-base
combinations without decreasing overall
TALE activity.

To corroborate our hypothesis that
insertion of strong RVDs is essential for TALE
function, we incorporated three or four strong
RVDs HD into the long mixed ArtTALs and
placed a corresponding target box with three
or four cytosines into the reporter construct.
In planta GUS reporter assays demonstrated
that the RVDs HD efficiently transformed
the nonfunctional ArtTALyy to full activity
but had no profound impact on the already
active ArtTALyy; and ArtTALy (Fig. 1e
and Supplementary Fig. 7). To compare
specificity of guanine-specific RVDs, we
replaced guanine in the target box at five of
the six positions with adenine. GUS reporter
assays showed that the RVDs NH and NK
were more specific for guanine than the RVD
NN was (Fig. 1e). Our experiments show that
TALE activity depends on RVD composition
and that tandem weak RVDs can compromise
TALE function. The data set we present here
comprises 55 artificial TALEs, but many RVD
combinations remain to be tested. Future
analyses will define quantitative efficiencies,
combinatorial effects and possible positional
influence of RVDs in the TALE repeat
domain.

In conclusion, our findings have a direct
impact on the design of artificial TALEs. We
suggest that TALEs should contain at least
some (for example, 3-4) properly spaced
strong RVDs to enable full activity. If high
specificity for guanine is required, the RVDs
NH or NK are preferred, but RVD NN
should be chosen if weak overall efficiency
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of the TALE needs to be increased. In
particular, TALEs with predominantly weak
RVDs (NI, NG or NK) should be designed
carefully to also include strong RVDs (HD
or NN). We compiled recommendations to
summarize this in Table 1 and believe that
these will help the community construct
reliably functional TALEs. We believe these
recommendations will be important for TALE
nuclease design and in other eukaryotic
systems, but this awaits experimental proof.
Understanding the molecular basis of RVD
efficiency will eventually help to define rules
for TALE design and RVD choices. Our

data are supported by TALE-DNA complex
structures’*S. Strong RVDs (NN or HD) form
hydrogen bonds with DNA bases, whereas
some weak RV Ds (for example, NI or NG)
only make van der Waals contacts”$. RVD
efficiency is an important general extension to
the simple DNA-specificity code of TALEs.

Note: Supplementary information is available in the
online version of the paper.
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SUPPLEMENTARY SEQUENCES

DNA sequence
ArtTALgy

ATGGATCCCATTCGTTCGCGCACACCAAGTCCTGCCCGCGAGCTTCTGTCCGGACCCCAACCCGATGG
GGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTC
GGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCCTCACCTGCGTTCTCGGCGGACAGC
TTCAGTGACCTGTTACGTCAGTTCGATCCGTCACTTTTTAATACATCGCTTTTTGATTCATTGCCTCC
CTTCGGCGCTCACCATACAGAGGCTGCCACAGGCGAGTGGGATGAGGTGCAATCGGGTCTGCGGGCAG
CCGACGCCCCCCCACCCACCATGCGCGTGGCTGTCACTGCCGCGCGGCCGCCGCGCGCCAAGCCGGCG
CCGCGACGACGTGCTGCGCAACCCTCCGACGCTTCGCCGGCCGCGCAGGTGGATCTACGCACGCTCGG
CTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCAGCACCACGAGG
CACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCCAACACCCGGCAGCGTTAGGG
ACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGG
CGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGCTCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAG
GTCCACCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAGCGTGGCGGCGTGACCGCAGTG
GAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGT
GGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGT
GCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGT
GGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGT
GCCAGGCCCATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGT
GGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGT
GCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGT
GGCCATCGCCAGCAATAAGGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGT
GCCAGGCCCATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAAGGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGT
GGCCATCGCCAGCAATAAGGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGT
GCCAGGCCCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAAGGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGT
GGCCATCGCCAGCAATAAGGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGT
GCCAGGCCCATGGCCTGACGCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAAGGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGCGTTGACCAACGACCACCT
CGTCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGCCGCACGCGC
CGGCCTTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTATTCCCGAACGCACATCCCATCGCGTTGCCGACCACGCG
CAAGTGGTTCGCGTGCTGGGTTTTTTCCAGTGCCACTCCCACCCAGCGCAAGCATTTGATGACGCCAT
GACGCAGTTCGGGATGAGCAGGCACGGGTTGTTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCG
AAGCCCGCAGTGGAACGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGGACCGTATCCTCCAGGCATCAGGGATG
AAAAGGGCCAAACCGTCCCCTACTTCAACTCAAACGCCGGATCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCCGA
TTCGCTGGAGCGTGACCTTGATGCGCCTAGCCCAATGCACGAGGGAGATCAGACGCGGGCAAGCAGCC
GTAAACGGTCCCGATCGGATCGTGCTGTCACCGGTCCCTCCGCACAGCAATCGTTCGAGGTGCGCGTT
CCCGAACAGCGCGATGCGTTGCATTTGCCCCTCCTCAGCTGGGGTGTAAAACGCCCGCGTACCAGGAT
CGGCGGCCTCCTGGATCCTGGTACGCCCATGGATGCCGACCTGGTAGCGTCCAGCACCGTGGTTTGGG
AACAAGATGCGGACCCCTTCGCAGGGACAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGCTCGCA
TGGTTGATGGAGCTATTGCCTCAGTGA

Amino acid sequence®’
ArtTAL,,,

MDPIRSRTPSPARELLSGPQPDGVQPTADRGVSPPAGGPLDGLPARRTMSRTRLPSPPAPSPAFSADS
FSDLLRQFDPSLFNTSLFDSLPPFGAHHTEAATGEWDEVQSGLRAADAPPPTMRVAVTAARPPRAKPA
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PRRRAAQPSDASPAAQVDLRTLGYSQQQQEKIKPKVRSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALG
TVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWSGARALEALLTVAGELRGPPLOQLDTGQLLKIAKRGGVTAV
EAVHAWRNALTGAPLNLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQA
LETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQA
LETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQA
LETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASXXGGKQA
LETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASXXGGKQA
LETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASXXGGKQA
LESIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSHRVADHA
QVVRVLGFFQCHSHPAQAFDDAMTQFGMSRHGLLQLFRRVGVTELEARSGTLPPASQRWDRILQASGM
KRAKPSPTSTQTPDQASLHAFADSLERDLDAPSPMHEGDQTRASSRKRSRSDRAVTGPSAQQSFEVRV
PEQRDALHLPLLSWGVKRPRTRIGGLLDPGTPMDADLVASSTVVWEQDADPFAGTADDFPAFNEEELA
WLMELLPQ*

‘RVDs are shown in green. XX indicates different RVDs according to Figure 1b.

SUPPLEMENTARY METHODS

Plant growth and inoculations

Nicotiana benthamiana plants were cultivated in the greenhouse with 16h light, 40-60%
humidity and day/night temperatures of 23°C/19°C. Leaves of five- to seven-week old plants
were inoculated with Agrobacterium tumefaciens GV3101 containing binary vector
derivatives as described'. Inoculated plants were transferred to a Percival growth chamber
(Percival Scientific) with 22°C/18°C day/night temperatures and 16 h light.

Construction of artificial TAL effectors (ArtTALs)

ArTAL, xx Were constructed as described' using random ligation of single repeat Esp3I
fragments into an ENTRY vector containing a Hax3 backbone. The number of repeats was
analyzed by Stul Hincll digest and TAL effectors with a total of 15.5 repeats chosen. The
ArtTAL,, xx were cloned by GATEWAY LR-recombination into pGWB6* for expression of
N-terminal GFP-TAL effector fusions under control of the constitutive 35S cauliflower
mosaic viral promoter. The repeat region of all constructs was sequenced.

ATtTAL iy, ATtTAL,xy, ArtTAL,y, ArtTAL,y, were constructed using a modified Golden
TAL Technology®. Individual repeats of all tested RVDs were subcloned for repeat positions
one to six in a hexa-repeat array. The repeat backbone apart from the RVDs is identical
(Supplementary Table 2). The first six repeats of Hax3 (NI HD NI HD HD HD) and the last
5.5 repeats containing the RVDs to be tested were assembled into two independent modules
and inserted together with the Hax3 N- and C-terminal regions as N-terminal GFP fusion into
a binary vector allowing expression of the constructs under control of the constitutive 35S
promoter. ArtTAL, ArtTALyy, ArtTALy,, were constructed using the original Golden TAL
Technology in the same binary vector’.

GUS reporter constructs and reporter assay

The ArtTAL target DNA boxes were amplified together with the minimal Bs4 promoter and
inserted into pENTR/D-TOPO (Invitrogen). The promoter derivatives were recombined into
pGWB3? via LR recombination. Transient GUS reporter assays were performed as described'.
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Briefly, Agrobacterium strains delivering ArtTAL constructs and GUS reporter constructs
were mixed 1:1 and inoculated into N. benthamiana leaves with a total ODg,, of 0.8. The
constructs integrate into the plant chromosomes. Leaf disks (0.9 cm diameter) were sampled
two days later and GUS activity determined. For qualitative GUS assays, leaf disks were
stained in X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide) solution*, destained in
ethanol and dried between acetate foil. For quantitative GUS assays two leaf disks were
pooled, the plant tissue homogenized, diluted, and incubated with 4-methyl-umbelliferyl-{3-D-
glucuronide (MUG) as described’. Proteins were quantified using Bradford assay (BioRad).
Triplicate samples from different plants were combined into one data point. All experiments
were at least done twice with similar results.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
a
variable RVDs
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Supplementary Fig. 1 Weak and strong TAL effector RVDs. Quantitative data to Fig. 1a. (a)
Artificial TAL effectors (ArtTAL,,xx) composed of predominantly one repeat type were
constructed to test specificities and efficiencies of RVDs. DNA boxes with polyA, -C, -G, or -
T as target for the poly-RVD repeats were cloned in front of the minimal Bs4 promoter into a
GUS reporter vector. (b) 35S-driven artTALs or empty T-DNA (ev) were codelivered via A.
tumefaciens with GUS reporter constructs into N. benthamiana and quantitative GUS activity
was measured (error bars indicate SD; n = 3 samples). 4-MU, 4-methyl-umbelliferone. Note
that only two RVD-DNA base combinations (HD=C and NN=G) yield reporter activity
although specificity of other RVDs (NI=A, NN=A, NG=T, NS=A/C/G/T, N*=T, HG=T) is
known. This demonstrates the effect of strong and weak RVDs, respectively.
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a variable RVDs

1
8 9 10 11 12 13 14 15155
XX XX XX XX XX XX XX NG

poly A-box T A
poly C-box T A
poly G-box T A

A

1.2 3 4

ArtTALpoyxx NI XX XX XX
A

(o]

poly T-box T

RVD
NI LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

Nlgq LTPQQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

NIRA LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQALLPVLCQAHG

NG LTPQQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

NGQE LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

NN LTPQQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG :w
NNgp LTPDQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG C
ev -

Hax3 ev GUS

Supplementary Fig. 2 Variation of non-RVDs does not restore efficiency of weak RVDs. (a)
Artificial TAL effectors (ArtTAL,,xx) composed of predominantly one repeat type were
constructed. DNA boxes with polyA, -C, -G, or -T as target bp for the poly-repeats were
cloned in front of the minimal Bs4 promoter into a GUS reporter vector. (b) 35S-driven
artTALs or empty T-DNA (ev) were codelivered via A. tumefaciens with GUS reporter
constructs into N. benthamiana. Leaf disks were collected 2 dpi and stained for qualitative
GUS activity using X-Gluc. Amino acid substitutions (E4Q, R24A, Q4E, Q4D; bold and red
letters) that are frequently found in nature were introduced into the poly-RVD repeats,
respectively. Constitutive 35S-driven uidA (GUS), hax3 (Hax3) or empty vector (ev)
codelivered with Hax3 box in the reporter vector were used as controls. Note that none of the
poly-NI or poly-NG ArtTALs produced reporter activity indicating that the weak efficiency of
these RVDs can not be rescued by non-RVD exchanges. Activity of the strong RVD NN is
not abolished by non-RVD exchange.
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R. solanacearum Brg11 RVDs:
NT, NK, HN, NG, HD, SH, NP, NH, SN, IS

Xanthomonas repeat backbone:
LTPEQVVAIASXXGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

Predicted Brg11 target sequences:
NT-NK-HN-HN-HN-HN-NG-HD-NK-HD-HD-SH-NP-NH-SN-HD-IS-IG
G G G GG 6 T CGCOCGTG G C N T
A A A A A A

C

b Xanthomonas campestris pv. armoraciae Hax3
1
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rep3
rep4d
repb
repé6
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rep8
rep9
replO
repll
repl2

Supplementary Fig. 3 Comparison of R. solanacearum GMI1000 Brgll (accession no.
CAD15517.1) repeats and X. campestris pv. armoraciae Hax3 repeats. Repeat amino acids
were aligned, and conserved amino acids shaded using BOXSHADE (ch.embnet.org). The
first and last amino acids are numbered, and the RVDs are indicated above the alignment. a)
R. solanacearum Brgl1 repeats. Apparent RVDs from Brgl1 were identified and inserted into
the backbone of Xanthomonas TAL effector repeats (RVD positions indicated by red "XX")
to determine their specificity. Experimentally derived specificities (Supplementary Fig. 4)
were used to predict possible Brgl1 target sequences. b) X. campestris pv. armoraciae Hax3
repeats.
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Supplementary Fig. 4 Specificities and efficiencies of RVDs. Quantitative data to Fig. 1b.
(a) Artificial TAL effectors (ArtTALyy) with the first six repeats of Hax3 and six RVDs to be
tested were constructed. Target DNA boxes with A, C, G, or T at the last six positions were
cloned in front of the minimal Bs4 promoter into a GUS reporter vector. (b-f) Constitutive
35S-driven artTALs or empty T-DNA (ev) were codelivered via A. tumefaciens with GUS
reporter constructs into N. benthamiana and quantitative GUS activity measured (error bars
indicate SD; n = 3 samples). 4-MU, 4-methyl-umbelliferone. 35S-driven uidA (GUS), hax3
(Hax3) or empty vector (ev) codelivered with Hax3 box in the reporter vector were used as
controls. Low GUS activities were subjected to z-test analysis. Significance (*) or non-
significance (n.s.) above empty vector control (p<0.05) is indicated. Please note that the scale
of the y-axis differs to display specificities of weak and strong RVDs. (g) ArtTALyy protein
integrity was determined by Western-blot using an anti-GFP antibody directed against the N-
terminally fused GFP in all ArtTALy proteins. Please note that although overall ArtTAL gy
protein amount differs, this does not correlate with ArtTAL . activity, i.e. some ArtTAL gy
with weak RVDs cause low GUS reporter activity, but have high protein levels.
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Supplementary Fig. 5§ Efficiency of TAL effectors depends on the number of tandem repeats
with weak RVDs. (a) Artificial TAL effectors (ArtTALsgyy, AMtTALS,y, ArtTALS;yy,
ArtTALSs,xy) composed of Hax3 repeats with substituted six, four, three, or two repeats,
respectively, with RVDs to be tested were constructed. Target DNA boxes with A, C,G,or T
were cloned in front of the minimal Bs4 promoter into a GUS reporter vector. (b-g)
Constitutive 35S-driven artTALs or empty T-DNA (ev) were codelivered with GUS reporter
constructs via A. tumefaciens into N. benthamiana. Qualitative and quantitative GUS activity
was determined (error bars indicate SD; n = 3 samples). 4-MU, 4-methyl-umbelliferone.
358::uidA (GUS) and Hax3 with the Hax3-box served as controls. #-test show significance (*)
or non-significance (n.s.) above empty vector control (p<0.05). Please note that the activity of
ArtTALs depends on the RVD specificity, but also the number of tandem repeats with weak
RVDs. Specificity of some RVDs (NN=A, N*, NS) appears to vary with the number of
tandem identical RVDs which likely reflects different RVD efficiencies to the DNA bases.

Page 11

Nature Biotechnology: doi:10.1038/nbt.2304



Ergebnisse

Streubel et al. TAL effector RVD specificities and efficiencies Supplementary

a
2345678910105

ArtTALNk1 NG NI NI NG NI NG NG
ArtTALNN1 NG NI NI NG NI NG NG
ArtTALNH1 NG NI NI NG NI NG NG

AGT1-box T T A A TA

ArtTAL
NK1 NN1 NH1 NK1 NN1 NH1 ev Hax3 GUS
130 kDa —
b "0 00

b 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17175

ArTALnkz NG NI NI NG NI NG NG NI
ArTALNN2 NG NI[NN[NI NG NI NG NG NI NG
ArTALNH2 NG NI[NH[NI NG NI NG NG NI NG
AGT2-box T T A ATA A TTA T

ArtTAL
NK2 NN2 NH2 NK2 NN2 NH2 ev Hax3 GUS

130 kDa —'-fg ey O 0 e @

Supplementary Fig. 6 Efficiency of different G-specific RVDs in mixed-RVD ArtTALs.
ArtTALs with 10.5 (a) and 17.5 repeats (b), respectively, and mixed weak RVDs (NI, NG,
NK) or substitutions (boxed) with more efficient G-specific RVDs (NN, NH) were assembled.
The short and long ArtTALSs, respectively, recognize the same DNA sequence. Constructs
producing ArtTALs and GUS reporter constructs were codelivered into N. benthamiana leaf
cells using Agrobacterium. Leaf disks were collected 2 dpi and stained for qualitative GUS
activity using X-Gluc. Please note that mixed weak RVDs resulted in non-functional ArtTALSs
(ArtTALyg,, ArtTAL\g,) whereas 3 (ArtTALyy,) or 6 (ArtTALyy,) strong NN RVDs,
respectively, ensured ArtTAL activity. The intermediately strong RVD NH resulted in a
functional ArtTAL (ArtTALy,,) if 17.5 repeats were used, but a non-functional one
(ArtTALy,,) if only 10.5 repeats were used. Western blots using anti-GFP antibody directed
against the N-terminally GFP fused to all ArtTALs indicate stable protein production.
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Supplementary Fig. 7 Efficiency and specificity of ArtTALs with mixed and HD RVDs.
ArtTALs with 17.5 repeats and mixed weak RVDs (NI, NG, NK), substitutions (boxed) with
more efficient G-specific RVDs (NN, NH), and 3 (a) or 4 (b) HD RVDs (*) were assembled.
Constructs producing ArtTALs and GUS reporter constructs were codelivered into N.
benthamiana leaf cells using Agrobacterium. Leaf disks were stained for qualitative GUS
activity and quantitative GUS activity was measured (error bars indicate SD; n = 3 samples).
4-MU, 4-methyl-umbelliferone. 35S-driven uidA (GUS), hax3 (Hax3) or empty vector (ev)
codelivered with Hax3-box in the reporter vector were used as controls. #-test show
significance (*) above empty vector control (p<0.05). Please note that all ArtTALs were
active on the G-box indicating that 3 and 4 HD RVDs efficiently rescue ArtTAL function
(compare to Supplementary Fig. 6). Multiple exchanges of G to A in the target DNA box
revealed that NK and NH RVDs are more specific for G than NN. Western blots using anti-
GFP antibody directed against the N-terminally GFP fused to all ArtTALs indicate stable
protein production.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Supplementary Table 1. RVD specificities and efficiencies®

RVD* Specificity” Efficiency®
Known RVD specificities

NI A weak

HD C strong

NN G>A strong (G), intermediate (A)
NK G weak

NS G,A>C>T intermediate
NG T weak

Novel RVD specificities

NH G intermediate
N* T>C>>G,A weak

NP T>A,C intermediate’
HN G>A intermediate*
NT G>A intermediate*
SN G weak

SH G weak

IS - weak

a

Amino acids in one letter code. A star (*) indicates a missing amino acid in the alignment.
DNA base of leading strand. > and >>: decreasing efficiencies. -: no efficiency was
detected

¢ Strong RVDs were functional in all ArtTALs; intermediate RVDs supported ArtTALx
function, but depended on the overall RVD composition of the TAL effector; weak RVDs
were not functional in ArtTAL jxy.

It was not determined whether RVDs are strong.

b
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TAL effector RVD specificities and efficiencies

Supplementary Table 2. Analyzed repeats®

Supplementary

RVD Repeat sequence
ArtTAL,, xx
NI LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
HD LTPQQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NS LTPQQVVAIASNSGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NG LTPQQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NN LTPQQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
N* LTPDQVVAIASN*GGKQALETVQRLLPVLCQDHG
HG LTPDQVVAIASHGGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
Repeats with non-RVD exchanges®
NI LTPOQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NIza LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQALLPVLCQAHG
NGy LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NNy, LTPDQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
ArtTALqg, 5 xx
NI LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
HD LTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NN LTPEQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NG LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NS LTPEQVVAIASNSGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NP LTPEQVVAIASNPGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
HN LTPEQVVAIASHNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NT LTPEQVVAIASNTGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NH LTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NK LTPEQVVATIASNKGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
SN LTPEQVVAIASSNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
IS LTPEQVVAIASISGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
N* LTPEQVVAIASN*GGKQALETVQRLLPVLCQAHG
SH LTPEQVVAIASSHGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
* amino acids in one letter code. A star (*) indicates a missing amino acid in the alignment.
RVDs are in green.

b

non-RVD exchanges are in red.
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2.1.1.2 Zusammenfassung Publikation 1

Die Entschliisselung des TALE-RVD-Codes war ein bedeutender Schritt um die
Funktion von TALEs als Transkriptionsaktivatoren, sowie deren Ziel-Gene besser zu
verstehen und TALEs als niitzliches Werkzeug fiir biotechnologische Anwendungen
verfiigbar zu machen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Spezifititen selten
vorkommender Xanthomonas- bzw. Ralstonia-TALE-RVDs analysiert. Da TALE-
Homologe aus. R. solanacearum vermutlich ebenfalls mit Hilfe ihrer repeat-Region an
DNA binden, sollte die Analyse der in Ralstonia vorkommenden RVD-Spezifititen
erstmals die Vorhersage einer Ziel-DNA-Sequenz fiir einen Ralstonia-TALE
ermoglichen. Der modulare Aufbau von TALEs ermoglicht die Erstellung kiinstlicher
TALEs mit nutzerdefinierter RVD-Abfolge. Zur Analyse der RVD-Spezifititen wurden
daher kiinstliche TALEs erstellt, die eine gewisse Anzahl des zu untersuchenden RVDs
in Folge enthielten. Die Aktivitdit dieser TALEs wurde anhand verschiedener
Reporterkonstrukte analysiert, welche an den entsprechenden Positionen des zu
untersuchenden RVDs die Nukleotide Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin besal3en.
Anhand der kiinstlichen TALEs konnte die Spezifitit fiir 8§ der 9 analysierten RVDs
bestimmt werden und so z.B. ausschlieBlich Guanin-spezifische RVDs (z.B. NH, NK)
identifiziert werden. Diese konnten zukiinftig das Purin-spezifische RVD NN ersetzen,
um z.B. die off-target Rate von TALE-Werkzeugen im Ziel-Genom zu verringern.
AuBerdem konnte nun erstmals anhand der RVD-Abfolge eine mogliche Ziel-DNA-
Sequenz des R. solancearum TALEs Brgll abgeleitet werden. Weiterhin wurden
erstmalig einzelne TALEs beschrieben, die einen Reporter trotz perfekter Ziel-DNA-
Sequenz nicht aktivieren konnten. Interessanterweise konnte dies auf die RVD-
Komposition des jeweiligen TALEs zuriickgefiihrt werden. TALEs die nur eine
Auswahl bestimmter RVDs (z.B. NI, NG, NK) enthielten konnten das Reporter-
konstrukt nicht aktivieren. Die Aktivitdt dieser TALEs konnte jedoch durch die
Insertion von HD- oder NN-RVDs wiederhergestellt werden. Eine mogliche Erklarung
dafiir konnte sein, dass die Eigenschaften bestimmter RVDs verschieden sind und damit
die Gesamt-TALE-Aktivitdt unterschiedlich beeinflussen. Einige RVDs z.B. HD oder
NN sind starke RVDs mit einem positiven Einfluss auf die TALE-Aktivitit,
wihrenddessen sind andere RVDs z.B. NI, NG oder NK schwach und haben lediglich
einen geringen oder keinen Einfluss auf die TALE-Gesamt-Aktivitit. Diese

Erkenntnisse erweiterten den urspriinglichen TALE-RVD-Code und ermdéglichten die
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Ableitung von Richtlinien zur Erstellung effizienter TALEs mit ausgewogener RVD-

Komposition.

2.2 Gruppe III OsSWEET: sind wichtige Suszeptibilititsgene fiir Xoo-TALEs

2.2.1 Publikation 2
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Five phylogenetically close rice SWEET genes confer TAL
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Summary

e Bacterial plant-pathogenic Xanthomonas strains translocate transcription activator-like
(TAL) effectors into plant cells to function as specific transcription factors. Only a few plant
target genes of TAL effectors have been identified, so far. Three plant SWEET genes encoding
putative sugar transporters are known to be induced by TAL effectors from rice-pathogenic
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (X00).

e We predict and validate that expression of OsSWEET74 is induced by a novel TAL effector,
Tal5, from an African Xoo strain. Artificial TAL effectors (ArtTALs) were constructed to indi-
vidually target 20 SWEET orthologs in rice. They were used as designer virulence factors to
study which rice SWEET genes can support Xoo virulence.

e The Tal5 target box differs from those of the already known TAL effectors TalC, AvrXa7
and PthXo3, which also induce expression of OsSWEET14, suggesting evolutionary conver-
gence on key targets. ArtTALs efficiently complemented an Xoo ta/C mutant, demonstrating
that specific induction of OsSWEET14 is the key target of TalC. ArtTALs that specifically target
individual members of the rice SWEET family revealed three known and two novel SWEET

Key words: designer TALE, plant pathogen,
plant resistance, rice, TALE, type-IIl effector,
virulence, OsSWEET.

genes to support bacterial virulence.
e Our results demonstrate that five phylogenetically close SWEET proteins, which presumably
act as sucrose transporters, can support Xoo virulence.

Introduction

Plant pathogens threaten the production of food crops world-
wide. The bacterial pathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)
causes bacterial leaf blight (BLB), one of the most devastating dis-
eases of rice (Nino-Liu etal, 2006), which is a primary food
plant for half of the world’s population. Virulence of Xoo relies
on injection of a cocktail of effector proteins into plant cells via a
specialized type III secretion system (White & Yang, 2009). TAL
(transcription  activator-like) effectors constitute a major Xoo
effector family as many as 19 genes per strain (Salzberg ezal.,
2008). TAL effectors employ tandem, nearly identical 34-amino-
acid repeats to directly bind specific DNA sequences in promoter
regions. Guided by a repeat variable diresidue (RVD) specific for
one of the four DNA bases, or combinations thereof, each repeat
binds one base pair in a contiguous sequence (Boch ez al., 2009;
Moscou & Bogdanove, 2009; Boch & Bonas, 2010). The DNA-
binding domain, together with a C-terminal activation domain,

*These authors contributed equally to this work.
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enables TAL effectors to function as specific transcription factors
that induce expression of target plant genes to the benefit of the
pathogen (Boch & Bonas, 2010). The modular TAL effector
architecture also allows one to artificially rearrange repeats to gen-
erate artificial TAL effectors with novel, predictable DNA speci-
ficities (Boch eral., 2009). Artificial TAL effectors (also called
designer TAL effectors) have been used to analyze the specificities
and efficiencies of RVDs (Boch eral, 2009; Christian et al.,
2012; Cong et al., 2012; Streubel ez al., 2012) and induce target
gene expression in different organisms (Morbitzer ezal., 2010;
Geifller eral, 2011; Miller eral, 2011; Zhang etal, 2011;
Bultmann ez al., 2012; Li ez al., 2013; Maeder ez al., 2013; Perez-
Pinera eral., 2013). Consequently, TAL effectors have become
widely used in biotechnology as specific activators, repressors,
and nucleases in many different organisms (Bogdanove &
Voytas, 2011; Mussolino & Cathomen, 2012).

Several TAL effectors contribute significantly to bacterial viru-
lence (Boch & Bonas, 2010), but in general little is known about
their biological virulence targets. Because virulence of most Xoo
strains mainly relied on the presence of individual TAL effectors
and thus the ability to induce specific host genes, these targets

© 2013 No claim to French Government works
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have been termed susceptibility genes (White & Yang, 2009).
The rice SWEET] nodulin-3 gene family holds the best-studied
examples of TAL effector virulence targets so far. Two SWEET
genes, Os8N3 and OsIIN3 (also called OsSWEETII and
OsSWEET14, respectively), have been identified as targets of four
different TAL effectors from various Xoo strains (Chu eral,
2006a; Yang et al., 2006; Antony et al., 2010; Chen et al., 2012).
A third SWEET gene, Xa25, was also shown to be induced after
infection with Xoo strain PXO339 (Liu ez al., 2011), and it is pos-
sible that X225 is induced by an hitherto not identified TAL
effector. The SWEET proteins form a heterogeneous family,
which is divided into at least four clades in plants (Chen ezal,
2010). SWEETs are membrane proteins that are involved in
diverse functions, such as pollen development (Guan ezal,
2008), senescence (Quirino ezal., 1999), and microbe—plant
interactions (Gamas ez al., 1996; Chu et al., 2006a,b; Yang et al.,
2006; Antony et al., 2010; Liu ez al., 2011). Arabidopsis and rice
genomes include 17 and 22 paralogs, respectively. By contrast,
chordates and arthropods contain only one and Caenorhabditis
elegans seven SWEET genes, respectively. This suggests that
SWEETs may have undergone higher diversification in plants to
potentially accompany the evolution of the vascular system
(Baker etal., 2012). Recent data demonstrated that some mem-
bers of the SWEET family facilitate sucrose and glucose efflux
from the phloem parenchyma cells to the apoplast (Chen et al,
2010, 2012). This gave rise to the hypothesis that the pathogen-
mediated induction of certain SWEET genes might increase sugar
availability in the apoplast, and therefore plays a role in Xoo nutri-
tion. Members of the SWEET gene family in Arabidopsis are also
induced after infection with Pseudomonas syringae strain DC3000
(Chen etal., 2010), which indicates that this plant gene family
has a general function for pathogen proliferation in the host.

Here we describe that a novel TAL effector, Tal5 from Xoo,
also targets the rice OsSWEET14 gene. This observation provides
compelling evidence that evolution of TAL effectors can converge
on the same or highly related virulence targets. The importance
of SWEETs for susceptibility towards Xoo prompted us to sys-
tematically study the role of this gene family for Xoo virulence.
We constructed a series of artificial TAL effectors, which were
designed to induce expression of individual SWEET genes in rice,
and analyzed the ability of these TAL effectors to function as arti-
ficial virulence factors for Xoo. Our findings demonstrated that
only the particular subgroup of rice SWEETS that are predicted
to be sucrose transporters can be exploited as Xoo virulence tar-
gets. They also indicated that diverse SWEET family members
probably fulfill different physiological functions. Finally, our
approach demonstrates that artificial TAL effectors are suitable
tools to study if candidate host genes are bona fide virulence tar-
gets for Xanthomonas.

Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions

The bacterial strains used in this study were Escherichia coli
DH5a (Stratagene, La Jolla, CA, USA), Agrobacterium tumefaciens
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GV3101 (Van Larebeke etal, 1974) and Xoo strains BAI3
(Gonzalez etal, 2007), BAI3AtlC (Yu etal, 2011) and
PXO099* (Hopkins et al., 1992). E. coli cells were cultivated at
37°C in lysogenic broth (LB) medium, Xoo strains at 28°C
in PSA medium (10 g peptone, 10 g sucrose, 1 g glutamic acid,
16g agar, I'" H,0) and A. tumefaciens GV3101 at 28°C in
YEB medium. Plasmids were introduced into E. coli and
A. tumefaciens strains by electroporation and into Xoo by conjuga-
tion using pRK2013 as a helper plasmid in triparental mating
(Figurski & Helinski, 1979). Rifampicin- and gentamicin-
resistant clones were selected upon plating on PSA medium and
one isolate was chosen for further experiments. Antibiotics were
added to the medium at the following final concentrations:
rifampicin, 100 pg ml™; gentamicin, 20 pg ml "

Plant material and plant inoculations

Experiments were performed under glasshouse conditions under
cycles of 12 h of light at 28°C and 80% relative humidity (RH)
and 12h of dark at 25°C and 70% RH. Oryza sativa ssp.
Jjaponica cv Nipponbare and the near-isogenic O. sativa ssp.
indica lines IR24 and IRBB13 were used for virulence assays,
growth curves and quantitative reverse transcription polymerase
chain reaction (QRT-PCR). Leaves of 3-wk-old plants were infil-
trated with a bacterial suspension with an optical density at
600 nm (ODggp) of 0.5 using a needleless syringe, as previously
described (Reimers & Leach, 1991), and symptoms (water-
soaked lesions) were scored 6d postinoculation (dpi). Leaf-clip
inoculation was performed on 4- to 5-wk-old rice plants using a
bacterial suspension with an ODgyy of 0.2 (Kauffman eral,
1973), and sizes of lesions were measured 15 dpi. Statistical sig-
nificance of the results was assessed using the Tukey honest sig-
nificant difference test for posttANOVA pairwise comparisons,
set at 5% (P<0.05).

Nicotiana benthamiana plants were grown under 16 h of light,
40-60% RH, at 23:19°C, day : night in the growth chamber.
Leaves of 4- to G6-wk-old plants were inoculated with
A. tumefaciens strains using a needleless syringe.

B-Glucuronidase (GUS) reporter constructs and GUS assays

B-Glucuronidase assays from plant samples were essentially per-
formed as described by Boch ez al. (2009). Briefly, coding regions
of #alC and tal5 were inserted into pGWB2 under control of a
35S promoter (Nakagawa et al., 2007). A PCR-amplified 341 bp
fragment containing the OsSWEET14 promoter region was
cloned into pENTR/D-TOPO (Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Germany) and then fused to the widA reporter gene
by LR recombination into pGWB3 (Nakagawa etal, 2007;
Yu etal., 2011).

To assay reporter activity, A. tumefaciens strains delivering
TAL effector constructs and GUS reporter constructs were resus-
pended in infiltration medium (0.1 M 2-(N-morpholino) ethane-
sulfonic acid (MES), 1 M MgCl,, 0.1 M acetosyringone), mixed
in equal amounts and inoculated into N. benthamiana leaves at a
total ODggp of 0.8. Two days postinfiltration, leaf discs were

New Phytologist (2013) 200: 808-819
www.newphytologist.com



Ergebnisse

810 Research

sampled and GUS activities were quantified using 4-methyl-
umbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG). Protein concentrations
were determined using Bradford assays. Data were compiled
from triplicate samples originating from different plants.

RNA isolation and qRT- PCR

Leaves of 3-wk-old rice plants of the varieties Nipponbare, IR24
or IRBB13 were infiltrated with water or with the different Xoo
strains using an ODggg of 0.5. At 1 dpi, leaf segments from three
plants were ground into a fine powder using the Qiagen Tissue-
Lyser system (30 rps for 30's). Rice total RNA was isolated using
the Qiagen RNeasy kit following the manufacturer’s recommen-
dations (Qiagen). cDNA was generated from 2 pg RNA using
the Fermentas first-strand cDNA synthesis kit following the man-
ufacturer’s recommendations (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA). Real-time PCR was performed using the
iCycler (Bio-Rad, Miinchen, Germany) and 10 pl (50%) ABso-
lute gPCR SYBR Green Fluorescein Mix (ABgene Limited,
Hamburg, Germany), 1 pmol forward, 1 pmol reverse oligonu-
cleotide primer and 12.5 ng template cDNA. For each gene, a
minimum of two independent biological replicates were ana-
lyzed, each with two technical qPCR replicates. The specificity of
the primer pairs was checked by a melting curve and the PCR
product was documented by agarose gel electrophoresis. The
amplification efficiency for each primer pair was analyzed using a
standard curve plot of a dilution series. cDNA amounts were nor-
malized using actin as a reference gene. All RT primer sequences
and corresponding amplification efficiencies are provided in Sup-
porting Information, Table S1.

In planta growth assays

Leaves of 3-wk-old IR24 or IRBB13 plants were inoculated
with a bacterial suspension of Xoo strains using an ODggg of
0.2. A 1 cm” infected leaf segment was collected 6d after infil-
tration, and ground into a fine powder using the Qiagen

(a)
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TissueLyser system (30 rps for 30s). Ground material was
resuspended in 1 ml sterile water, and 5 pl drops of a dilution
series were spotted as triplicates onto selective PSA plates con-
taining rifampicin and gentamicin. This experiment was per-
formed three times.

Expression analysis by Western blotting

The X oryzae pv. oryzae BAI3AtalC strains carrying a plasmid
encoding an artificial or native TAL effector, or empty vector,
were grown in liquid PSA medium supplemented with
20 pgml™" gentamicin at 30°C. Cells of 1 ml of a bacterial sus-
pension at an ODj of 0.2 were harvested and the TAL effector
expression was analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacryl-
amide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting
using an anti-Flag antibody (Sigma-Aldrich).

Results

Tal5 from Xoo strain MAI1 is a novel TAL effector that
targets OsSSWEET14

We analyzed the TAL effector repertoire of an African Xoo isolate
from Mali, MAI1, which harbors a relatively small set of only
cight TAL genes (Gonzalez eral., 2007). We screened a MAIL
genomic DNA cosmid library for clones containing 7ALs and
subcloned eight BamHI fragments of different sizes containing
putative 7AL genes. Sequencing revealed that one of them,
named a5, encodes a new TAL effector with a unique order of
17.5 DNA-binding repeats (Fig. 1a).

Using a program to scan rice promoters for potential TAL
effector binding sites (Pérez-Quintero et al., 2013), we predicted
which candidate rice genes are targeted by Tal5 (Table S2). Inter-
estingly, the top score was obtained for a binding site located
within the promoter region of the gene OsI1 ¢g31190 (hereafter
OsSWEET14), which is a member of the SWEE T nodulin-3 gene
family (Baker eral., 2012). Remarkably, OsSWEET14 is a host

NN HD NN HD NG HD HD NG HD NI NI NN HD HD N* NG HD NI

(b)
>pOsSWEET14

TGTGCAGCTATATTGCCTATTGGTGTCCAGGGCACACACCATAAGGGEATGCATGTCAGCAGCTGGT

cafy

[CCCTTCTTCCTTCCTAGCACTAATARACCCCCTCCAACCAGGTGC

AAGCTCATCAAGCCTTCAAGCAAAGCAAACTCAAGTAGTAGCTGATTACCAGCTCTTCTCTCTTCTCA
TTGAGAAGAGGGAATTAAGTTTTGATCTCTGCTTTATTGCCTGATCATCCTCTTGTTACTTGCAAGCA
AGAACAGTAGTGTACTGTGCCTCATTGATCTCCTCCCACCAAACTCTCTCTCTCTCTCTCATATTCCG

AGCTAGCTAGTTAATCAAGATCTTGCTGCAATG

Fig.1 Tal5 is a novel transcription activator-like (TAL) effector predicted to target OsSWEET74. (a) Hypervariable amino acids at positions 12 and 13
(repeat variable diresidue) of the 17.5 repeats of Tal5. A single amino acid code was used for each amino residue (* represents a missing 13th residue).
(b) The 370 bp sequence of the OsSWEET14 promoter region is depicted by the TalC box in bold (Yu et al., 2011), the AvrXa7 box underlined (Romer
etal., 2010) and the candidate Tal5 box highlighted in gray. The artificial TAL effector (ArtTAL) boxes for ArtTAL14-1 and ArtTAL14-2 are indicated by
dotted and dashed frames, respectively. The 5" terminal nucleotide of each target box is indicated in white font. The predicted start codon of OsSWEET14

isindicated in bold italic font.
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susceptibility gene that was previously reported as a target of the
major virulence TAL effectors AvrXa7, PthXo3 and TalC from
Xoo strains PXO86, ]XOIA and BAI3, respectively (Chu et al,
2006; Antony et al., 2010; Yu et al., 2011). The target boxes for
TalC and AvrXa7/PthXo3 are upstream of and overlapping the
predicted OsSWEET14 TATA box, respectively. By contrast, the
predicted Tal5 box is located downstream of the TATA box
(Fig. 1b).

To test if OsSWEET14 is a direct virulence target of Tal5, we
performed two complementary assays. First, we used a #2/C dele-
tion mutant of Xoo BAI3, BAI3AzalC, which is impaired in
OsSWEETI4 induction, resulting in fewer symptoms and
reduced proliferation of the bacteria i planta compared with the
parental strain (Yu ezal, 2011). Leaves of the susceptible rice
variety IR24 were infiltrated with derivatives of BAI3A#a/C con-
taining the empty cloning vector or plasmids that encode #/C or
tal5 (Methods S1). Water and wildtype bacteria of strain BAI3
served as negative and positive controls, respectively. qRT-PCR
analyses showed that OsSWEET14 was induced by both TalC
and Tal5, but not upon inoculation of rice leaves with
BAI3AalC carrying the empty vector (Fig. 2b). Second, we used
Xoo PXO99*, which is not able to cause disease on x213 rice lines
(e.g. IRBB13) as a result of a deletion in the PthXol target box
which prevents PthXol-mediated induction of the susceptibility
gene OsSWEETI11 (Yang etal., 2006). Similar to the previous
experiment, only Xoo PXO99" containing al5 or #alC induced
OsSWEET14 expression in xal3 rice lines (Fig. 2b).

To analyze the functionality of the putative target box for
Tal5, a 341 bp fragment containing the OsSWEET14 promoter
region was cloned in front of a promoterless #idA reporter gene
(Yu etal., 2011). The reporter construct and za/5 under control
of a constitutive promoter cotransformed  into
N. benthamiana using Agrobacterium. GUS assays showed that
the OsSWEET14 promoter fragment was recognized by Tal5,
thus leading to reporter gene activity (Fig. 2¢).

Finally, to analyze whether or not Tal5-mediated OsSWEET'14
induction affects infection, IR24 and IRBB13 rice lines were chal-
lenged with BAI3A#/C and PXO99" derivatives, respectively,
and disease symptoms were scored upon leaf infiltration and leaf
clipping. As shown in Fig. 3(a), #al5 partially complemented the
BAI3A#/C mutant strain. Similarly, introduction of /5 into
PXO99" resulted in increased aggressiveness in IRBB13 lines
(Fig. 3b). Altogether, our data indicate that Tal5 can function as a
virulence factor in Xoo by up-regulating OsSWEET 14, and poten-
tially facilitates propagation of Xoo strain MAI1 in rice leaves.

were

Avrtificial TAL effectors targeting OsSWEET14 effectively
substitute for the virulence contributions of TalC
and PthXo1

Although TAL effectors have a high target site specificity, they
nevertheless induce the expression of a significant number of
genes in host cells (Marois ezal., 2002; Kay ez al., 2009). While
some of them are directly induced, others are up-regulated indi-
rectly. Collectively, most of the (directly and indirectly) induced
genes probably represent collateral targets that are not related to
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Fig.2 OsSWEET14 is induced by Tal5 and artificial transcription activator-
like (ArtTAL) effectors. (a) Schematic representation of the OsSWEET14
promoter region and associated natural TAL and ArtTAL effectors next to
their target boxes. The coding sequence is represented by an open arrow
and the TATA box is indicated. (b) OsSWEET74 expression levels. Leaves
of Oryza sativa IR24 variety were infiltrated with water (Mock),
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) strain BAI3, and Xoo BAI3AtalC
derivatives carrying an empty vector (ev) or plasmids containing the TAL
effector genes tal5, talC, artTAL14-1 or artTAL14-2. Rice IRBB13 leaves
were infiltrated with water or with Xoo strain PXO99* derivatives carrying
the same constructs as used for BAI3Ata/C. OsSWEET14 transcript
abundances were determined 1 d postinoculation (dpi) by quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). The bars
represent a minimum of two biological samples taken from a collection of
three leaves. The fold change was calculated in comparison to leaves
treated with BAI3AtalC (ev) or PXO99” (ev). Error bars represent + SD.
Actin was used as a reference gene to normalize cDNA amounts. (c) The
OsSWEET14 promoter is recognized by Tal5 and ArtTALs. A 341 bp
fragment of the OsSWEET 74 promoter region was cloned into a GUS
reporter vector and codelivered via Agrobacterium tumefaciens into
Nicotiana benthamiana leaves, along with 35S-driven talC, tal5,
artTAL14-1, artTALT4-2 or hax3 (error bars indicate + SD; n = 3). MU,
4-methyl-umbelliferone. The Hax3-box cloned in front of the minimal
pBs4 promoter served as the specificity control.
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Fig. 3 Tal5 and artificial transcription activator-like (TAL) effectors act as
virulence factors. Phenotypes of Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)
strains on Oryza sativa leaves. (a) Leaves of IR24 plants were inoculated
with strains BAI3 or BAI3AtalC carrying empty vector (ev) or TAL effectors
talC, tal5, artTAL14-1, or artTAL14-2. (b) Leaves of IRBB13 plants were
inoculated with strain PXO99” carrying the same constructs as used for
BAI3AtalC. (a, b) Leaves were photographed 6 d postinoculation (dpi).
Lesion length was measured at 15 d after leaf-clip inoculation. Data are
the mean of eight measurements. Error bars represent + SD. Bars with
same letters are not statistically different based on a Tukey's honest
significant difference test («=0.05). (c) Bacterial growth in IR24 rice
leaves. Bacterial counts in leaf segments infiltrated with Xoo strains BAI3 or
BAI3AtalC carrying empty vector (ev) or TAL effectors talC, tal5,
artTAL74-1, or artTAL14-2 were analyzed 6 dpi. Error bars represent SD
(n=3). An asterisk indicates a significant difference in Student's t-test at

P <0.01 when comparing samples with BAI3AtalC (ev).

the infection process. Therefore, it is difficult to know which of
these genes is responsible for the virulence effect of a given TAL
effector and thus represents a bona fide host susceptibility gene.

We aimed to develop a functional test to determine if
OsSWEET14 is indeed a valid virulence target for Xoo. Artificial
TAL effectors can be constructed with a designed repeat array
and a tailored DNA-binding specificity to induce expression of
specified target genes (Morbitzer et al., 2010; Bogdanove & Voy-
tas, 2011). We constructed two artificial TAL effectors (Art-
TAL14-1 and ArtTAL14-2) that target sequences in the
OsSWEET14 promoter and that are different from those that are
recognized by the four natural TAL effectors (Methods S2;
Figs 1b, 2a), for more information on the design of the artificial
TAL effectors, see Methods S1 and S2. The rationale was that
both sets, ArtTALs and natural TAL effectors, will induce expres-
sion of OsSWEET14, but it is unlikely that they have common
collateral targets. Indeed, the prediction of target sites in rice for
the ArtTALs, Tal5, and TalC supported the fact that they proba-
bly share no target genes besides OsSWEET14 (Table S3). We
numbered the artificial TAL effectors according to their target
OsSWEET paralog (i.e. ArtTAL14 for OsSWEET14).

As envisaged, both ArtTALs induced expression of
OsSWEET14 when delivered by Xoo BAI3AtalC and PX099%,
respectively (Fig. 2b). In addition, both ArtTALs also recognized
the OsSWEET14 promoter in transient GUS reporter studies in
N. benthamiana (Fig. 2c). We then tested whether the ArtTALs
contribute to the virulence of Xoo, similar to the natural TAL ef-
fectors targeting OsSWEET14. To this end, Xoo BAI3A#lC
derivatives, complemented with plasmid-borne copies of
artTAL14-1 or artTALI4-2, were infiltrated into leaves of the
rice line IR24. Strikingly, both strains caused typical disease
symptoms (water-soaked lesions), basically identical to Xoo
strains BAI3 and BAI3A#alC containing talC or tal5 (Fig. 3a).
Quantitative leaf-clipping assays using these strains showed that
both ArtTALs partially restored virulence of the Xoo BAI3AzalC
strain, reaching levels similar to those observed upon comple-
mentation with z2/C. Similarly, both ar¢tTAL genes conferred vir-
ulence to the Xoo strain PXO99” when assayed by leaf infiltration
or leaf clipping of otherwise resistant x2/3 rice plants (Fig. 3b).

Next, we quantified bacterial populations upon leaf infection
with Xoo strains BAI3 and BAI3A#/C derivatives (Fig. 3¢c). At
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6 dpi, the sizes of bacterial populations of all BAI3A#/C strains
harboring natural or artificial TALs were significantly larger than
those of BAI3A#alC carrying the empty vector.

Together, these data show that the artificial TAL effectors were
functionally equivalent to natural ones and further demonstrate
that induction of OsSWEET14 is sufficient to confer virulence to
the Xoo strains tested. These data also emphasize that induction
of OsSWEET14 can fully compensate the lack of OsSWEET11
expression in the PXO99*-IRBB13 combination. Together with
previous studies (Antony ezal., 2010), these findings strongly
suggest that these two SWEETS have a similar function in respect
of Xoo virulence.

A series of artificial TAL effectors induce expression of
individual SWEET genes and unmask new potential
virulence targets of Xoo

To investigate whether additional SWEET genes may act as viru-
lence targets of Xoo, we adopted the same strategy as used for

New

Phytologist

OsSWEET14 (Figs 2, 3) for the remaining 21 OsSWEET rice par-
alogs (Table 1). Generally, two ArtTALs (named according to the
OsSWEET paralog) were designed for each rice SWEET gene, tar-
geting speciﬁc sequences in the corresponding promoter regions,
with the exception of OsSWEET7d and OsSWEET7e, for which
no specific ArtTALs could be generated (Table 1). We predicted
the top 20 possible target sequences for each ArtTAL and found
that they target almost exclusively nonoverlapping sets of genes.
Next, we evaluated the capacity of each of these ArtTALs to con-
fer virulence to the Xoo strain BAI3A/C. Only ArtTALs target-
ing OsSSWEET11 to OsSWEET15 led to the production of typical
water-soaked lesions (Fig. 4a). Strikingly, no disease symptoms
were observed upon infiltration of plants with Xoo strains produc-
ing ArtTALs targeting any of the other SWEET paralogs
(Table 1), as exemplified for OsSWEET1a, OsSWEETG6b and
OsSWEET7a in Fig. 4(a).

To exclude the possibility that lack of symptom formation was
the result of a failure of SWEET gene induction, we checked
whether or not the ArtTAL proteins are stably produced in Xoo

BAI3AtalC

Mock BAI3 ev talC

artTAL11-2 artTAL12-2 artTAL13-2 artTAL14-2 antTAL15-1 artTAL1a-1 artTAL6b-1 artTAL7a-1

BAI3AtalC

®) 4 Mock BAI3 ev talC

Log (fold induction)

1112131415 ' 1112131415 ' 1112131415 ' 1112131415

artTAL11-2

1112131415

artTAL12-2 artTAL13-2 artTAL14-2 artTAL15-1

1112131415 ' 1112131415 ' 1112131415 ' 1112131415

OsSWEET

Fig.4 Artificial transcription activator-like (TAL) effectors that specifically induce clade-IIl OsSWEET genes confer virulence to Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (X00). (a) Phenotypes of Xoo strains on rice leaves. Oryza sativa cultivars IR24 were inoculated with water (Mock), Xoo BAI3, or Xoo BAI3AtalC
carrying empty vector (ev), talC or artificial transcription activator-like (artTAL) effectors targeting the five clade-IlIl OsSSWEET117 to OsSWEET15 genes, as
well as OsSWEET1a, OsSWEET6b and OsSWEET7a. (b) Transcript abundances of clade-1ll OsSWEET genes SWEET11 to SWEET15 were determined 1d
postinoculation by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR). The bars represent a minimum of two biological samples taken
from three leaves. The fold change was calculated in comparison to BAI3AtalC (ev). Error bars represent + SD. Actin was used as a reference gene to

normalize cDNA amounts.
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and the target genes in rice are induced. Indeed, Western blot
analysis indicated that all Ar(TALs accumulated at significant
levels and showed protein integrity in Xoo (Fig. S1). Quantitative
RT-PCR experiments showed that most SWEET genes were
induced in an ArtTAL-dependent manner, except for
OsSWEET2c, OsSWEETS5 and  OsSWEET7c¢ (Fig. S2).
OsSWEET6a and OsSWEET7b were not analyzed, because no
specific amplification products could be detected, although sev-
eral pairs of primers have been tested (Table 1).

Interestingly, all five rice SWEET paralogs whose activation
was associated with the development of typical disease symptoms
belong to clade III of the SWEET gene family, which comprises
OsSWEETI11  (Os8N3/Xal3), OsSWEETI2, OsSWEETI3
(Xa25), OsSWEETI4, and OsSWEETI15. OsSWEETII and
OsSWEET14 are known major Xoo susceptibility genes of rice
(Yang et al., 2006; Antony et al., 2010), which confirms the suit-
ability of our strategy. Furthermore, we evaluated the basal and
induced OsSWEET gene expression levels (Table S4), which sug-
gest that clade III SWEETs are generally not induced at higher
levels than nonclade 11T ones. However, we cannot rule out the
possibility that a few of them act as susceptibility genes when
induced at higher levels and/or under different conditions.

To demonstrate that the observed gain of virulence phenotypes
can be solely attributed to the induction of the targeted SWEET
genes, we evaluated the induction profile of each of the five clade-
III paralogs by qRT-PCR during infection of plants with Xoo
strains delivering different ArtTALs. Among the five candidate
susceptibility genes we identified, only OsSWEET14 was acti-
vated upon infiltration of rice leaves with Xoo wildtype strain
BAI3. None of them was induced upon infiltration with water or
Xoo strain BAI3AtalC (Fig. 4b). In addition, only the expected
target SWEET gene was induced upon infection of Xoo strains
delivering the cognate ArtTAL, indicating that the observed phe-
notypes are not the result of induction of collateral susceptibility
genes.

Finally, we quantified bacterial populations in planta in order
to further demonstrate the function of the clade-IIl SWEET
genes as virulence targets of Xoo. As shown in Fig. 5, BAI3AzalC
derivatives carrying ArtTALs inducing any of the five clade-III
SWEET genes grew to significantly larger population sizes than
BAI3AtalC or BAI3AtalC carrying ArtTALs that target the other
SWEET clade members.

Discussion

Modern agriculture relies on effective control of pathogens. Bet-
ter knowledge about host molecular determinants underlying
plant diseases is thus essential to develop new strategies leading to
plant resistance. However, only a few host genes have been char-
acterized until now that are critical to promote bacterial diseases.
These include members of the SWEET/nodulin-3 family, which
were recently identified as essential alternative Xoo rice virulence
targets, also called susceptibility genes (White & Yang, 2009).
Current models suggest that bacteria hijack individual SWEETs
that function as sugar transporters, leading to the accumulation
of nutrients in the apoplast where Xoo multiplies. Previous studies
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Fig. 5 Artificial transcription activator-like (TAL) effectors that induce
clade-1ll OsSWEET genes restore bacterial growth in rice leaves. Oryza
sativa IR24 leaves were infiltrated with Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Xo0) BAI3, Xoo BAI3AtalC carrying empty vector (ev), or artTAL11-2,
artTAL12-2, artTAL13-2, artTAL14-2, artTAL15-1, artTAL7a-1, artTAL6b-
1, and artTAL7a-1, which target OsSWEET11, OsSSWEET12, OsSWEET13,
OsSWEET14, OsSWEET15, OsSWEET1a, OsSSWEET6b and OsSWEET7a,
respectively. Bacterial populations were scored 6 d postinfiltration. Data
are the arithmetic means from three plants and three independent
experiments. Error bars represent + SD. *Significant difference in Student's
t-testat P <0.01 when comparing samples with BAI3AtalC (ev); **, no
differences were detected at P <0.01.

identified OsSSWEET11 and OsSWEET14 as susceptibility genes,
as their induction by cognate native TAL effectors provides viru-
lence to strains carrying them (Talbot, 2010).

Here, we further corroborate the key role of OsSWEET14 in
bacterial virulence as a direct target of natural Xanthomonas TAL
effectors. Tal5, a novel major virulence TAL effector from a
Malian strain of Xoo, recognizes a distinct sequence within the
OsSWEET 14 promoter sequence, which differs from those that
are recognized by strains from the Philippines and Burkina Faso.
This functional convergence of virulence factors illustrates the
evolutionary pressure that is imposed on Xoo strains of different
geographic origins and genetic lineages to evolve TAL genes that
induce this particular SWEET gene.

In a recent report, Li ezal. (2013) identified OsSWEET12 as a
third potential susceptibility gene. Upon infection of rice with
Xoo mutant strains defective for OsSWEET11 activation, the
authors showed that complementation with two independent
ArtTALs activating OsSWEET12 leads to a gain of virulence. We
significantly extend this study by providing additional important
experiments. We analyzed bioinformatically that the ArtTALs
target no other common genes besides OsSWEET14 (Table S2).
We verified the ArtTALs’ stability (Fig. S1) and assessed their
binding specificity to their target promoter using GUS
reporter assays (Fig. 2¢). Importantly, we demonstrate that Art-
TAL-mediated OsSWEET activation is not the result of collateral
expression of other clade III paralogs (Fig.4). Finally, we
extended this strategy to the full SWEET gene family, systemati-
cally addressing the function of 20 of the 22 OsSWEET paralogs.

New Phytologist (2013) 200: 808-819
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These studies highlight the functionality of ArtTALs as useful
tools to investigate the function of host genes during the plant—
pathogen interaction. In total, we generated 36 ArtTALs, 26 of
which (72%) were functional, and induced their target plant
genes upon delivery by Xanthomonas. Few ArtTALs were not
functional in our study, which might be because of nonoptimal
choice of the target region or a noninducible status of the target
gene. Overall, our findings emphasize that ArtTALs are suitable
tools to induce host genes of choice and that bacterial delivery is
a highly efficient means to do so. In summary, we confirm that
OsSWEET11, OsSWEETI2, and OsSWEET14 are essential bona
fide host virulence targets of Xoo; we formally validate the func-
tion of OsSWEET13/Xa25 as a fourth susceptibility gene, as up
to this point only indirect evidence has been available (Liu ez al.,
2011); we identify OsSWEETIS5 as a novel potential susceptibil-
ity gene which can support the development of disease symptoms
triggered by Xoo; and, in total, we analyzed 20 OsSWEET para-
logs, only five of which could be demonstrated to function as sus-
ceptibility genes.

Our data suggest that, in addition to the three already identi-
fied SWEET genes (OsSWEETI1I, OsSWEETI2 and
OsSWEET14), two more (OsSWEET13 and OsSWEET15) may
be exploited by Xoo, presumably to satisfy the pathogen’s nutri-
tional needs. OsSWEETI3 is activated by Xoo strain PXO339,
but the corresponding TAL effector(s) remain(s) to be identified

A OsSWEET7b
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(Liu et al., 2011). By contrast, no native TAL effectors have been
reported so far for OsSSWEET12 and OsSWEET 5. Interestingly,
screening GenBank for TAL effectors predicted to recognize
DNA boxes within their promoter indicated that the TAL pro-
tein AAW76267 of Xoo strain KACC10331 (Lee etal, 2005)
and Tal7b/Tal8b of Xoo strain PXO99* (Salzberg et al., 2008)
may target OsSWEET12 and OsSWEETIS, respectively (Grau
et al., 2013). Although transcriptomic data confirmed an increase
in OsSWEETIS expression in plants challenged with PXO99" as
compared with water (Grau ez al., 2013), OsSWEET15 induction
might not be sufficient for growth on IRBB13 (Fig. 3b), indicat-
ing that a threshold expression level might be required to support
infection. Indeed, the target box for Tal7b/Tal8b appears to be
suboptimal, as a G is found at the 5" end of the predicted DNA
box, which is known to be less efficient for gene activation (Boch
etal., 2009).

Our study highlighted the fact that five OsSWEET genes may
be manipulated by Xoo to favor disease. Interestingly, these five
SWEET genes, OsSWEETI1 to OsSWEET1I5, all belong to phy-
logenetic clade III (Fig. 6). Several A. thaliana SWEETs, as well
as rice OsSWEET11 and OsSWEET 14, are both low-affinity
glucose and sucrose transporters (Chen eral, 2010, 2012).
OsSWEET11 and OsSWEET14 are bidirectional sugar trans-
porters and differ in their transport direction from the SUT/SUC
high-affinity H" sugar symporters of plants (Kithn & Grof, 2010;

A OsSWEET7a
A OsSWEET7c

A OsSWEET7d
90 A OsSWEET7e Clade Il
” E A OsSWEET6a
100 100 A OsSWEET6b
A OsSWEET5
54
A OsSWEET4
o1 OossweeTte  Clade IV Fig. 6 Phylogenetic tree of OSSWEET
100 B OsSWEET1a proteins. Amino acid sequences were
{ obtained from UniProt (http://www.uniprot.
B OsSWEET1b org/; Bairoch et al., 2005) and aligned using
51 M OsSWEET2a MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
B OsSWEETZb Clade | muscle/; Edgar, 2004) with default
98 & parameters. The sequence of OsSWEET7a
100 M OsSWEET2c was corrected, as UniProt reports an
erroneous tandem duplication of 54 amino
doay W OsSWEET3a acids at the N terminus. Alignments were
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Chen et al., 2012). Therefore, increased expression of SWEETs
alone might lead to a net efflux of sugars from the plant cells.
Under physiological conditions, SWEET sugar transporters facil-
itate flux of sucrose from the phloem parenchyma cells into the
apoplast, whereas SUT/SUC transporters load sucrose from the
apoplast into the phloem companion cells and sieve elements
(Kithn & Grof, 2010; Braun, 2012). Our data imply that all
clade-ITT OsSWEETS share a function that can support multipli-
cation of Xoo and that this function is absent from the other
SWEET paralogs in rice. It is tempting to speculate that this
common function is the export of a particular sugar, possibly
sucrose.

At present, it is unclear whether Xoo relies on SWEETS only at
certain infection stages. In a study involving Xoo strain BAI3,
only vascular spreading, but not local growth of Xoo, is prevented
in the absence of SWEET induction (Yu et al., 2011). Curiously,
the locally restricted rice pathogen X. oryzae pv. oryzicola is also
able to benefit from TAL effectors that mediate SWEET gene
induction, although no native SWEET-targeting TAL effectors
have been reported in Xoc (Verdier ez al., 2012). Other patho-
gens, such as P. syringae pv. tomato DC3000 and the fungal
pathogens Golovinomyces cichoracearum and Botrytis cinerea, also
induce the expression of SWEET genes in Arabidopsis, including
those that facilitate sugar transport (Chen ezal, 2010, 2012).
This suggests that different pathogens exploit plant sugar trans-
porters by different means to gain access to carbohydrate nutri-
ents.

The hallmark of our approach relies on its great potential to
discover as yet unknown plant susceptibility genes. ArtTALs per-
fectly mimic the action of natural TAL effectors and will there-
fore enable the major plant genes controlling bacterial
proliferation in any TAL-mediated plant disease to be pin-
pointed, such as Citrus canker and cassava bacterial blight (Duan
etal., 1999; Rao etal., 2002). In addition, searches for unrespon-
sive alleles will offer new resources to achieve sustainable plant
resistance by marker-assisted breeding, thus circumventing trans-
genic approaches. Strategies aimed at producing rice lines with
improved and broad resistance against BLB already incorporate
the concept of gain of ‘resistance by defective susceptibility’, as
successfully done by pyramiding the unresponsive allele of
OsSWEETI 1, xal3 (Rao et al., 2002).

In addition to OsSWEET11, hijacking of OsSWEET14 by Xoo
appears to be a widespread strategy to provoke disease. As
reported by Li ezal. (2012), 32 out of 40 Xoo strains collected
worldwide were impaired for virulence when inoculated on TA-
LEN-edited OsSWEETI14 rice lines mutated in the AvrXa7/
PthXo3 box. Our results on Tal5 and ArtTAL14s increase the
number of experimentally proven native and artificial TAL effec-
tors activating OsSWEET14 to six, which recognize five different
target boxes (Fig. 1). This finding illustrates the impressive
potential of TAL effectors to induce genes by binding to differ-
ently located target sequences. Therefore, it will be essential to
take the natural diversity of TAL effector repertoires in Xoo popu-
lations into account before exploiting or generating unresponsive
susceptibility target gene variants.
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2.2.1.1 Anlagen zu Publikation 2

ArtTAL1a ArtTAL1b  ArtTAL2a  ArtTAL2b ArtTAL2c ArtTAL3a ArtTAL3b
Clade | 0501965880 0s05935140 0s01936070 0s01g50460 Os01g40960 0s05g12320  Os01g12130
1 2 1 2 1 2 1 2 1 1 2 1 2

R o B ) e M Gl T e 0

ArtTAL4 ArtTALS ArtTAL6a ArtTAL6b ArtTAL7a ArtTAL7b ArtTAL7c
Clade Il 0502919820 0s05g51090 Os019g42110  Os01g42090 0s0990830  0s09908440 Os12g07860
1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1

. e e o, sl e, " w0

ArtTAL11 ArtTAL12  ArtTAL13 ArtTAL14 Tal5 TalC  ArtTAL15
Clade Il 01808g4232:50 (3303g225290 0131 2g292220 O1s1 1931 ; 90  Os11g31190 0130293031 0

o e o o v "0 cven sud + e i

ArtTAL16
Cladelv 0503922200
1 2

Fig. S1. ArtTAL protein expression analysis in Xanthomonas oryzae pv. oryzae.

For each OsSWEET gene (except for OsSWEET7d and OsSWEET7e, see text), one or two artificial TAL effectors were generated.
Artificial TAL effector constructs as well as tal5 and talC were inserted into the broad host vector pSKX1 allowing a lac
promoter-driven constitutive expression and the fusion to a C-terminal FLAG epitope. Xanthomonas oryzae pv. oryzae strains
BAI3AtalC carrying the corresponding TAL effector construct were grown in PSA medium. Cells of 1 ml of a bacterial suspension
at an OD600 of 0.2 were harvested and analysed by SDS-PAGE followed by immunoblotting. The TAL effectors are ordered
according to the different OsSWEET gene clades. The expected size for TAL effectors with 17.5 repeats is 125 kDa and for TAL
effectors with 21.5 or 22.5 repeats is 135 or 140 kDa, respectively.
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Three-weeks old Oryza sativa plants from the cultivar Nipponbare or IR24 (OsSWEET 14) were inoculated with water (Mock, 1) or with Xanthomo-
nas oryzae pv. oryzae strains BAI3 (2), BAI3AtalC carrying an empty vector (3), or BAI3AtalC carrying the corresponding artificial TAL effector (4:
artTAL-1; 5: artTAL-2). Please notice that for genes Os071g40960, Os05g50190, Os01g42090, and Os12g07860, only one artificial TAL effector
was analysed. Genes Os071g42110 (OsSWEET6a) and Os09g08440 (OsSWEET7b) were not analyzed, because no specific amplification product
was detected. The expression level of the gene Os07g42090 in the sample treated with ArtTAL6b-2 was not determined. Transcript levels of the
respective OsSWEET genes were determined one day post inoculation by quantitative RT-PCR. The bars represent the mean of two to three bio-
logical samples. The fold change was calculated in comparison to water and plotted on a logarithmic scale. Error bars represent the standard devi-
ation. Actin was used as a reference gene to normalize cDNA amounts. The OsSWEET genes are ordered in the different clades according to the

phylogenetic tree shown in Fig.6.
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Supporting Information Tables S1-S4
Table S1. Sequences of Oligonucleotides used for qRT-PCR.

Gene ID Gene name Forward primer 5->3 Reverse primer 5->3 E' Ein %
0s01g65880 | OsSWEETIa | TCTCCATCTGCATGTACGCC TGCATTCTTCCGTGCGTGTC 1.817 | 90.83%
0s05g35140 | OsSWEET1b | ACTGCCTCCTCTCTGCATG GTAGATGAACCACGACGTGC 1.590 | 79.48%
0s01g36070 | OsSWEET2a | TGGCGCTGGGATTGCAG GACGCAACGCTGAGGTAAC 1.931 | 96.57%
0s01g50460 | OsSWEET2b | ATGATATCTCCTGCTTTGCTG CCGAATCACAACTCCCATGAC 1.894 | 94.69%
0s01g40960 | OsSWEET2c | GGCAACAAGAGCGAGCAGC TAGAAGATGAAGAGACAAATGTAGG | 2.026 | 101.28%
0s505g12320 | OsSWEET3a | CCTTCCTGATATACGTTTTATTGTG | TTACGTATATGATGGTTGTGTATTG 1.907 | 95.37%
0s01g12130 | OsSWEET3b | CGTGTAGCAGTAGGAATTCTAG TGCGTAAACCGTGCGTATG 1.895 | 94.77%
0s02g19820 | OsSWEET4 | GGGGTCGGTGGAGCAGTAC CCGTTGGGGATCGTGATG 1.840 | 92.12%
0s05g50190 | OsSWEETS | CGTCCGCAATGTCGTTGG GCTCTTTGTCGCGATCAC 1.756 | 87.82%
0s01g42090 | OsSWEET6b | CCAACAAGAAGCGCCTGAG ACGGAGACGACACTGCC 1.767 | 88.33%
0509208030 | OsSWEET7a | TGGCGTACTCTTAGGCGTG CTGGATAGTGATATCGATGGTG 1.952 | 97.61%
0s12g07860 | OsSWEET7¢ | TAGCGGTCGGTGTGCTTTTG CTGACAGGGGCGACGATG 1.893 | 94.67%
0s08g42350 | OsSWEET11 | AGTCGACGGGAGGGTACAG TTCGGGTACATGACGTAGGG 1.897 | 94.85%
050322590 | OsSWEETI12 | CATTGGTCTTTGCTGTGGGG CGGTCGGTGGCCTTGAC 1.957 | 97.86%
051229220 | OsSWEET13 | GGCCTGTCCCTGCAGCATC CCCGAACACCCCCACGTTC 1.909 | 95.47%
Os11g31190 | OsSWEETI4 | CTACCTGGCCCCACTGC GTGCGCACCACCAGCC 1.963 | 98.15%
0s02g30910 | OsSWEET15 | TGTCCATGGAACGCAGCAC CAGCCGAGGACGTGGAC 1.878 | 93.91%
0s03g22200 | OsSWEET16 | GATGGGGCATCAGGTGGAG GGTCCATCAGCTTCATCAAAATTC 1.781 | 89.04%

Actin TGTGTGTGACAATGGAACTGGC GAGTCCAACACGATACCAGTTG 1.884 | 94.22%

"Efficiency was calculated with E=10-1/m; m was calculated by using a standard curve plot of a dilution series.
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Table S2. Talvez ranking of Tal5 target candidates upon whole promoterome search.

Prediction Talvez Position
edic ,0 Gene ID? prediction | from Predicted target box* Annotation
rank 3
score ATG
1 Os11g31190 15.043 -235 TAAGCTCATCAAGCCTTCA | nodulin MtN3 family protein, putative, expressed
2 0s502g29150 13.856 -69 TCCACTCCCCAAACCCTCG | OsFBOI11 - F-box and other domain containing
protein, expressed
3 Os06g48680 13.634 -97 TCCACTCCTCGCGCCTTCA | expressed protein
4 Os01g11720 13.551 -470 TGCACTCATAAAACCCTAA | putative protein containing Pfam profile: PF03004,
Transposase 24
5 0s07g46560 13.517 -227 TGAGCTCATAAAGCCTTCA | seven in absentia protein family domain containing
protein, expressed
6 Os01g21542 13.467 -81 CGCGCTCCTTAAGCCCTTA | retrotransposon protein, putative, unclassified,
expressed
7 0s03g05250 13.373 -459 TACCATCCTCAAATCCTCA | expressed protein
8 Os08g11450 13.263 2219 TCCACTCCTCCACCACTCA | expressed protein
9 0s03g54750 13.244 =215 CACACTCCTCACACCACCA | COBRA-like 3 protein precursor, putative, expressed
10 Os01g04340 13.223 -219 CCCACTCCTCGACCCTTCA | hsp20/alpha crystallin family protein, putative,
expressed

'Talvez prediction for the transcription activator-like (TAL)-DNA box pair in a whole proterome screening
2MSU version 7
3Pposition of TAL binding box including the 5"terminal nucleotide counted from ATG (not included)
“The 5' terminal nucleotide of each target box is indicated in bold

Table S3. Target candidates of artifical TAL effectors ArtTAL14-1 and ArtTAL 14-2 upon whole promoterome search.

.. Talvez Position
ArtTAL Predlct:on Gene ID* | prediction from Predicted target box" Annotation
rank score ATG®
ArtTAL14-1 1 Os11g31190 19.309 -335 TCACACACCATAAGGGCA nodulin MtN3 family protein, putative, expressed
ArTALI4-1 2 0s04g17890 15.363 -459 TCAAAAACCATAAAAACAT P protein, putative, unclassified, expressed
ArTALI4-1 3 0s04g17850 15363 -459 TCAAAAACCATAAAAACAT P protein, putative, unclassified, expressed
ArTALI4-1 4 0s08g07940 15210 -387 TCATACACCATACGAGCAT disease resistance protein RPM1, putative, expressed
ArTALI4-1 5 Osl11g09130 14.944 =240 TCACACGCCATAARAAAAT receptor-like protein kinase 5 precursor, putative, expressed
ArTALI4-1 6 0s04g03210 14.097 444 CTACACACCATAAGRARAT receptor kinase, putative, expressed
ArTAL14-1 5 0507207860 14.028 -106 PCACACACCATCAAGCTAT ;(Ipl:fgi(; Protease inhibitor/seed storage/L TP family protein precursor,
ArtTAL14-1 8 0s05g03934 14.008 -127 CCACACACCACACACACAT expressed protein
ArtTAL14-1 9 Os04g17810 13.858 2212 TCAAAAACCACAAARACAT retrotransposon protein, putative, unclassified
ArTALI4-1 10 0s03g02514 13.412 -346 TCAAACACCACAAGGCCAC hydrol; Ipha/beta fold family protein, putative, expressed
ArTALI4-1 11 0s05g35274 13.306 -406 CCAAACCCCACAARAACAT RNA recognition motif containing protein, putative, expressed
ArTALI4-1 12 0s02g17000 13.285 -36 CACCAAACCATAAGAACAT OsSubl4 - Putative Subtilisin homologue, expressed
ArTALI4-1 13 0s04g38290 13.225 =234 TCACACACAACACGCACAT expressed protein
ArTAL14-1 14 0s03g10310 13216 -357 TCACARACCCTACGCACAT expressed protein
ArtTAL14-1 15 Os12g30000 13.135 -476 TCATACAACATAAGAARAT expressed protein
ArtTAL14-1 16 Os06g12760 13.107 -124 CCACACACCATACACATAT hypothetical protein
ArtTAL14-1 17 Os04g47960 13.038 -315 TCCCCAACCATAAAACCAT expressed protein
ArtTAL14-1 18 050203940 12.887 -160 CCGCACACCATAARRACCC expressed protein
ArtTAL14-1 19 Os06g08740 12.711 -443 TCACACACCATCARCGCAG expressed protein
ArtTAL14-1 20 0Os03g61590 12.659 -456 TCACACACCRARAGARARA expressed protein
ArtTAL14-2 1 Osl1g31190 18.951 -300 I TCATGTGTGCCTTTTCATT nodulin MtN3 family protein, putative, expressed
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ArtTAL14-2 2 0505836220 14.795 -154 TCACATGAACCTTTTCATT transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class, expressed
ArtTALI4-2 3 Os11g41780 14.795 -176 TPCACATGAACCTTTTCATT transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class, expressed
ArtTALI4-2 4 0s07g05850 14.795 -154 TPCACATGAACCTTTTCATT transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class, expressed
AMTALI4-2 5 0s10g38314 14.704 156 | TcararcrcacrrrTcaTT S::::::e $-transferase, N-terminal domain containing protein,
ArtTAL14-2 6 Os12g02830 14331 -189 CCATCTCTGCCTTTTCCTT SNF7 domain containing protein, putative, expressed

ArtTAL14-2 7 0s05g44530 13.739 =217 CCATATATGATTTTTCATT BTB3 - Bric-a-Brac, Tramtrack, Broad Complex BTB domain, expressed
ArtTAL14-2 8 0s02g09820 13.305 -396 CCCCATGTGCCTTTTAATT zine finger, C3HC4 type domain containing protein, expressed
ArTALI14-2 9 050322050 13268 383 | TAATGTGTACCTTACCATT ;ﬁ%ﬁmﬁi;lﬂaﬁl;:ollf"; L’:ﬁi‘?z:fid
ArtTAL14-2 10 0s05g12140 13.081 =211 TCCTAAATGCATTTTCATT Leucine Rich Repeat family protein, expressed

ArtTALI14-2 11 050129850 13.075 -433 TCATATGCCCCCTTTCACT | expressed protein

ArtTAL14-2 12 0Os05g25160 13.075 -194 TCATATGCCCCCTTTCACT transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class, expressed
ArtTAL14-2 13 Os11g10880 13.067 -86 TCATACCTGCCTTTTCCCT expressed protein

ArTALI4-2 14 050932190 12.956 482 | CCATACACACCTTTTAATT ';;'r:s;; ing endonuclease positive effector-related, putative,
ArtTAL14-2 15 0Os04g03890 12.955 -367 TTATGTATGACTTTTAATT cytochrome P450, putative, expressed

ArtTALI4-2 16 Os12g30580 12.780 -127 TCATCTGTCCCATTTCCTT | expressed protein

ArtTAL14-2 17 0s08g43670 12.743 -263 TCATGCGTACCCTTTCCCT RING-H2 finger protein ATL2B, putative, expressed

ArtTAL14-2 18 0503226260 12.704 -451 CAATGTGCGCCATTTCATT NB-ARC domain containing protein, expressed

ArtTAL14-2 19 0s09g19330 12.697 -343 TAACATCTACCTTTTCACT stripe rust resistance protein Yrl0, putative, expressed
ArtTAL14-2 20 0Os07g06830 12.632 -374 TCACGTGTGTTTTTTCATT gibberellin receptor GID1L2, putative, expressed

'Talvez prediction for the transcription activator-like (TAL)-DNA box pair in a whole proterome screening

2MSU version 7

3position of TAL binding box including the 5"terminal nucleotide counted from ATG (not included)
“The 5' terminal nucleotide of each target box is indicated in bold
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Table S4. Basal and induced OsSWEET gene expression levels.

Clade Gene ID' Gene name Sample’ 2ACt

I Os01g65880 OsSWEET la Water 0,043941
ArtTALla-1 1,285167

ArtTALla-2 1,520956

I Os05g35140 OsSWEET1b Water 0,084838
ArtTAL1b-1 1,562180

ArtTAL1b-2 5,531725

I Os01g36070 OsSWEET2a Water 0,046305
ArtTAL2a-1 3,675345

ArtTAL2a-2 0,075831

I Os01g50460 OsSWEET2b Water 0,489184
ArtTAL2b-1 17,895277

ArtTAL2b-2 1,849142

I Os01g40960 OsSWEET2c Water 0,000115
ArtTAL2c-1 0,000307

I Os05g12320 OsSWEET3a Water 0,000143
ArtTAL3a-1 0,619059

ArtTAL3a-2 0,001398

I Os01g12130 OsSWEET3b Water 0,232770
ArtTAL3b-1 1,360545

II ArtTAL3b-2 8,662907
0s02g19820 OsSWEET4 Water 0,078664
ArtTAL4-1 1,456052

ArtTAL4-2 37,445649

II 0s05g50190 OsSWEETS Water 0,000033
ArtTALS-1 0,000049

II Os01g42090 OsSWEET6b Water 0,003852
ArtTAL6b-1 4,999260

II 0s09g08030 OsSWEET7a Water 0,017625
ArtTAL7a-1 0,059922

ArtTAL7a-2 0,000550

II Os12g07860 OsSWEET7c Water 0,000804
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ArtTAL7c-1 0,000544
111 0s08g42350 OsSWEETI1 Water 0,001342
ArtTALI1-1 0,744088
ArtTALI11-2 0,364775
11 0s503g22590 OsSWEETI2 Water 0,000795
ArtTAL12-1 0,000703
ArtTAL12-2 12,130544
11 Os12g29220 OsSWEETI13 Water 0,011003685
ArtTAL13-1 | 0,029532199
ArtTAL13-2 | 14,0792389
11 Osl1g31190 OsSWEET14 Water 0,000946
ArtTAL14-1 0,159974
ArttAL14-2 2,450459
111 0s02g30910 OsSWEETIS5 Water 0,049225
ArtTALI15-1 1,519168
ArtTAL15-2 1,190815
v 0503222200 OsSWEETI6 Water 0,000183
ArtTAL16-1 0,003405
ArtTAL16-2 0,000287
'MSU version 7

The expression levels of the respective genes were analyzed in RNA samples from
Oryza sativa cultivar Nipponbare or IR24 plants that were inoculated with water or

with Xanthomonas oryzae pv. oryzae BAI3AtalC carrying the respective ArtTAL

2ACt = Ct (gene of interest) — Ct (Actin) with the amplification efficiencies set to 2;

values represent the mean of at least two biological replicates.
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2.2.1.2 Zusammenfassung Publikation 2

Xanthomonas spp. translozieren TALEs in pflanzliche Wirtszellen. Die TALE-
abhéngige Aktivierung pflanzlicher Gene, sogenannter Suszeptibilititsgene resultiert in
einem verdnderten Wirtsmetabolismus, der diverse Vorteile fiir das Pathogen bietet und
essentiell fiir dessen Virulenz ist. Besonders in der Xoo-Reis Interaktion wichtige
Suszeptibilititsgene sind Mitglieder der OsSWEET-Familie, die Saccharose-Transporter
kodieren. Der TALE PthXol aktiviert OsSWEETII, PthXo2 aktiviert vermutlich
OsSWEETI3 und OsSWEETI4 wird von drei verschiedenen TALEs (TalC, Avrxa7,
PthXo03) aktiviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusétzlich ein weiterer TALE (Tal5)
aus dem afrikanischen Xoo-Stamm MAII identifiziert der ebenfalls OsSWEETI4
aktiviert. Die Fokussierung diverser Xoo-Stamme auf die TALE-abhéngige Aktivierung
bestimmter OsSWEETs lasst vermuten, dass diese Pflanzengene wichtige
Suszeptibilititsgene fiir Xoo darstellen und dass moglicherweise weitere OsSWEETs
eine vergleichbare Funktion erfiillen. Im Reisgenom finden sich 20 OsSWEETs, deren
Proteine phylogenetisch in vier Gruppen unterteilt werden konnen. Um systematisch
deren mogliche Funktion als Suszeptibilititsgene zu analysieren wurden kiinstliche
TALEs erstellt, die jeweils einzelne OsSWEETs aktivieren. Es ist bereits bekannt, dass
der Xoo-Stamm BAI3 durch die Deletion von talC nicht mehr virulent ist, da
OsSWEETI4 nicht mehr aktiviert wird. Durch die Ubertragung eines TALEs der das
gleiche oder ein anderes OsSWEET aktiviert, kann die Virulenz von BAI3Atal/C jedoch
wiederhergestellt werden. Daher wurde unter Verwendung von BAI3Ata/C untersucht
ob kiinstliche TALEs, die alternative OsSWEETs aktivieren zur Wiederherstellung der
Virulenz dieses Stammes fithren. Interessanterweise konnten ausschlielich die fiinf
Gruppe Il OsSWEETs, zu denen neben OsSWEETI2 und 15 auch OsSWEETI11, 13 und
14 zéhlen, die Virulenz von BAI3Ata/C wiederherstellen. Analysen mittels qRT-PCR
zeigten, dass die kiinstlichen TALEs die Mehrheit der OsSWEETSs spezifisch aktivieren
konnten. Damit konnte gezeigt werden, dass Designer TALEs als kiinstliche
Virulenzfaktoren zur Untersuchung moglicher Suszeptibilititsgene verwendet werden
konnen. AuBlerdem zeigten die Ergebnisse, dass Gruppe III SWEETs in Reis eine
bestimmte Funktion erfiillen, die sich von der anderer OsSWEETSs unterscheidet. Fiir
OsSWEETI11 und 14 konnte bereits die Funktion als Saccharose-Transporter gezeigt
werden. Mdoglicherweise transportieren auch die restlichen Gruppe III OsSWEETs
Saccharose. Die TALE-abhingige Aktivierung solcher Saccharose-Transporter konnte

somit zur Néhrstoffversorgung der Bakterien an der Infektionsstelle beitragen.
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A TAL effector repeat architecture for
frameshift binding

Annekatrin Richter"*, Jana Streubel'*, Christina Bliicher!, Boris Szurek?, Maik Reschke',
Jan Grau® & Jens Boch!

Transcription activator-like effectors (TALEs) are important Xanthomonas virulence factors
that bind DNA via a unique tandem 34-amino-acid repeat domain to induce expression of
plant genes. So far, TALE repeats are described to bind as a consecutive array to a con-
secutive DNA sequence, in which each repeat independently recognizes a single DNA base.
This modular protein architecture enables the design of any desired DNA-binding specificity
for biotechnology applications. Here we report that natural TALE repeats of unusual amino-
acid sequence length break the strict one repeat-to-one base pair binding mode and introduce
a local flexibility to TALE-DNA binding. This flexibility allows TALEs and TALE nucleases to
recognize target sequence variants with single nucleotide deletions. The flexibility also allows
TALEs to activate transcription at allelic promoters that otherwise confer resistance to the
host plant.
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programmable ~ DNA-binding domain and  have

revolutionized biotechnolog;' approaches that use sequence-
specific DNA-binding proteins'~. Natural TALEs are injected
by plant pathogenic Xanthomonas spp. bacteria via a type-III
secretion system into plant cells®. Inside the plant cell they function
as transcription factors that activate target gene expression and
support bacterial colonization®®. TALEs contain a unique
DNA-binding domain of tandem near-identical 34-amino-acid
repeats. The repeats are highly conserved and mainly differ in two
adjacent amino acids (positions 12 and 13) termed repeat-variable
diresidue (RVD)>®. In the array each repeat recognizes one
nucleotide in the target DNA sequence, and the RVD specifies
which base is bound®’. In addition to the repeat region, the
N-terminal part of TALEs contains four degenerated repeats
(termed repeat 0, —1, —2 and —3) that contribute to DNA-
binding®. Repeat — 1 s?eciﬁ&s thymine that typically precedes
TALE target sequences””!°. The C-terminal part of TALEs
contains two functional nuclear localization signals as well as an
acidic activation domain that is important for gene activation®!!.

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) and Xanthomonas
oryzae pv. oryzicola (Xoc) cause bacterial leaf blight and bacterial
leaf streak, respectively, which are two of the most devastating
diseases of the staple crop rice!>!3. Both pathogens contain a
particularly large number (7-28) of TALE genes per strain'* and
the TALE-dependent modulation of host gene expression profiles
is an important feature of Xoo and Xoc diseases. In some cases,
loss of a single TALE gene severely compromised bacterial
virulence®. The best-studied group of TALE virulence targets is
the SWEET gene family in rice. Three members of this gene
family are targets of several TALEs from different Xoo strains.
OsSWEETI1 and OsSWEETI13 are targeted by PthXol and
probably PthXo2, respectively, whereas OsSWEET14 is targeted
by four different TALEs, TalC, AvrXa7, PthXo3 and TALS,
originating from different Xoo strains'>-2!. Furthermore, it was
shown that OsSWEET12, OsSWEET13 and OsSWEETI15 support
bacterial colonization if induced by designer TALEs'®!,
Considering that >100 Xanthomonas TALEs are known the
overall number of identified plant target genes is low. One
approach to overcome this is by usinjg computational algorithms
to predict possible TALE targets?>~2%. Using the TALE RVD-
DNA code the promoter sequences of host plants are scanned for
potential TALE target sites. Promising target candidates contain a
TALE target site and are TALE-dependently activated>2*,

Plants have evolved resistances that are based on TALE-
dependent activation of genes that trigger a resistance response
towards Xanthomonas strains delivering the matching TALE?>%/,
A different resistance mechanism is based on mutation of potential
TALE target DNA sequences”'zo’z&zg These mutations can render
virulence targets non-responsive to TALEs, thereby efficiently
preventing the contribution of a given TALE to bacterial virulence.
If target gene upregulation is important for virulence of the
pathogen, the plants become resistant. Accordingly, rice varieties
carrying insertions, deletions or substitutions in the promoter
sequences of OsSWEETI1 and OsSWEETI2 are not susceptible
to Xoo strains carrying the TALEs PthXol and PthXo2,
respectively!>17:28-30,

The modular TALE architecture allows a free combination of
repeats to generate any desired DNA-binding specificity”>32.
This flexibility resulted in adoption of the TALE repeats as
specific DNA-binding domain that can be fused to executor
domains to generate different biotechnological tools?. The
most widespread use is based on fusions of TALEs with a
nuclease domain (termed TALEN) to edit eukaryotic genomes
at specific sites»31333% Other executor domains were applied
for gene activation, gene repression, chromatin modification,

Transcription activator-like effectors (TALEs) employ a
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fluorescent tagf‘ng of chromosomal loci and chromatin affinity
purification®>~40,

The three-dimensional (3D) structures of TALE-DNA com-
plexes have been solved®~1041, TALE repeats form a right-handed
superhelix that wraps around the DNA double strand. The helix-
loop-helix structure of a single repeat exposes the RVD amino
acid at position 13 to interact with a leading strand base from the
DNA major groove. In contrast, the RVD amino acid at position
12 stabilizes the RVD loop by interaction with the carbonyl of
position 8 of the same repeat”'®#!, This highly regular repeat
architecture is likely necessary to position consecutive repeats
correctly to a continuous string of DNA bases. The 3D structures
show that in a TALE repeat non-RVD amino acids mediate inter-
and intra-repeat interactions as well as connections to the DNA
phosphate backbone. This probably supports the correct
positioning of the repeat array to the DNA%!%4! The TALE
3D structures also suggest that significant changes in the repeat
length may have a profound impact on DNA binding. Two fairly
common exceptions to the typical 34-amino-acid length of TALE
repeats exist. These are either 33-amino-acid repeats that have a
deletion of the RVD amino acid 13 or 35-amino-acid repeats
containing a proline following amino acid 32. In both cases the
DNA-binding specificity of TALEs is not altered”3%42, Thirty-
five-amino-acid repeats are also typical in TALE homologues
from Ralstonia solanacearum for which a RVD-guided
DNA-binding activity analogous to Xanthomonas TALEs was
shown?344, Interestingly, some naturally occurring Xanthomonas
TALEs possess a single repeat of aberrant length besides the
canonical 33-35-amino-acid repeats>*>. These aberrant repeats
consist of 30 amino acids (with a 4-amino-acid deletion in the
second helix of the repeat), 39 or 40 amino acids (duplication in
the second helix of the repeat), or 42 amino acids (duplication in
the first helix of the repeat)®. It is not known how repeats that
differ in length from the normal 33-35 amino acids influence the
DNA-binding behaviour of TALEs.

Here we analyse how the insertion of a repeat of aberrant
length in the canonical repeat array influences TALE function.
We find that such TALEs exhibit two possible binding
conformations, the normal one and a novel one that tolerates
single nucleotide deletions in the target sequence. We show that
this binding behaviour expands the recognition specificity of
TALEs and TALENS, respectively. Furthermore, we find that the
flexible TALE-binding behaviour provides a potential evolution-
ary solution for Xanthomonas to overcome plant resistance.

Results

Natural TALEs with aberrant repeats. AvrXa7 and PthXo3 are
natural TALEs from Xoo with 25.5 and 28.5 repeats, respectively,
that both contain one aberrant repeat of 39 amino acids
approximately in the middle of the repeat array (Fig. 1;
Supplementary Figs 1 and 2 and Supplementary Table 1). Both
TALEs are important virulence factors that support growth of
Xoo strains on rice'®, which demonstrates that they are
functional. Indeed, both TALEs induce expression of the rice
sugar exporter OsSWEET14 by binding to overlappin% target
boxes (Fig. 1b and Supplementary Figs 1 and 2)!>1%19 In
contrast, computational predictions of AvrXa7 and PthXo3 target
sequences rank the PthXo3 site in the OsSWEETI4 promoter at
position 119 (ref. 23). We noticed a high number of non-
matching RVD base combinations in the 3’ part of the PthXo3
target box following the aberrant repeat (Fig. 1lc,d and
Supplementary Fig. 2). If the C-terminal half of the repeat array
is shifted one nucleotide upstream by looping out the long repeat,
the PthXo3 target box in OsSWEET14 will rank at position 1 in
target predictions (Fig. 1c and Supplementary Table 2; ref. 23).
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Figure 1| Aberrant repeat length variants from Xanthomonas spp. TALEs. (a) Alignment of amino acid (aa) sequences of natural TALE repeats with
different length. The repeat-variable diresidues (RVDs) are boxed in yellow. A typical 34-aa repeat is in bold face and the residues forming the two
a-helices are underlined. (b) Cartoon of AvrXa7 and PthXo3 binding to their overlapping target sequences at the TATA-box in the OsSWEET14 (Os11g31190)
promoter. (¢) TALE RVDs and their DNA base specificities. (d) PthXo3 RVDs with the aberrant repeat in normal or looped-out conformation aligned
to the OsSWEET14 promoter target sequence (Os box). A dot indicates a non-matching RVD-base combination. The rank of both alignments in a target site

prediction is indicated.

To test the recognition specificities of AvrXa7 and PthXo3, we  a 123456 78 91011121314 15 16 1717.5
build reporter constructs with an optimal target box according to  TaLE | 30,5108 Na 1 1 1o NG 1L 1 3001 NG M 1D NG N1 1 1D | NG
the TALE specificity code, and derivatives with nucleotide ot T T ACCT GCC AT ACTAGE AT
deletions (—1, —2) or insertions (+ 1, + 2) at the nucleotide e |1 TTAGCTGGC AET ACTAGCATT
position behind the one corresponding to the aberrant repeat, box |2 L E S
respectively (Supplementary Figs la and 2a). The boxes are 2 TTAGCTGCA'TTGTACTAGGC
inserted upstream of a minimal promoter that has no basal
activity’. In addition, reporter constructs with either the natural b _ © TALE
box of AvrXa7 in front of the minimal promoter or the 2 34 \  30p8 . 40p8 .| 42p8 ev
OsSWEET14 promoter fragment containing the natural S 40 H H : :
AvrXa7/PthXo3 box are used (Supplementary Figs la and 2a, £'2 4 : : : :
ref. 21). The reporter constructs are then co-transformed with 8% l ! ' ! !
expression constructs of AvrXa7 or PthXo3 using Agrobacterium % L i iy H H
into leaves of Nicotiana benthamiana plants. B-glucuronidase 310 ! H | : :

(GUS) assays reveal that both TALEs induce expression of the ] : : Dl :
reporter containing either one of the target boxes although they =) o0 ) ) [
exhibit several non-matching RVD-base combinations ORI TR AT 2 Opt Tt 2 e OBl ] (B 4 SROPUTT R T a2 opt 1 2 1 42

(Supplementary Figs 1b-g and 2b-h). Possible explanations for
this surprising result are that AvrXa7 and PthXo3 contain a large
number of repeats, several RVDs with broad specificity like N,
NN and N*, and one repeat of aberrant length. We aim to test the
role of the aberrant repeat in a more controlled TALE design.

Aberrant repeats permit a novel TALE-DNA-recognition
mode. We construct artificial TALEs*® with a 17.5-repeat
array that is designed to result in a maximum of non-matching
RVD-base combinations upon a possible frameshift in the
target sequence. TALEs are assembled with and without single
aberrant repeats of 30-, 40- and 42-amino-acid length at position
8 (Figs la and 2a and Supplementary Table 1), and analysed
in planta for the activation of GUS reporters with optimal
and frameshift (—1, —2, +1 and + 2) target boxes (Fig. 2a,b).
The aberrant repeat sequences including their RVDs correspond
to the natural X. oryzae TALE sequences (Supplementary
Table 1).

TALEs with or without an aberrant repeat trigger GUS activity
with the reporter construct containing the optimal box. This
indicates that all TALEs tested recognize the optimal box and that
aberrant repeats function similarly to normal ones in a repeat
array. Significantly, only TALEs with an aberrant repeat result
also in strong GUS activity with reporter constructs containing
the —1 box (Fig. 2b). The same effect is apparent in artificial
TALEs with a different repeat composition (Supplementary

NATURE COMMUN

Figure 2 | Aberrant repeats allow a flexible recognition of target DNA
sequences with a — 1 nucleotide frameshift. (a) RVDs of artificial TALEs
and target boxes. A TALE with all 34-aa repeats or TALEs with an aberrant
30-aa NI-repeat, 40-aa NN-repeat and 42-aa Nl-repeat, respectively, at
position 8 are constructed. An optimal target box (opt) and derivatives with
deletions or insertions of one or two nucleotides (— or +1 or 2) after
position 8 (dashed line) are fused to a minimal promoter and a promoter-
less GUS reporter gene. (b) GUS assays of TALEs and reporter constructs
(n=3). 35S-driven GFP expression serves as empty vector (ev) control in
quantitative and qualitative assays. Error bars indicate the s.d. in the
quantitative assay. One representative leaf disk of the qualitative assay is
shown.

Fig. 3). Thus, a TALE containing exclusively canonical
34-amino-acid repeats is not able to recognize a — 1 box, because
of many (in this case nine) non-matching RVD-base combinations
in either the front or rear part of the box, depending on how the
TALE RVDs are aligned to the box. In contrast, a TALE with an
aberrant repeat efficiently activates the reporter. These data
suggest that an aberrant repeat confers a flexible binding to
TALEs. Interestingly, this flexible binding mode is possible with
different aberrant repeats that are shorter (30 amino acids) or
longer (39, 42 amino acids). The —2, +1and + 2 boxes are not
recognized by any of the TALEs, indicating that other binding
modes are not supported.
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Figure 3 | Aberrant repeats function at different positions in the repeat array of TALEs and TALENSs. (a) TALE RVDs and target boxes. Artificial TALEs
or TALENSs are constructed with all 34-aa repeats or an aberrant 40-aa NN-repeat inserted at position 3 (40p3), position 8 (40p8) or position 14 (40p14).
The NN-repeat recognizes both G and A DNA bases. The boxes are either perfectly matching the specificity of normal repeats (opt) or have one

base pair deleted to the right of the dashed line at position 4 (—1p4), position 9 ( —1p9) or position 15 (—1p15). (b) GUS assays of TALEs and reporter
constructs (n=3). 35S-driven GFP expression serves as empty vector (ev) control in quantitative and qualitative assays. Error bars indicate the s.d.

in the quantitative assay. One representative leaf disk of the qualitative assay is shown. (€) Cartoon of TALENs bound to DNA and in vitro TALEN restriction
assay. The TALEN pairs are placed such that the Fokl domain (grey triangle) can dimerize and cut the DNA. The unique reverse TALEN is constant

in all assays. The control TALEN recognizes a different target box (AGT2). Target DNA is incubated with in vitro-transcribed and translated TALEN pairs.

Restriction fragments are documented on agarose gels.

Aberrant repeats function at different repeat array positions.
As in nature single aberrant repeats are positioned more or less in
the central region of the repeat array (Supplementary Table 1), we
investigate whether TALEs tolerate only this arrangement. We
insert the aberrant 40-amino-acid repeat at different positions
(positions 3, 8 or 14) in the previously used 17.5 TALE repeat
array that is highly susceptible to frameshift in its target sequence
(Fig. 3a). As target boxes we use either the optimal one or
sequences with frameshift at positions 4, 9 and 15, respectively
(Fig. 3a). GUS reporter assays reveal that TALEs that carry the
aberrant repeat at any of the three positions are functional. All
TALEs with aberrant repeats recognize the optimal box and the
one with a frameshift following the position corresponding to the
aberrant repeat in the TALE (Fig. 3b). However, the TALE with
an aberrant repeat at position 14 displays only weak activity on
both the optimal and the corresponding —1 frameshift box
(Fig. 3b). This suggests that it is not favourable for the overall
activity of TALEs if only a small number of repeats (in this case
four) follow an aberrant repeat in the array.

Flexible TALENs with aberrant repeats. TALENs have become
state-of-the-art tools for genome editing®. TALENs are TALE-
DNA-binding domain fusions to the FokI endonucleolytic
domain, which act in pairs to enable Fokl dimerization and
DNA cleavage®. We test whether aberrant repeats can change the
DNA recognition behaviour of TALENs. TALENs with and
without an aberrant repeat are assembled. The aberrant 40-amino
acid repeat is placed at positions 3, 8 and 14, respectively, in a
TALEN of 17.5 repeats (Fig. 3a). These ‘forward’ placed TALENs

4 NATURE COMMUNICA

are combined with a common ‘reverse’ placed TALEN with 34-
amino-acid repeats (Fig. 3c and Supplementary Fig. 4b) and
linear DNA fragments containing the target boxes in in vitro
restriction assays. The optimal box is cleaved using TALENs with
or without an aberrant repeat emphasizing that the normal
binding mode is also supported in TALEN assays. In contrast, the
boxes with — 1 frameshift at position 4 and 9 are only cleaved in
the presence of the TALENSs with an aberrant repeat at position 3
and 8, respectively (Fig. 3c and Supplementary Fig. 5). This is in
accordance with our observation for TALEs before (Fig. 3b) that
aberrant repeats infer a local flexibility to the repeat array.

In contrast, the box with the — 1 frameshift at position 15 is
recognized not only by the TALEN with an aberrant repeat at
position 14 but also by the normal all 34-amino-acid repeat
TALEN, and to a lesser degree by the TALEN with an aberrant
repeat at position 3. Apparently, these TALENSs tolerate three
non-matching RVD-base combinations at the end of the repeat
array (Fig. 3c). This mismatch tolerance of rear repeats in
TALENs was not observed in the previous experiments using
TALE:s in reporter gene activation assays (Fig. 3b). It suggests that
binding of the rear TALE repeats to DNA is less important for
dimerization of the nuclease domains than for function of the
natural activation domain.

Furthermore, we test whether the TALEN with the aberrant
40-amino-acid repeat at position 8 can perform cleavage of — 2,
+1 or + 2 frameshift boxes (Supplementary Fig. 4). We observe
that the TALENs with or without the long repeat do not exhibit
activity on these boxes (Supplementary Fig. 4c), suggesting that
other binding modes are not supported by TALENs similarly to
our observation for TALEs (Fig. 2). In summary, our experiments
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demonstrate that aberrant repeats initiate a flexible DNA-binding
behaviour in vivo and in vitro, and that they can be used to
expand the recognition specificities of artificial TALEs as well as
TALENS.

The aberrant repeat is excluded from the interaction. So far, it
is not clear which repeat of the repeat array is excluded from the
interaction, for example by looping out. Our results allow several
possible explanations: either the aberrant repeat itself is excluded
or the repeat up- or downstream of the aberrant repeat. There-
fore, we test TALEs with aberrant repeats at position 8 combined
with target boxes (— 1) deleted in either the nucleotide at posi-
tion 7, 8 or 9 in GUS reporter assays (Fig. 4a). We expect that the
TALE will yield the highest reporter activity in combination with
the — 1 box that has the deletion exactly in opposite to the repeat
that is excluded, because the other boxes will produce at least one
non-matching RVD-base combination. Indeed, the target
sequence with the nucleotide deleted at position 8 shows the
highest activity of the three — 1 boxes for the TALEs with 40- and
42-amino-acid aberrant repeats (Fig. 4b). The TALE with a 30-
amino-acid aberrant repeat has a similarly high activity with the
— 1 boxes deleted at position 8 and 9, respectively (Fig. 4b). This
suggests that it is the aberrant repeat itself that is excluded in
frameshift binding.

To corroborate this finding, we use a TALE with a 40-amino-
acid aberrant repeat placed at position 3 in either a 17.5 repeat or
an 11.5 repeat array (Fig. 4c). It has been described that the initial
repeats have a stronger impact on the overall TALE binding than
later repeats37’47A Therefore, we reason that these TALEs will have
a clear preference for the —1 box in which the nucleotide is
missing that corresponds to the repeat that is excluded. The
TALEs were combined with an optimal target box or boxes
deleted in the nucleotide at position 3 or 4 (Fig. 4c). Indeed, the

a 12 3 45 6 7 8 91011121314 151617175
TALE | 34 NG NI HD NG HD NI NG NI HD NG NI HD NI NG
30/40/42p8 NG NI HD NG HD XX NG NI HD NG NI HD NI NG
123 456 7 8 910111213 141516 17 18
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TALE | -1p7 TTA CTGIAGTACTA CATT
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-1p9 TTA cT C AT ACTA CATT
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= 60 . : . :
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° ' ' ' '
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TALEs induce a higher reporter activity with the box carrying a
— 1 deletion at position 3 that corresponds to the position of the
aberrant repeat than with the box with the deletion at position 4
(Fig. 4d). The shorter TALEs have a significantly weaker activity
suggesting that the overall DNA recognition was partly
compromised (Fig. 4d). In summary, we postulate that the
aberrant repeat itself loops out of the repeat array when the TALE
is bound to a target sequence with a single nucleotide deletion,
but is inserted into the array when bound to an optimal box
(Fig. 7).

Tandem aberrant repeats are not flexible. We analyse whether
tandem aberrant repeats are accepted in a TALE repeat array. For
this, we generate a TALE with aberrant 40-amino-acid repeats at
position 8 and 9 in the frameshift-sensitive 17.5 repeat array used
before (Fig. 5a). The TALE with the two aberrant repeats
recognizes exclusively the box with a — 1 frameshift at position 9
and neither the optimal one nor a —2 or +1 frameshift box
(Fig. 5b). Apparently, the tandem aberrant repeats can only be
compensated by one repeat being excluded from the interaction.
This suggests that two neighbouring 40-amino-acid repeats can
neither loop out simultaneously nor be arranged in the con-
secutive array of normal repeats. It cannot be excluded that
aberrant repeats destabilize the TALE protein structure in certain
repeat arrangements although we do not detect strong differences
in protein amounts of the artificial TALEs used here and in the
previous experiments with or without aberrant repeats, respec-
tively (Supplementary Fig. 6).

Aberrant repeats can participate in TALE-DNA recognition.
We want to clarify whether the RVD of the aberrant repeat
participates in DNA base recognition when the TALE binds in
the regular fashion to an optimal box. For this, we compare how
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Figure 4 | Aberrant repeats allow recognition of target box frameshift close to their position. (a) RVDs of artificial TALEs and target boxes. A TALE with
all 34-aa repeats or TALEs with an aberrant 30-aa Nl-repeat, 40-aa NN-repeat and 42-aa Nl-repeat, respectively, at position 8 are constructed. TALE boxes
are either perfectly matching the specificity of normal repeats (opt) or have one base pair deleted to the right of the dashed line at position 7 ( —1p7),
position 8 (—1p8) or position 9 (—1p9). (b) GUS assays (n=3) of TALEs and reporter constructs described in (a). (b,d) 35S-driven GFP expression

serves as empty vector (ev) control in quantitative and qualitative assays. Error bars indicate the s.d. in the quantitative assay. One representative leaf disk
of the qualitative assay is shown. (¢) TALE RVDs and target boxes. Artificial TALEs with either 17.5 or 11.5 repeats are constructed with a normal 34-aa NH-
repeat or an aberrant 40-aa NN-repeat (grey box) inserted at position 3. The target boxes are either perfectly matching the specificity of normal repeats
(opt) or have one base pair deleted to the right of the dashed line at position 3 ( —1p3) or position 4 (—1p4). (d) GUS assays (n=3) of TALEs and

reporter constructs described in (c).
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TALEs with 34-amino-acid repeats and TALEs with an aberrant
repeat deal with non-matching bases around the position of the
aberrant repeat. We expect that a TALE with an aberrant repeat
will display a reduced activity at the mismatch boxes if the RVD
of the aberrant repeat participates in base recognition. TALEs
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Figure 5 | Two aberrant repeats can be ¢ d in tand (a) RVDs of

artificial TALEs and target boxes. A TALE with all 34-aa repeats or TALEs
with one or two 40-aa NN-repeats at position 8 (40p8) or 8 and 9
(40p89) are constructed. An optimal target box (opt) and derivatives with
deletions of one or two nucleotides (—1or —2) or an insertion of one
nucleotide (+ 1) after position 8 (dashed line) are fused to a minimal
promoter and a promoter-less GUS reporter gene. (b) GUS assays of TALEs
and reporter constructs (n=3). 355-driven GFP expression serves as
empty vector (ev) control in quantitative and qualitative assays. Error bars
indicate the s.d. in the quantitative assay. One representative leaf disk of the
qualitative assay is shown.

with only 34-amino-acid repeats or an aberrant repeat of 30-, 40-
or 42-amino-acid length, respectively, at position 8 are used. The
aberrant repeat RVDs are NI or NN, which are compatible with
the base adenine, but not thymine. We combine the TALEs with
target boxes that contain 1-3 non-matching bases starting at
position 8 or 9 (Fig. 6a). The TALE with normal 34-amino-acid
repeats trigger significantly decreasing reporter activity with
increasing number of mismatches (Fig. 6b). The TALEs with
aberrant repeats show a very similar pattern. In particular, at the
box with one mismatch at the position of the aberrant repeat (box
8.1; Fig. 6b) reporter activity is significantly less than at the
optimal one. This indicates that all tested aberrant repeats con-
tribute to DNA-base recognition when the TALE binds an
optimal box (Fig. 7).

Aberrant repeats influence AvrXa7 and PthXo3 target range.
The natural aberrant repeats provide an extended flexibility to the
repeat array that is not present in TALEs with standard repeats,
and it is tempting to speculate that this has evolved to benefit
Xanthomonas virulence. One possibility is that aberrant repeats
enable Xanthomonas to recognize promoter variants in different
plant cultivars or species. We investigate whether there are nat-
ural insertion/deletion (indel) mutations in the OsSWEETI4
promoter region targeted by PthXo3. We compare this region in
full genomic alignments of Oryza sativa japonica cv. Nipponbare,
O. sativa indica, O. brachyantha and O. glaberrima. While we do
not observe a difference between O. sativa japonica and O. sativa
indica, we indeed find a single base-pair insertion at position 18/
19 of the PthXo3 box in O. brachyantha, which may be com-
pensated by the aberrant repeat of PthXo3 (Supplementary
Fig. 7). Interestingly, while binding of PthXo3 to its target box in
O. sativa is preferred in the looped-out conformation (6 instead
of 10 mismatches), binding in the normal conformation should
be preferred in O. brachyantha (4 instead of 9 mismatches;
Supplementary Fig. 7).

To study the contribution of the aberrant repeat in the natural
TALE AvrXa7 on target recognition, we assemble an artificial
TALE with the same RVD composition as AvrXa7 (termed
ArtXa70) and a derivative (ArtXa71) with a normal 34-amino-acid
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Figure 6 | Aberrant repeats participate in TALE-DNA base pair recognition. (a) TALE RVDs and target boxes. Artificial TALEs are constructed

with all 34-aa repeats or aberrant repeats. An aberrant 30-aa Nl-repeat, 40-aa NN-repeat and 42-aa Nl-repeat is inserted at position 8, respectively. Target
DNA boxes are either perfectly matching the specificity of normal repeats (opt) or have one to three non-matching bases (transversions) between position
8 and 11 (black boxes). (b) GUS assays of TALEs and reporter constructs (n = 3). 35S-driven GFP expression serves as empty vector (ev) control in
quantitative and qualitative assays. Error bars indicate the s.d. in the quantitative assay. One representative leaf disk of the qualitative assay is shown.
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repeat instead of the aberrant 39-amino-acid-repeat at position
13 (Supplementary Fig. 8a,b). Both artificial TALEs recognize the
optimal box in GUS assays similarly well as AvrXa7, but the
TALE without the aberrant repeat (ArtXa71) is significantly
compromised on the —1 target box (Supplementary Fig. 8c).
This indicates that the aberrant repeat also contributes to the
flexible target box recognition of the natural TALE AvrXa7
(Supplementary Fig. 1).

TALEs with aberrant repeats can break plant resistance. To test

whether TALEs with aberrant repeats contribute to bacterial
virulence, we design TALEs based on a naturally occurring

Standard 34-aa repeat array

N

w2 £ 57

—1 Frameshift box

C

5's 3
Optimal box

Aberrant repeat In standard array

PO 8- V- o8- V- PR o V- U o

Optimal box —1 Frameshift box

Figure 7 | Cartoons of repeat arrays in the normal and the looped-out
conformation. Model of TALE repeats consisting of standard 34-aa repeats
and repeat arrays containing one repeat of aberrant length, respectively,
aligned to an optimal box or a —1 frameshift box. The aberrant repeat is
shown in dark red.
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promoter allele that confers plant resistance. Rice Xa25 (Os-
SWEET13) encodes a SWEET protein that supports Xanthomonas
virulence probably facilitated by the TALE PthXo2 (refs 16,19). A
natural single base-pair insertion mutation in the recessive xa25
allele results in plants resistant to Xoo likely by prohibiting binding
of PthXo2, which does not contain any aberrant repeats!
(Supplementary Fig. 9a). To test whether TALEs with aberrant
repeats can overcome this resistance, we construct TALESs targeting
the PthXo2-binding site in the recessive xa25 allele either with 17.5
exclusively regular 34-amino-acid repeats (ArtXa251, Fig. 8 and
Supplementary Fig. 9b) or one aberrant repeat at position 4
(ArtXa252, Fig. 8 and Supplementary Fig. 9c). The xa25 and Xa25
promoter regions are cloned from O. sativa cv. Nipponbare and
O. sativa cv. Zhenshan 97, respectively!”. Agrobacterium-mediated
production of ArtXa251 triggers reporter gene activation of the
xa25 (Nipponbare; that is, optimal box), but not the Xa25
(Zhenshan 97; that is, —1 frame-shift box) promoter
(Supplementary Fig. 9d), supporting that normal TALEs are
highly compromised by indel mutations. In contrast, the TALE
with an aberrant repeat, ArtXa252, induces expression of both
reporter constructs (Supplementary Fig. 9d).

We further analyse the contribution of TALEs with aberrant
repeats to Xanthomonas spp. infections. The Xoo strain BAI3
causes disease on rice cultivars Azucena and Zhenshan 97 in part
because it contains the TALE TalC that directs expression of the
gene encoding the sugar exporter OsSWEET14 (ref. 21) (Fig. 8).
Deletion of talC renders the bacteria unable to cause disease®!
(Fig. 8), but this can be compensated by artificial TALEs that
trigger expression of OsSWEETI3 (ref. 19). We introduce
ArtXa251 and ArtXa252 into Xoo BAI3AtalC and infect rice
cultivars Azucena (xa25) and Zhenshan 97 (Xa25), which differ
in their OsSWEET13 promoter region by the 1-bp indel mutation
(Fig. 8). The Xoo strain containing ArtXa251 with exclusively
normal repeats causes disease symptoms on O. sativa cv.
Azucena, but not O. sativa cv. Zhenshan 97 (Fig. 8), because of

Xa25
(Oryza sativa cv. Zhenshan 97)
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Figure 8 | TALEs with aberrant repeat can overcome plant resistance. Disease phenotypes of Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) strains on Oryza sativa
leaves. Leaves of 3-4 week-old Azucena or Zhenshan 97 plants are inoculated with strain BAI3 or BAI3AtalC carrying empty vector (ev) or TALE

artXa251 or artXa252. Pictures are taken 4 days post inoculation. Azucena and Zhenshan 97 contain alleles of OsSWEET13, termed xa25 and Xa25, respectively,
which differ in their promoter sequences by an additional nucleotide (red). The strain harbouring ArtXa252 with a 40-aa repeat (red) causes water
soaking disease symptoms (black arrows) on both alleles. Black dots indicate RVD-base -mismatches. The experiments are performed twice with similar results.
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the indel mutation in the target box. In contrast, Xoo containing
ArtXa252 with the aberrant repeat causes disease symptoms on
both rice cultivars (Fig. 8). This demonstrates that aberrant
repeats can enable Xanthomonas to compensate for indels in
target promoters and break natural plant resistances. Apparently,
aberrant repeats are an evolutionary solution for Xanthomonas
spp. to overcome small indel mutations that otherwise efficiently
block TALE binding.

Discussion

We have described an exceptional and surprising recognition
pattern of TALEs that has implications for the general concept of
TALE-DNA interaction as well as the evolutionary adaptation of
these important virulence factors. The near-identical amino-acid
sequence of Xanthomonas TALE repeats implies that this
regularity is required for binding to the highly symmetric
structure of the DNA double helix”!%14. Nevertheless, in nature
the glycine and the leucine at positions 14 and 29, respectively,
are the only amino acids conserved in all TALE repeat
sequencess. Even more striking are natural repeat variants that
deviate from the typical 34- or 35-amino-acid length of TALE
repeats, because they are expected to impose a structural problem
to the overall repeat array. Here, we show that either shorter (30
amino acids) or longer repeat variants (39, 40 or 42 amino acids)
change the DNA-binding behaviour of TALEs. They can either
insert into the repeat array like normal repeats or be excluded
from the interaction to facilitate a shift of the following repeats
forward by one position depending on the best fit of all RVDs to a
given target sequence (Figs 2 and 7). This behaviour is not
possible for TALEs with normal 34-amino-acid repeats. In the
absence of structural data, we favour a model that the aberrant
repeat loops out of the repeat array, because this seems to be
sterically the easiest solution; alternative scenarios are possible
though. Surprisingly, all aberrant repeats tested functioned in a
comparable way although we have not compared them in all
assays in our study. In part this might be explained by the fact
that the aberrant repeat sequences are all related to a normal 34-
amino-acid TALE repeat. They contain either a short deletion in
the second a-helix (30-amino-acid repeat) or a duplicated first
(42-amino-acid repeat) or second o-helix (39/40-amino-acid
repeats) flanking the RVD (Fig. 1). Possibly, these duplications of
structural elements still allow the hydrophobic repeat-to-repeat
interactions that stabilize the normal repeat array”!0,

At the same time, the aberrant repeats probably do not fit
perfectly into the array, thereby weakening inter-repeat interac-
tions and causing a local flexibility and structural tension that
allows the aberrant repeat to loop out. In general, TALEs exhibit a
highly flexible structure. Molecular dynamics simulations show
that the TALE repeat region has a high conformational
plasticity®®. In addition, structural data and computational
simulations indicated that the TALE repeat superstructure
condenses upon interaction with cognate DNA resulting in
more densely packed repeats than in the DNA-free form®*148,
Likely, the flexible nature of the repeat region allows the unique
binding mode conferred by aberrant repeats.

How does an aberrant repeat influence the dynamics of TALE
protein-DNA interaction? Insertion of aberrant repeats in the
rear part of the repeat array compromised TALE-mediated gene
induction in our experiments (Fig. 3). We postulate that the
aberrant repeat weakens the protein~-DNA interaction and that a
minimum number of repeats following the aberrant one is
required to allow subsequent condensation of the rear repeats
onto the DNA double helix. The N-terminal domain of TALEs
mediates unspecific interaction to DNA as well as recognition of
the initial thymine”®1°. In addition, the initial repeats after the

8 NATURE COMMUNIC

N-terminal domain are more important for binding than
downstream repeats’”47. Together, these observations support a
model where the N-terminal TALE region scans the DNA and the
repeats subsequently condense at target sequences onto the DNA
in a consecutive fashion starting from the N-terminal region.
Possibly, an aberrant repeat that is excluded from binding in a
frameshift scenario only allows condensation of further repeats, if
their number is sufficiently high to condense onto the DNA in a
separate event. Accordingly, the aberrant repeat might separate
the repeat domain into two binding domains. In general, the
tolerance of aberrant repeats in a repeat array likely depends on
the overall binding energies of preceding and following repeats.
Surprisingly, two tandem aberrant repeats only recognize a — 1
frameshift box and not a normal one nor a — 2 frameshift box
(Fig. 5). This implies that the loop out conformation has specific
requirements and does not allow looping out of more than one
repeat. Furthermore, the additional structural perturbation of
two near aberrant repeats does not allow a normal repeat
arrangement. It is presently difficult to estimate how many
aberrant repeats may be accepted in a TALE repeat domain.

The novel binding mode comprises interesting potential for
biotechnology applications that are otherwise difficult to achieve.
TALEs and TALENs with aberrant repeats can be used to
simultaneously recognize allelic variants that differ by single
nucleotide frameshifts. For synthetic TALE biology*’, master
regulators with aberrant repeats might be used to control two
subsets of target sequences that differ by indel mutations. This is
difficult to achieve with CRISPR/Cas9 recognition of DNA
sequences, because its RNA-guided recognition mechanism
cannot compensate for indel mutations®®. In addition, it is
tempting to speculate that the aberrant repeats can function as an
insertion point for more complex peptide tags or proteins within
the TALE repeat domain to generate unique fusion proteins.

A significant aspect of our study is that these aberrant repeats
are naturally evolved variants. Their presence in important
virulence factors implies that they confer a selective advantage.
The battle between pathogen and host is characterized by a
constant struggle for innovation and counteracting activities to
prevent losing the evolutionary race. Inherently, TALEs are
especially sensitive to frameshift mutations in their target
sequence and this has been exploited by natural plant
resistances'®2%2%, An aberrant repeat contributes a new degree
of flexibility to the DNA-binding activity of a TALE without
strong penalty on overall activity. We showed that TALEs with
aberrant repeats can enable Xoo to overcome a natural resistance
that is caused by a 1-bp deletion. As another example, the
aberrant repeat in PthXo3 and AvrXa7 might have evolved to
recognize unknown target box variants in response to a specific
mutation that occurred in the OsSWEET14 promoter in some rice
cultivars. Alternatively, our computational search of available
OsSWEET14 promoter sequences raises the possibility that this
potent virulence factor might favour colonization of Xoo on the
different rice species O. sativa and O. brachyantha. So far, the
possibility that TALEs of one bacterial strain support virulence in
different host species has not been explored, but it is typical for
type III effectors that they function in different plants and even
non-plants®»>2, Further analysis of natural TALEs with aberrant
repeats and their target promoters will clarify the role of these
unique virulence factors for the pathogen. Our data reveal that
designer resistances based on mutations in TALE target boxes!®
have to be considered carefully to be effective.

Methods

Bacterial strains and growth conditions. Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)
BAI3 and BAI3AtalC are used in this study®"3, Plasmids are introduced into Xoo
by conjugation using pRK2013 as a helper plasmid in triparental matings>.
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Rifampicin (100 pgml ~ 1y and gentamicin (20 pgml ™~ 1)-resistant clones are
selected upon plating on PSA medium and one isolate is chosen for further
experiments. Escherichia coli is cultivated at 37 °C in lysogeny broth and
Agrobacterium tumefaciens GV3101 at 30 °C in yeast extract broth supplemented
with appropriate antibiotics.

Plant growth and inoculations. Nicotiana benthamiana plants are cultivated in
the greenhouse with 16 h light, 40-60% humidity and day/night temperatures of
23°C/19°C. Plants inoculated with Agrobacterium strains are transferred to a
Percival growth chamber (Percival Scientific) with 22 °C/18 °C day/night tem-
peratures and 16 h light. Rice experiments are performed under greenhouse con-
ditions with cycles of 12 h of light at 26 °C, 70% relative humidity and 12h of dark
at 25°C, 70% relative humidity. Oryza sativa subsp. japonica cv. Azucena and

O. sativa subsp. indica cv. Zhenshan 97 are used for virulence assays. Leaves of
3-4-week-old plants are infiltrated with a bacterial suspension at an optical density
of 0.5 at 600 nm (ODggo) using a needle-less syringe5 . Pictures from disease
symptoms (water-soaked lesions) are taken 4 days post inoculation.

dul.

C ion of repeat with aberrant repeats. Primer pairs encoding
natural repeats of aberrant length are designed such that forward and reverse
primer overlap in their 3’ part (Supplementary Tables 1 and 3). Phusion poly-
merase is used to extend the primers and the resulting DNA fragments are
subcloned into pUC57 via Smal cut-ligation. The resulting plasmids are used as
template to amplify the aberrant repeats with primers that add Bpil restriction sites
matching the existing Golden TAL Technology kit to insert the aberrant repeats at
position 2 or 3 into a hexa-repeat array*®.

Construction of artificial TALEs. TALEs are constructed using the Golden TAL
Technology*®. Up to six individual repeats with selected RVDs are subcloned in an
assembly vector. To construct AvrXa7-derivatives with 25.5 repeats, we extend the
original Golden TAL kit!® with two novel assembly vectors (Supplementary Note 1).
The repeat backbone apart from the RVDs is identical (Supplementary Table 4).
The repeats are pre-assembled in 2-5 assembly vectors and inserted together with the
Hax3 N- and C-terminal regions®. For expression in planta, N-terminal
GFP-TALE fusion are assembled in a Golden Gate-compatible binary vector allowing
expression of the constructs under control of the constitutive 35S promoter.

For examples of DNA and amino-acid sequences see Supplementary Note 1.

For expression in Xanthomonas spp., TALE-FLAG fusions are assembled in a
Golden Gate-compatible broad host range vector'®.

GUS reporter constructs and reporter assay. OsSWEET13 (Xa25/xa25, Os12N3
and Os12¢29220) 1kb promoter fragments (Supplementary Note 1), an Os-
SWEET14 (Os11N3 and Os11g31190) 341-bp promoter fragment, and artificial and
natural TALE boxes (Supplementary Table 3) together with the minimal Bs4
promoter, respectively, are inserted into pENTR/D-TOPO (Invitrogen). The pro-
moter derivatives are recombined into pGWB3 (ref. 57) via LR recombination.
Transient GUS reporter assays are performed’. Briefly, Agrobacterium strains
delivering TALE constructs and GUS reporter constructs are mixed 1:1 and
inoculated into leaves of 5-7-week-old N. benthamiana plants with a total ODgg of
0.8. The T-DNAs integrate into the plant chromosomes. Leaf disks (0.9 cm
diameter) are sampled 2 days later and GUS activity is determined. For qualitative
GUS assays, leaf disks are stained in X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-p-
glucuronide) solution, destained in ethanol and dried between acetate foil. For
quantitative GUS assays two leaf disks are pooled, the plant tissue homogenized,
diluted and incubated with 4-methyl-umbelliferyl-B-p-glucuronide (MUG).
Proteins are quantified using Bradford assay (Roth). Values from three plants are
combined into one data point. All experiments are done at least twice with similar
results.

Construction of TALENs. TALENs are constructed from modules matching the
Golden TAL Technology®®. The repeats are assembled in hexa-repeat modules and
inserted together with modified short N- and C-terminal modules into a
compatible ENTRY vector (pEGG). The N-terminal TALEN module contains
amino acids 153-288 of Hax3, a SV40 nuclear localization sequence, and a tag
(c-myc-tag for forward TALEN and FLAG-tag for reverse TALEN) sequence (see
Supplementary Note 1). The C-terminal TALEN module contains amino acids
1-63 of the C-terminal region of Hax3 and a heterodimeric (DS for forward TALEN
and RR for reverse TALEN) ‘sharkey’ FokI endonuclease domain®®, The TALEN
are transferred via GATEWAY (Invitrogen) LR recombination into pDEST17
under control of a T7 promoter.

TALEN in vitro cleavage assay. TALENSs are expressed using the TnT T7 Quick
Coupled Transcription/Translation System (Promega) following the manu-
facturer’s instructions. Five hundred nanograms of DNA from each TALEN
construct are used. The target DNA fragment is generated by linearization of
PENTR containing the respective target box upstream of the minimal Bs4 promoter
using the restriction enzyme Alw44l (Thermo Scientific) following the

manufacturer’s instructions and subsequent purification with the GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Scientific). For the in vitro cleavage assay 4 ul of TnT
reaction containing the TALEN pair proteins is mixed with 200 ng of target DNA
in 1 x NEBuffer 3 (New England Biolabs) supplied with 2.5pgpul~! BSA to a
total volume of 20 pl. After incubation for 60 min at 37 °C the reaction is inacti-
vated at 65 °C for 20 min and centrifuged at 16,000 for 3 min. The supernatant
(16 pl) is analysed on a 1% agarose gel. All experiments are at least done twice
with similar results.

Immunoblotting. For plant immunoblotting TALEs are transiently expressed in N.
benthamiana for 2 days. Agrobacterium strains are inoculated with an ODgg of 0.4.
Two leaf disks are pooled, the plant tissue homogenized, resuspended in 90 pl
Lammli buffer and incubated at 95 °C for 10 min. Debris are pelleted and SDS-
PAGE is performed with 15l of each sample. The proteins are transferred to a
PROTRAN nitrocellulose membrane (Whatman). To detect GFP-tagged proteins
membranes are incubated with anti-GFP rabbit serum (Life Technologies; dilution
1:2,000). For detection by enhanced chemiluminescence (ECL) ECL anti-rabbit IgG
(GE Healthcare; dilution 1:10,000) is used.
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Supplementary Figure 1 | AvrXa7 recognizes a variety of target DNA boxes. (a) AvrXa7
RVDs and target boxes. The natural TALE AvrXa7 carries an aberrant N*-repeat of 39 amino
acids at position 13 (grey square). The natural AvrXa7 target box from the rice Os/IN3
(Os11g31190, OsSWEET14) promoter (Os/IN3 box, Os box), an optimal box, and optimal



Ergebnisse

boxes containing one or two base pair deletions (optimal box-1, optimal box-2) or insertions
(optimal box+1, optimal box+2) at position 14 (to the right of the dashed line) are fused to the
minimal Bs4 promoter and a promoterless GUS reporter gene. (b) GUS assay of AvrXa7 with
target boxes. GUS reporter constructs are codelivered by 4. tumefaciens into N. benthamiana
leaf cells together with constitutive 35S-driven aviXa7, and GFP (ev) constructs, respectively
(n=3, error bars indicate s.d.). 35S::uidA (GUS) and the natural TALE Hax3 (H3) with its
perfect Hax3 box (H3 box) serve as controls. For qualitative assays, leaf disks are stained with
X-Gluc, and a blue color indicates GUS activity. (¢) RVD specificities. (d-g) Mismatch
analysis of AvrXa7 on different target boxes. Non-matching RVD-DNA base combinations are
boxed in black. (d, e) Aberrant repeat of AvrXa7 in regular base pair alignment. (f, g) Aberrant
repeat of AvrXa7 in looped-out alignment. (d, f) AvrXa7 with natural box from the rice
Os1IN3 promoter aligned either to the leftmost possible sequence described by Rémer ef al.'

(bottom sequence) or to the second possible position described by Antony e al.” (top sequence).

(e, g) AvrXa7 aligned to optimal boxes.
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Supplementary Figure 2 | PthXo3 recognizes a variety of target DNA boxes. (a) PthXo3
RVDs and target boxes. The natural TALE PthXo3 carries an aberrant N*-repeat of 39 amino
acids at position 15 (grey square). The natural PthXo3 target box in the rice Os/IN3
(Os11g31190, OsSWEETI4) promoter’ (pOs1IN3, pOs) or an optimal box, and optimal boxes
containing one or two base pair deletions (optimal box-1, optimal box-2) or insertions (optimal
box+1, optimal box+2) at position 16 (to the right of the dashed line), upstream of the minimal
Bs4 promoter are fused to a promoterless GUS reporter gene. (b) GUS assay of PthXo3 with
target boxes. GUS reporter constructs are codelivered by A. rumefaciens into N. benthamiana
leaf cells together with constitutive 35S-driven pthXo3, and GFP (ev) constructs, respectively
(n=3, error bars indicate s.d.). 35S::uid4 (GUS) and the natural TALE Hax3 (H3) with its
perfect Hax3 box (H3 box) serve as controls. For qualitative assays, leaf disks are stained with
X-Gluc, and a blue color indicates GUS activity. (¢) RVD specificities. (d-h) Mismatch
analyses of PthXo3 on different target boxes. Non-matching RVD-DNA base combinations are
boxed in black. (d) Aberrant repeat of PthXo3 in regular base pair alignment. (e) Aberrant
repeat of PthXo3 in looped-out alignment. (f-h) Alternative alignments of PthXo3 to (f) the
optimal box-2, (g) the optimal box+1 and (h) the optimal box+2.
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Supplementary Figure 3 | Aberrant repeats enable frame shift binding with an alternative
TALE repeat array. (a) ArtTAL RVDs and target boxes. ArtTALSs with all 34-amino acid (aa)
repeats (NN2) according to Streubel ef al.* or ArtTALs with an aberrant 30-aa NI-repeat, 40-aa
NN-repeat, and 42-aa Nl-repeat, respectively, at position 8 or 9 are constructed. The boxes are
either perfectly matching the specificity of normal repeats (AGT2) or have one base pair
deleted (AGT2-1) or inserted (AGT2+1) at position 10 (to the right of the dashed line). Target
ArtTAL-boxes are fused to a minimal promoter and a promoterless uid4 (GUS) reporter gene.
(b) GUS assays of ArtTALs and reporter constructs. GUS reporter constructs are codelivered
by A. tumefaciens into N. benthamiana leaf cells together with constitutive 355-driven artTAL
genes, and GFP (ev), respectively (n=3, error bars indicate s.d.). 35S::uidA (GUS) and the
natural TALE Hax3 (H3) with its perfect Hax3-box (H3-box) serve as controls.
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a 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 175
forward | 34 NG NI HD NG HD NI NG NI HD NG NI HD NI NG
TALEN | 40p8 NG NI HD NG HD NG NI HD NG NI HD NI NG
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
optimal T T A cC T CcC A T A CTA C AT
-1p9 TT A cC T C A : T A CTA C ATT
1

T:OLXE -2p9 TT A C T C A ! A C TA C ATTT
+1p9 TT A cC T c AT T A CT A C A
+2p9 TT A cC T cC AT T T A CTA Cc
b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1717.5
reverse TALEN NI NG NI NG NG NG NG NI HD NI NI NI NG NG
reverse box T AT ATTTT A C A A A T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1717.5
control TALEN NG NI NI NG NI NI NG NG NI NG NI NG
AGT2 box T T A A T A A T T A T A T

c forward TALEN

forward TALEN

e
;; target DNA
TALE box 9 1 control
A g 2

unique reverse TALEN 3 40p8
d
AGT2 opt -1p9 -2p9 +1p9 +2p9 TALE box

M123123123123123 1 2 3 M forward TALEN
kb

== ==} TALEN plasmids
5.0 - == -
3.0- =~ —_—— —— - ————— - target DNA
1.5 - —
10-8 ]»cleavage products
05— m—

casbbdaBaNBARAL o e

Supplementary Figure 4 | Aberrant repeats allow a -1 nucleotide frame shift tolerance in
TALENSs. (a) RVDs of forward TALENs and target boxes. TALENSs are constructed with all
34-amino acid repeats or an aberrant 40-amino acid NN-repeat inserted at position 8 (40p8).
The NN-repeat recognizes both, G and A DNA bases. The boxes are either perfectly matching
the specificity of normal repeats (optimal) or have one or two base pairs either deleted (-1p9, -
2p9) or inserted (+1p9, +2p9) at position 9 (to the right of the dashed line). The TALEN repeat
array is designed such that for normal repeats mainly non-matching repeat-DNA base
combinations occur following the position of the indels in the DNA sequence. (b) RVDs of
reverse and control TALEN. The control TALEN recognizes a different target box (AGT2). (c)
Cartoon of TALENs bound to DNA. The TALEN pairs are placed such that the Fokl domain
(grey triangle) dimerizes and cuts the DNA. The reverse TALEN is constant in all assays. (d)
In vitro TALEN restriction assay. Target DNA is incubated with in vitro transcribed and
translated TALEN pairs. The cleavage products are documented on agarose gels. Additional
signals of low molecular weight and TALEN plasmids originate from the in vitro transcription
and translation (TnT) reaction. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) is used as
molecular weight marker (M). (e) Legend of forward TALENS.
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a forward TALEN ¢ forward TALEN
-]]]]]]Iu:-v \arget DNA 1  control
—[7ALE box 2o 2 34
Ages R
4  40p8
unique reverse TALEN 5 40p14
b
AGT2 opt -1p4 -1p9 -1p15 TALE box
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Supplementary Figure 5 | Full gel images of the in vitro TALEN restriction assay in
Figure 3c. (a) Cartoon of TALENSs bound to DNA. The TALEN pairs are placed such that the
FokI domain (grey triangle) dimerizes and cuts the DNA. The reverse TALEN is constant in all
assays. (b) In vitro TALEN restriction assay. Target DNA is incubated with in vitro transcribed
and translated TALEN pairs. The cleavage products are documented on agarose gels.
Additional low molecular weight signals and TALEN plasmids originate from the in vitro
transcription and translation (TnT) reaction. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)
is used as molecular weight marker (M). (¢) Legend of forward TALENs. The control TALEN

recognizes a different target box (AGT2).
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Supplementary Figure 6 | Immunoblotting of GFP-TALEs produced in planta. Detection
of the TALE proteins used in GUS-assays of (a) Figure 2, 4 and 6, (b) Figure 3 and 4c-d, (c)

Figure 5, respectively, using an anti-GFP antiserum.
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a
12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28.5

PthXo3 NI HG NI HG NI NI NI HD NN HD HD HD NG HD N* NI HD HD NN NS NI NG NN HD N* NS N*  mismatches
0. sativa TATATAAACEBcccTccArRcEArE - EEEEAAE 10
O.brachyantha T A T AT AAAC@BcccTccABPBcEBCcaA T ctTchB 4
O.glaberima T A T A TAAAC@EBcccTcHERECHAA EEE " EBRRA c 10

b 1415 46

1.2 3 456 7 8 9 1011 1213 N* 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28285
PthXo3 NI HG NI HG NI NI NI HD NN HD HD HD NG HD NI HD HD NN NS NI NG NN HD N* NS N* mismatches
0. sativa TATATAAACEBcccTcEHBHEAEBCA T ctT AR 6
O.brachyantha T A T A TAAAC@EBcccTcEHEBEBAECHEH-A EBEBECcTCA 9
Oglaberima T A T A TAAAC@EBcccTcAlBcAAEEEBEBTEHCRABC 8

Supplementary Figure 7 | PthXo3 RVDs aligned to predicted target boxes in the
OsSWEET14 promoters of O. sativa, Q. brachyantha and O. glaberrima. (a) Aberrant repeat
of PthXo3 in regular base pair alignment. (b) Aberrant repeat of PthXo3 in looped-out
alignment.
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a 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25255

AvrXa7/ArtXa70 NI HG NI NI NS HD HD HD HD NS N* N* HD HD NS NS NI NG NI N* NS N*
ArtXa71 NI HG NI NI NS HD HD HD HD NS N* N* HD HD NS NS NI NG NI N* NS N*
TALE | opt TATAAAGC cC CCATT : C CAA AT A TAT
box -1 TATAAATC C CCATT : C A A AT A TATT
b c 20 AvrXa7 ArtXa70 ArtXa71 ev H3
RVD specificity : : : : :
= 1 1 1 1 1
NI A ] I 1 1 1 1 1
[ 1 1 1 1 1
HD ¢ 2“_& 604 | | I I | |
£ 'o 1 1 1 [
A 2 = 1 1 1 1 1
NG T S 'c 1 1 [ 1 1
» € 1 1 1 1 1
HG T 8 g ! | 1 1 1
i 1 1 [ 1 1
N* T, C 3 3% | I I | |
©° 1 1 | 1 1
NS ,A,C, T 3 1 | | 1 1
~ 1 1 I 1 1 1 I
1 1 1 1 1
0 1 1 1 1 1

e 06 oo @«
opt -1 H3 opt -1 H3 opt -1 H

3 opt -1 H3 H3 GUS

TALE box

Supplementary Figure 8 | The aberrant repeat contributes to frame shift box recognition
of artificial AvrXa7-derivatives. (a) AvrXa7, ArtXa70 and ArtXa71 RVDs and target boxes.
AvrXa7 derivatives are assembled with repeats resembling either the natural AvrXa7 repeats
including the aberrant 39-aa N*-repeat at position 13 (grey square, ArtXa70) or all 34 aa
repeats (ArtXa71). The optimal box (opt) and one containing an one base pair deletion (-1) at
position 14 (to the right of the dashed line) are fused to the minimal Bs4 promoter and a
promoterless GUS reporter gene. (b) RVD specificities. (¢) GUS assay. GUS reporter
constructs are codelivered by A. tumefaciens into N. benthamiana leaf cells together with
constitutive 355-driven avrXa7, artXa70, artXa71, and GFP (ev), respectively (n=3, error bars
indicate s.d.). 35S::uid4 (GUS) and the natural TALE Hax3 (H3) with its Hax3 box (H3 box)
serve as controls. For qualitative assays, leaf disks are stained with X-Gluc. A blue color
indicates GUS activity.
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a

Pthxop 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 215
NI HG NI NI HD NI HD NS NS NS HD HD NG HD HD HD NG NG
xa25 TA 7T A [l A ABdEBE c c A c A AEBEMEc c @ T
Xa25 TA T Al A A caccaAacPBarcTCCcc T T
b
- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 17,5
NI NG NI NI HD NI HD HD NI HD NI NI HD NG HD HD
xa25 TA T A A A C ACCACAATCTSTCGC

Xa25 TA T A A EAEcAERA-~@E " EB@Ac

[+
172 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 17,5

Artxa252 NI NG NI B N HD NI HD HD NI HD NI NI HD NG HD HD
xa25 TA T A A A C ACCACAATCTSTCSC
ArtXa252 NI NG NI NI HD NI HD HD NI HD NI NI HD NG HD HD
Xa25 TA T A A C ACCACAATCTTCTCSC
d 80 ArtXa251 ArtXa252 Hax3 ev
I I I
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Supplementary Figure 9 | An artificial TALE with aberrant repeat that targets the
PthXo2 box recognizes different allelic OsSWEET13 (Xa25) promoters. (a) PthXo2 RVDs
aligned to xa25 and Xa25 promoter boxes of O. sativa cv. Nipponbare and O. sativa cv.
Zhenshan 97*. (b) RVDs of the artificial TALE ArtXa251 aligned to xa25 and Xa25. (¢) RVDs
of the artificial TALE ArtXa252 containing an aberrant 40-aa NN-repeat at position 4 (grey
square) aligned to xa25 and Xa25 in normal and looped out conformation. (d) GUS assays
(n=3) of artificial TALEs with OsSWEET13 promoter sequences derived from Oryza sativa cv.
Nipponbare (xa25) and Zhenshan 97 (Xa25) or the Hax3 box (H3) fused to a minimal promoter
and a promoterless GUS-reporter gene. 35S-driven expression of the natural TALE Hax3 or
GFP as empty vector (ev) serve as controls in quantitative and qualitative assays. Error bars
indicate the s.d. in the quantitative assay. One representative leaf disk of the qualitative assay is
shown.
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Supplementary Tables
Suppl y Table 1 | Aberrant repeat sequences.
TALE | Strain® | Feature” | Sequence® [ Accession
30 amino acid-TALE repeats
XOCORF_4248 Xoc BLS256 RVDs bg;m;"m'm’;”)l'NG'HD'NN'HD'HG'H-D'HG'HG'HD'W'NG emr jevi.org
.5 repeats
AA LIPDQVVAIASNIGGKQALETVORLLPVLC
DNA CTGATCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTIGGCGGCARGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC
39 amino acid-TALE repeats
PthXo3 Xoo PXO61 RVDs NI-HG-NI-HG-NI-NI-NI-HD-NN-HD-HD-HD-NG-HD-N*-NI-HD-HD-NN-NS-NI-NN-NN-NG-NN-HD-N* -NS-N* AASA6027
(28.5 repeats)
AA LTPDQVVAIASN*GGKQALETVQRLLPVQRLLPVLCQDHEG
AvrXa7 Xoo PXOS86 RVDs NI-HG-NI-NI-NS-HD-NN-HD-HD-HD-NS-N*-N*-HD-HD-NS-NS-NN-NN-NI-NG-NN-NI-N*-NS-N* AAG02079
(25.5 repeats)
AA LTPDQVVAIASN*GGKQALETVQRLLPVQRLLPVLCQDHG
DNA CTGACCCCGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCARGCAGGCGCTGGAGACGETGCAGCGGCTGTTGCCGGTACAGCGGCTG

TTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGC

40 amino acid-TALE repeats
X002866 MAFF | Xoo MAFF 311018 | RVDs NI-HG-NI-NI-HG-HD-NN-HD-HD-HD-NI-NI-NN-NI-HD-HD-HD-HG-NN-NN-HD-NS-NN-HD-NG-NS-N* YP 451895
_ (26.5 repeats) —
AA LTPDQVVAIANNNGGKQALETVORLLPVORLVPVLCQODHG
X003014 KACC Xoo KACC 10331 RVDs NI-HG-NI-NI-NS-HD-NN-HD-HG-NI-NI-HG-HD-NN-HD-HD-HD-NI-NI-NN-NI-HD-HD-HD-HG-NN-NN-HD-NS-NN- YP 201653

HD-N*-NS-N*
(33.5 repeats)

AA LTPDQVVAIANNNGGKQALETVQRLLPVQRLVPVLCQDHG
DNA CTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAACAATAACGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTACAGCGG
CTGGTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGC
42 amino acid-TALE repeats
Tal9b Yoo PXO99™ RVDs HD-HD-NN-NN-NG-NG-HD-NS-HG-HD-NG-N*-HD-HD-HD-N* -NN-N1-NN-HD-HI -ND-HD-HG-NN-HG-N* YP 00191509
(26.5 repeats) -
AA LTPDQVVAIASNQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
XOO1136 MAFF | Xoo MAFF 311018 | RVDs l-(lD-HD-NN-NN»N)S»NG-HD-S'-HG-HD-NG-N'-HD-HD-HD-N'-NN-NI-NN-HD-HI-ND-HD-HG-NN-HG-N' YP 450165
_ 26.5 repeats _
AA LTPDQVVAIASNQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQDHG
DNA CTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGTAATCAAGTCGTCGCGATTGCCAGTAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTG

CAGCGGCTGTTGCCGETGCTGTGCCAGGACCATGGC

* Xoc, Xanthomonas oryzae pv. oryzicola; Xoo, Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
® RVDs, repeat variable diresidues; AAs, amino acids; DNA, DNA sequence.
“RVDs and AAs are in one letter amino acid code; RVDs of aberrant repeats and their coding bases are in red.

13
Suppl ary Table 2 | Prediction of PthXo3 target seq es in rice pro O
TALE" Rank* Annotation Start | ATG' Sequence Matches* Score value'
0s01g63580.1: glycerol-3-
PthXo3 1 phosphate acyltransferase, 268 90 TATATTAACTCCCTCTCCCGCTGCTCCACT M ] e ex: 2737985934 | 4,42548E-08

putative, expressed

0s01g17170.1: magnesium-

PthXo3 2 protoporphyrin IX monomethyl | = 35 44 TATATACCCGCCCACCACCTCCCCTCCCCE | MIflxx:[lx: s | 2738871869 | 4.42548E-08
ester cyclase, chloroplast

precursor, putative, expressed

0s01g17170.2: magnesium-
protoporphyrin IX monomethyl
ester cyclase, chloroplast
precursor, putative, expressed

PthXo3 3 323 44 TATATACCCGCCCACCACCTCCCCTCCCCT M| 2738871869 | 4.42548E-08

0s01269160.1: regulatory

PihXo3 M protein. putative, expressed

197 73 CATAARRACGCCCTATARAARAAATCCCAG e ex -27,64408828 4,42548E-08

0s03g08880.1: purine permease,

PthXo3 5 ]
putative, expressed

328 52 CATCAACACACCCTAATCCAARAGGTGCCAA m fxx x| [xxx -

-27,85167952 8,85096E-08

0s02g49350.1: plastocyanin-like
PthXo3 6 domain containing protein, 269 82 TATATAAACTCCCCCGGCCAGAGACACCGE M1 XX XX X2 -27,95934861 8.85096E-08
putative, expressed

0s02g57120.1: HEAT repeat

PthXo3 7 family protein, putative, 268 96 TATATAAACCTCCTCCCCAAAAGCCCCACT I e -27,98858864 8,85096E-08
expressed
0s02203280.2: transmembrane
PthXo3 8 BAX inhibitor motif-containing 269 150 TATATAAACCCCCCCCCCCGCCTCCCCTCT M| 28 1,32764E-07

protein, putative,

0s01219330.1: MYB family
PthXo3 9 transcription factor, putative, 265 98 TATATARATCCCCGCCCCAAGAGCTACCCC M) ex] X peoex x| x: -28,23286173 1,32764E-07
expressed

eXpr
0s05g45430.1: TOO MANY
PthXo3 10 MOUTHS precursor, putative, 264 65 CACATAAACTCCCCCCACCCCATCTCCTCT x| ] xx x| -28,24252784 1,32764E-07
expressed

0s03g57240.1: 3-19 - C2H2
¢ finger protein, expr

PthXo3 118 273 140 TATAGAAACACCAACCTCCTCATTTCCCCC M| ¢ e e = e e e o -31,90820162 3,58464E-06

Os11g31190.1: nodulin M
PthXo3 119 family protein, putative, 267 203 TATATAAACCCCCTCCAACCAGGTGCTAAG M xexexxxxxex -31,91182322 3,58464E-06
expressed

0s01g42820.1: RNA recognition
PthXo3 120 motif containing protein, putative, | 264 121 CCGATAAAACCCCTCGACCGATCCCACCCE x| xoexx -31,9561958 3,76166E-06
expressed

CXpress
0s11g31190.1: nodulin MtN3
PthXo3_short 1 family protein, putative, 267 204 TATATAAACCCCCTCCAACCAGGTGCTAA M1l xxxxx]:
expressed

-21,3989497 0

0s02¢57120.1: HEAT repeat
PthXo3_short 2 family protein, putative, 268 97 TATATAAACCTCCTCCCCAAAAGCCCCAC M e -21,69820182 0
expressed

PthXo3_short 3 0s01g46570.1: CTP synthase, 269 189 TATTTAAAAGCCCTCACCTCGAGTGCTCC M e e oo -23,44192339 0

14
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putative, expressed

PthXo3_short

0s01g46570.2: CTP synthase,
putative, expressed

TATTTAAAAGCCCTCACCTCGAGTGCTCC

M o] |:x:

-23,44192339

PthXo3_short

0503209150.1: pumilio-family
RNA binding repeat domain
containing protein, expressed

TATATARACCCCCCCGCCGCTAGTGCGGC

M

-23,92888744

PthXo3_short

0s02g40010.1: phosphoribosyl
transferase, putative, expressed

TATATATACCTCCTCACCCCACAGGCCAC

Ml e 2

-24,84380499

PthXo3_short

0502g40010.2: phosphoribosyl
transferase, putative, expressed

TATATATACCTCCTCACCCCACAGGCCAC

-24,84380499

PthXo3_short

0502240010.3: phosphoribosyl
transferase, putative, expressed

TATATATACCTCCTCACCCCACAGGCCAC

-24,84380499

PthXo3_short

9

0502240010.4: phosphoribosyl
transferase, putative, expressed

TATATATACCTCCTCACCCCACAGGCCAC

Ml :::

-24,84380499

PthXo3 short

10

05092134601 expressed protein

51

220

TATATAATCCCCCTCCCCCOGAGGTCATTC

Ml bxx]::ixx:x:

-24.93731372

* Predictions were done by applying TALgetter’ to Oryza sativa Nipponbare promoters -300 to +200 of the transcriptional start site.
PthXo03, bound in normal mode; PthXo3_short, bound with aberrant repeat looped out.

b

¢ Ranks I to 10 for both binding modes and ranks 118-120 for the normal mode are shown.
¢ Distance of TALE box to ATG.
¢ Categories of matches per position: M/m, first position match/mismatch; |, match; :, weak match; x, mismatch
' Empirical p-values were computed by generating a random data base of at least the total length of all scanned input sequences from a
homogeneous Markov model of order 2 trained on the input sequences. For these random data the likelihoods of sub-sequences were computed in
the same manner as for the actual input sequences. The p-value of a putative target site was calculated by determining the percentile
corresponding to the observed likelihood value on the distribution of likelihoods obtained for the random data base’.
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Supplementary Table 3 | Selected primers used in this study.

Name Nucleotide sequence®

Cloning of aberrant repeats

30-F CTGATCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGCGGCAAGCAGGCG

30-R GCACAGCACCGGCAACAGCCGCTGCACCGTCTCCAGCGCCTGCTTGCCGCC

39-F CTGACCCCGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCAAGCAGGCG
GCCATGGTCCTGGCACAGCACCGGCAACAGCCGCTGTACCGGCAACAGCCGCTGCACCGTCTCCAGCGCCT

39-R
GCTTGCCGC

40-F CTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAACAATAACGGCGGCAAGCAGGCG
GCCATGGTCCTGGCACAGCACCGGCACCAGCCGCTGTACCGGCAACAGCCGCTGCACCGTCTCCAGCGCCT

40-R GCTTGCCGC

42-F CTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGTAATCAAGTCGTCGCGATTGCCAGTAATATTGGCGGCAA

~ GCAGGCG

42-R GCCATGGTCCTGGCACAGCACCGGCAACAGCCGCTGCACCGTCTCCAGCGCCTGCTTGCCGCC

Cloning of aberrant repeats as Golden TAL Technology modules

Position 2

2-F 30 TTTGAAGACTTCTGATCCCGGACCAGGTGG

2-R 30 TTTGAAGACTTCGGTATCAGGCACAGCACCGGCAACAGCCGC

2-F 39-42 TTTGAAGACTTCTGACCCCGGACCAGGTGGTG

2-R 39-42 TTTGAAGACTTCGGTGTCAGGCCATGGTCCTGGCACAGCAC

Position 3

3-F 30-42 TTTGAAGACTTACCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCC

3-R 30 TTTGAAGACTTGGTGAGGCACAGCACCGGCAACAGCCGC

3-R 39-42 TTTGAAGACTTGGTGAGGCCATGGTCCTGGCACAGCAC

Cloning of TALE boxes in reporter vector

Forward primer

b

AvrXa7 CACCTATATAAACCCCCTCCAACCAGETGCTAATTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
nat Box
AvrXa7

¢ B CACCTATAAACGCCCATTCCAAGGATGATATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
opt_Box
AvrXa7
oBox.] CACCTATAAACGCCCATTCAAGGATGATATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
AvrXa7

CACCTATAAACGCCCATTAAGGATGATATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC

oBox-2
AvrXa7
Boxt] CACCTATAAACGCCCATTACCAAGGATGATATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
AvrXa7

Boxt> CACCTATAAACGCCCATTAACCAAGGATGATATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
[ 510).¢
?(igz'box' CACCTTAGATAGAGTAGTGAGTTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
AGT2-
box+1 40 CACCTTAGATAGAGCTTAGTGAGTTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC

[0)
sTAL-box CACCTTAGCTGCAGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
STAL-box-1 | CACCTTAGCTGCATACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
STAL-box-2 | CACCTTAGCTGCAACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
sTAL-box+1 | CACCTTAGCTGCATGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
STAL- CACCTTAGTGCAGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
box40pos3
STAL- CACCTTAGCTGCAGTACTACATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
box40pos14
jT’gFL'box' CACCTTAGCTGAGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC

P
?Tp‘;\g"box' CACCTTAGCTGCGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
-1p2/C/F CACCTTA CTGCAGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
Imm p8 F CACCTTAGCTGCTGTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
2mm p8 F CACCTTAGCTGCTCTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
3mm p8 F CACCTTAGCTGCTCAACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
Imm F CACCTTAGCTGCACTACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
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2mm F CACCTTAGCTGCACAACTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC

f)z?%Ln;m CACCTTAGCTGCACATCTAGCATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC

PthXo3box CACCTATATAAACGCCCTCTACCGAAGGTGCTATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
flhxo} box- CACCTATATAAACGCCCTCTCCGAAGGTGCTATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
}z)thX°3 bOX- | A CCTATATAAACGCCCTCTCGAAGETGCTATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
I;thX°3b°X+ CACCTATATAAACGCCCTCTAACCGAAGGTGCTATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
PthXo3box+

5 CACCTATATAAACGCCCTCTAAACCGAAGGTGCTATTTCTTTCTTGTATATAACTTTGTCC
Reverse primer

ES4PR/ B0l | GATTCGATTARAAATAAATTGTATGGATGAGATC

Cloning of OsSWEETI3 (Os12N3, Os12g29220) promoters in reporter vector

Forward primer

Xa257h/Nip
T65 1kb /F

CACCAGGGATGTCTACTGCAGGTGAAAAC

Reverse primer

Xa25Zh/Nip
T65 1kb /R

TTTTGTGTGCTAAAAGGGGGGTAATTG

* Bpil restriction sites are shown in bold.
® Sequences bound by TALEs are in red. Forward primer start with CACC to enable cloning
into pENTR/D-TOPO (Invitrogen). 3' black letters indicate sequences complementary to the

Bs4 promoter
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Supplementary Table 4 | TALE repeat amino acid sequences”

RVD Repeat sequence

NI LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
HD LTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NN LTPEQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NG LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
HG LTPEQVVAIASHGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NS LTPEQVVAIASNSGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
NH LTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
N* LTPEQVVAIASN*GGKQALETVQRLLPVLCQAHG

amino acids in one letter code. A star (*) indicates a missing amino acid in the alignment.

RVDs are in green.
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Supplementary Note 1 | DNA and amino acid sequences

GFP-TALE34

DNA sequence’
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGETGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTA
AACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAG
TTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTG
CAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGC
TACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTC
GAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTG
GGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGC
ATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAG
CAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCC
CTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATC
ACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGCATATGGATCCCATTCGTTCGCGCACACCAAGTCCTGLCCCGC
GAGCTTCTGTCCGGACCCCAACCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGLC
GGCGGCCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTG L
CCCTCACCTGCGTTCTCGGCGGACAGCTTCAGTGACCTGTTACGTCAGTTCGATCCGTCACTTTTTAAT
ACATCGCTTTTTGATTCATTGCCTCCCTTCGGCGCTCACCATACAGAGGCTGCCACAGGCGAGTGGGAT
GAGGTGCAATCGGGTCTGCGGGCAGCCGACGCCCCCCCACCCACCATGCGCGTGGCTGTCACTGCCGCG
CGGCCGCCGCGCGCCAAGCCGGCGCCGCGACGACGTGCTGCGCAACCCTCCGACGCTTCGCCGGLCGLG
CAGGTGGATCTACGCACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCG
ACAGTGGCGCAGCACCACGAGGCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGLCTCAGC
CAACACCCGGCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCG
ACACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGCTCTGGAGGCCTTGCTCACG
GTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAGCGT
GGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGLCCCCCCTGAACCTT
ACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGLCGG
CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATT
GGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACA
CCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATCATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGC
GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGALCTCCG
GAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTG
CCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATCATGGLGGL
AAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACCCCGGAG
CAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCG
GTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAG
CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAG
GTGGTGGCCATCGCCAGCAATCATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTG
CTGTGCCAGGCCCATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAG
GCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTG
GTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTG
TGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGTG
GCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGLCTGTTGCCGGTGCTGTGC
CAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTG
GAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTGGLC
ATCGCCAGCAATCATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAG
GCCCATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGLCGLTGGAG
ACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCCATC
GCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGLCC
CATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGAGC
ATTGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGCGTTGACCAACGACCACCTCGTCGCCTTG
GCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAANAGGGATTGCCGCACGCGCCGGCCTTGATC
AAAAGAACCAATCGCCGTATTCCCGAACGCACATCCCATCGCGTTGCCGACCACGCGCAAGTGGTTCGC
GTGCTGGGTTTTTTCCAGTGCCACTCCCACCCAGCGCAAGCATTTGATGACGCCATGACGCAGTTCGGG
ATGAGCAGGCACGGGTTGTTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAAGCCCGCAGTGGA
ACGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGGACCGTATCCTCCAGGCATCAGGGATGAAAAGGGCCAAACCG
TCCCCTACTTCAACTCAAACGCCGGATCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCCGATTCGCTGGAGCGTGAC
CTTGATGCGCCTAGCCCAATGCACGAGGGAGATCAGACGCGGGCAAGCAGCCGTAAACGGTCCCGATCG
GATCGTGCTGTCACCGGTCCCTCCGCACAGCAATCGTTCGAGGTGCGCGTTCCCGAACAGCGCGATGCG
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TTGCATTTGCCCCTCCTCAGCTGGGGTGTAAAACGCCCGCGTACCAGGATCGGCGGCCTCCTGGATCCT
GGTACGCCCATGGATGCCGACCTGGTAGCGTCCAGCACCGTGGTTTGGGAACAAGATGCGGACCCCTTC
GCAGGGACAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGCTCGCATGGTTGATGGAGCTATTGCCT
CAGTGA

*The sequence encoding the N-terminal GFP-tag is underlined.

GFP-TALE34

Amino acid sequenceb
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGV
QCFSRYPDHMKOHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNIL
GHKLEYNYNSHNVYTMADKQKNGIKVNFKIRHNI EDGSVQLADHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSA
LSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKHMDPIRSRTPSPARELLSGPQPDGVQPTADRGVSPPA
GGPLDGLPARRTMSRTRLPSPPAPSPAFSADSFSDLLRQFDPSLFNTSLFDSLPPFGAHHTEAATGEWD
EVQSGLRAADAPPPTMRVAVTAARPPRAKPAPRRRAAQPSDASPAAQVDLRTLGYSQQQQEKIKPKVRS
TVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALGTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWSGARALEALLT
VAGELRGPPLQLDTGQLLKIAKRGGVTAVEAVHAWRNALTGAPLNLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQR
LLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRL
LPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLL
PVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLP
VLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPV
LCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVL
CQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLC
QAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQ
AHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQA
HGLTPEQVVAIASNGGGKQALESIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALI
KRTNRRIPERTSHRVADHAQVVRVLGFFQCHSHPAQAFDDAMTQFGMSRHGLLQLFRRVGVTELEARSG
TLPPASQRWDRILQASGMKRAKPSPTSTQTPDQASLHAFADSLERDLDAPSPMHEGDQTRASSRKRSRS
DRAVTGPSAQQSFEVRVPEQRDALHLPLLSWGVKRPRTRIGGLLDPGTPMDADLVASSTVVWEQDADPF
AGTADDFPAFNEEELAWLMELLPQ*

PRVDs are shown in red. The N-terminal GFP-tag is underlined.

Forward TALEN34

DNA sequence’
ATGGAACAAAAATTAATCTCAGAAGAAGACTTGGCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGCAGGTGGATCTACGC
ACGCTCGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCAGCAC
CACGAGGCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCCAACACCCGGLCAGCG
TTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGCGATC
GTTGGCGTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGCTCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTG
AGAGGTCCACCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAGCGTGGCGGCGTGALCCGCA
GTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTTACCCCGGAGCAGGTG
GTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTG
TGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCG
CTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTG
GCCATCGCCAGCAATCATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGL
CAGGCCCATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGLCAGGCGLTG
GAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCC
ATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAG
GCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATCATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAG
ACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATC
GCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGLCC
CATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACG
GTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC
AGCAATCATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCAT
GGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTG
CAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGLCCAGC
AATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC
CTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAG
CGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT
GGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTG
ACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGG
CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATCAT
GGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTCACC
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CCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCLTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGT
GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCG
GAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTA
TCTCGCCCTGATCCGTCGTTGGCCGCGTTAACCAACGACCACCTCGTCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGA
CGTCCTGCGCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGCCGCACGCGCCGGCCTTGATCAAAAGAACCAATCGC
CGTATTCCCGAACGCACATCCCATCGCGTTGCCGGATCCCAGCTGGTGAAGAGCGAGCTGGAGGAGAAG
AAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGG
AACCCCACCCAGGACCGCATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGG
GGAGAGCACCTGGGCGGAAGCAGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACAGTGGGCAGCCCCATCGATTAC
GGCGTGATCGTGGACACAAAGGCCTACAGCGGCGGCTACAATCTGCCTATCGGCCAGGCCGACGCGATG
CAGAGCTACGTGGAGGAGAACCAGACCCGGAATAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTAC
CCTAGCAGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGAGCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAG
CTGACCAGGCTGAACCACATCACCAACTGCAATGGCGCCGTGCTGAGCGTGGAGGAGCTGCTGATCGGC
GGCGAGATGATCAAAGCCGGCACCCTGACACTGGAGGAGGTGCGGCGCAAGTTCAACAACGGCGAGATC
AACTTCAGATCTTGA

“The sequences encoding the N-terminal cmyc-tag and nuclear localisation sequence (NLS) are
underlined and in blue, respectively. The sequence encoding the C-terminal Sharkey-DS Fokl
is in bold.

Forward TALEN34

Amino acid sequenced
MEQKLISEEDLAKKKRKVQVDLRTLGYSQQQQEKIKPKVRSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAA
LGTVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWSGARALEALLTVAGELRGPPLQLDTGQLLKIAKRGGVTA
VEAVHAWRNALTGAPLNLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQA
LETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQAL
ETVOQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALE
TVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALET
VQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETV
QRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQ
RLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQR
LLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNHGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRL
LPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALESIVAQL
SRPDPSLAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSHRVAGSQLVKSELEEK
KSELRHKLKYVPHEYIELIEIARNPTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGEHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDY
GVIVDTKAYSGGYNLPIGQADAMQSYVEENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQ
LTRLNHITNCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFRS*

RVDs are shown in red. The N-terminal cmyc-tag and nuclear localisation sequence (NLS) are
underlined and in blue, respectively. The C-terminal Sharkey-DS Fokl domain is in bold.
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Reverse TALEN,_,
DNA sequence’
ATGGATTACAAGGATGACGATGACAAGGCCAAGAAGAAGAGGAAGGTGCAGGTGGATCTACGCACGCTC

GGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCAGCACCACGAG
GCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCCAACACCCGGCAGCGTTAGGG
ACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGATCGCAGCGTTGCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGGC
GTCGGCAAACAGTGGTCCGGCGCACGCGCTCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGT
CCACCGTTACAGTTGGACACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAGCGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAG
GCAGTGCATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTTACCCCGGAGCAGGTGGTGGCC
ATCGCCAGCAATAACGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAG
GCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAG
ACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTGGCCATC
GCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCC
CATGGCCTCACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACG
GTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC
AGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCAT
GGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTG
CAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC
AATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC
CTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAG
CGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT
AACGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTC
ACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAACGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGG
CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATT
GGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACC
CCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG
TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGT
GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCG
GAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTG
CCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACACCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGC
AAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTCACCCCGGAG
CAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAACGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCG
GTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACTCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAG
CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAG
GTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGAGCATTGTTGCCCAGTTATCTCGC
CCTGATCCGTCGTTGGCCGCGTTAACCAACGACCACCTCGTCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCT
GCGCTGGATGCAGTGAAAAAGGGATTGCCGCACGCGCCGGCCTTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTATT
CCCGAACGCACATCCCATCGCGTTGCCGGATCCCAGCTGGTGAAGAGCGAGCTGGAGGAGAAGAAGTCC
GAGCTGCGGCACAAGCTGAAGTACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGGAACCCC
ACCCAGGACCGCATCCTGGAGATGAAGGTGATGGAGTTCTTCATGAAGGTGTACGGCTACAGGGGAGAG
CACCTGGGCGGAAGCAGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACAGTGGGCAGCCCCATCGATTACGGCGTG
ATCGTGGACACAAAGGCCTACAGCGGCGGCTACAATCTGCCTATCGGCCAGGCCAGAGAGATGCAGAGA
TACGTGGAGGAGAACCAGACCCGGAATAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAGGTGTACCCTAGC
AGCGTGACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGAGCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCCAGCTGACC
AGGCTGAACCACATCACCAACTGCAATGGCGCCGTGCTGAGCGTGGAGGAGCTGCTGATCGGCGGCGAG
ATGATCAAAGCCGGCACCCTGACACTGGAGGAGGTGCGGCGCAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTC
AGATCTTGA

“The sequences encoding the N-terminal FLAG-tag and nuclear localisation sequence (NLS)
are underlined and in blue, respectively. The sequence encoding the C-terminal Sharkey-RR
Fokl is in bold.

Reverse TALEN,,
Amino acid sequencef
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MDYKDDDDKAKKKRKVQVDLRTLGYSQQQQEKIKPKVRSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALG
TVAVKYQDMIAALPEATHEAIVGVGKQWSGARALEALLTVAGELRGPPLQLDTGQLLKIAKRGGVTAVE
AVHAWRNALTGAPLNLTPEQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALE
TVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALET
VORLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETV
QRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQ
RLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNNGGKQALETVQR
LLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRL
LPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLL
PVLCQAHGLTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNNGGKQALETVQRLLP
VLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHGLTPEQVVAIASNGGGKQALESIVAQLSR
PDPSLAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHAPALIKRTNRRIPERTSHRVAGSQLVKSELEEKKS
ELRHKLKYVPHEYIELIEIARNPTQDRILEMKVMEFFMKVYGYRGEHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDYGV
IVDTKAYSGGYNLPIGQAREMQRYVEENQTRNKHINPNEWWKVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAQLT
RLNHITNCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLTLEEVRRKFNNGEINFRS*

'RVDs are shown in red. The N-terminal FLAG-tag and nuclear localisation sequence (NLS)
are underlined and in blue, respectively. The C-terminal Sharkey-RR FokI domain is in bold.

0s512g29220 allelic promoters
CLUSTAL 2.1 multiple DNA sequence alignment

> Oryza sativa cv Nipponbare
> Oryza sativa cv Zhenshan 97

AGGGATGTCTACTGCAGGTGAAAACAATCCTTCGACAAAAAATAAGTTACTTTTGGTAAA 60
AGGGATGTCTACTGCAGGTGAAAACAATCCTTCGACAAAAAATAAGTTACTTTTGGTAAA 60

GACAGTTAAATAATAAGCAGCTATATCACGCGCATGGGAGAATTGCATATTCAATTACAA 120
GACAGTTAAATAATAAGCAGCTATATCACGCGCATGGGAGAATTGCATATTCAATTACAA 120

TCATTATTTTTTTTTCAGAACACTGTCGGCGACATTGAGAATTAATCTACCCGTGCAAAC 180
TCATTATTTTTTTTTCAGAACACTGTCGGCGACATTGAGAATTAATCTACCCGTGCAAAC 180

AAAGAACAGAGAAACTATAGTATACCTACATGTATCTATCACCCAATAATTGCAAGATCA 240
AAAGAACAGAGAAACTATAGTATACCTACATGTATCTATCACCCAATAATTGCAAGATCA 240

TGTTACAAAACGGTTCTAATTAATATATAGAAACAAGGCAGAGAATTCTACCTTTCTTTT 300
TGTTACAAAACGGTTCTAATTAATATATAGAAACAAGGCAGAGAATTCTACCTTTCTTTT 300

GTCTAAGTACAATTATCTTTTTCTCCGCGATTAATATTTTTCGAGTAGTAAAATTTAAGT 360
GTCTAAGTACAATTATCTTTTTCTCCGCGATTAATATTTTTCGAGTAGTAAAATTTAAGT 360

CAAAAGCCGTATCAGGATTCAGGAATAATCCTTCACTGGGAGAGATCTCATGTGATTTGC 420
CAAAAGCCGTATCAGGATTCAGGAATAATCCTTCACTGGGAGAGATCTCATGTGATTTGC 420

TGTTGCACTCGGCGGCTATCTTTTACCGTTCCCAGCAGGAAGCTGCAGACGTTGGAGAGA 480
TGTTGCACTCGGCGGCTATCTTTTACCGTTCCCAGCAGGAAGCTGCAGACGTTGGAGAGA 480

TCGATCTCTACTGACAATGCACAAAGCAATTACTCACTAAATTGGCTATGGCTAGTGAGA 540
TCGATCTCTACTGACAATGCACAAAGCAATTACTCACTAAATTGGCTATGGCTAGTGAGA 540

GGTGCGCTGCGCACAAAGCCAATGCAACTTTTTTTGAAAATTAGCCAGGATTATCTCCAA 600
GGTGCGCTGCGCACAAAGCCAATGCAACTTTTTTTGAAAATTAGCCAGGATTATCTCCAA 600

CAGTAGCTCATTTTTGTAAAAGCCTAATTATTGTGCGTGTCCAAAAGACTTTCCTCAAAA 660
CAGTAGCTCATTTTTGTAAAAGCCTAATTATTGTGCGTGTCCAAAAGACTTTCCTCAAAA 660

GCAAATAAAGAAAAAAAATCTTTGCATAATTATTCTATGATTACTTTGATGCGTACGTGA 720
GCAAATAAAGAAAAAAAATCTTTGCATAATTATTCTATGATTACTTTGATGCGTACGTGA 720

23
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ATGGCCATGGGTAGGAGGCAACCAAGTGATTC! CACCTAGCTAGCTTT CTCCTATATAA
ATGGCCATGGGTAGGAGGCAACCAAGTGATTC CACCTAGCTAGCTTT I CTCCTATATAA

AGCACCACAACTCCCTTCATTCCTCTCCAAGAGTTTTCAGCCAACACATTGAACTCTTCT
-GCACCACAACTCCCTTCATTCCTCTCCAAGAGTTTTCAGCCAACACATTGAACTCTTCT

TCAGAGCTCTCCCTTCCCTCCACAAAGGGGGTCTAGGGTTAGAGTGTGTGTGTCTGTGAC
TCAGAGCTCTCCCTTCCCTCCACAAAGGGG-TCTAGGGTTAGAGTGTGTGTGTCTGTGAC

AAGTTCCAAGCTAGCAACAACAAGCTCAATTCCTTGCTTGTTTGCTTCCATATTACACTA
AAGTTCCAAGCTAGCAACAACAAGCTCAATTCCTTGCTTGTTTGCTTCCATATTACACTA

CATCTCTTCCCTTCAATTACCCCCCTTTTAGCACACAAAA 1000
CATCTCTTCCCTTCAATTACCCCCCTTTTAGCACACAAAA 998

ArtXa251/ArtXa252 target sequences are underlined. The PthXo2 target sequence is in bold.

Single nucleotide exchanges are shown in grey.

New assembly vectors for the "Golden TAL Technology" toolbox®

One to six repeats can be assembled using Golden Gate cloning into Bpil sites (underlined) of
an assembly vector. The repeats in the assembly vectors are flanked by Bsal sites (black, bold)
to facilitate assembly into the final TALE. Two new assembly vectors were designed to expand
the maximum number of repeats per TALE from 23.5° to 29.5. Part of the assembly vector
sequences are shown. Bsal overhangs are in colors (C: blue, D: magenta, R: dark grey;
according to°). Bpil overhangs matching to the first and last repeat of the repeat assembly are

shaded in light and dark grey, respectively. Relevant repeat codons are translated.

Assembly vector C-D
GTCGGTCTCAGTGCCAGGCGCATGGCCTTACAAGTCTTCCTTooelacZeee
C Q A HGTUL T

® ¢ ¢ CGCGAAGACTTHEEAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGEGTGCTGTTGAGACCCAC
L E TV Q R L L P V L

Assembly vector D-R
GTCGGTCTCACTGTGCCAGGCGCATGGCCTTACAAGTCTTCCTTeoe laczZeee
L C Q A HGTUL T

® ¢ e GGCCGAAGACTTIHGEAGAGCATGAGACCCAC
L E S
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2.3.1.2 Zusammenfassung Publikation 3

TALEs binden ihre Ziel-DNA-Sequenz in einer hochgradig regelméfigen ein-repeat-
ein-Nukleotid Abfolge. Ein Nachteil dieser Bindung ist die geringe Flexibilitit,
besonders im Bezug auf Suszeptibilititsgene in denen TALE-Bindestellen bereits durch
Deletionen oder Insertionen (Indel) einzelner Nukleotide zerstort werden konnen.
Dadurch wird die Bindung des TALEs und damit die Aktivierung dieses
Suszeptibilititsgens blockiert und die Pflanze ist resistent. Interessanterweise findet
man in reispathogenen Xoo- und Xoc-Stammen TALEs die einen einzelnen repeat mit
abweichender Linge, einen sogenannten aberranten repeat in der Mitte ihrer repeat-
Region besitzen. Aberrante repeats weisen in ihren o-Helices Deletionen bzw.
Insertionen auf und sind somit im Gegensatz zur Standardlinge die 34 Aminoséuren
betrdgt mit 30 Aminosduren wesentlich kiirzer bzw. mit 39/40/42 Aminoséuren deutlich
langer. Diese Verdnderungen in der Linge der repeat-o-Helices konnten die
regelméBige Struktur der repeat-Region storen und somit die Gesamt-Bindung des
TALESs verringern. Einen Hinweis, dass dies nicht zutrifft, geben die TALEs PthXo3
und AvrXa7, die einen solchen aberranten repeat tragen und trotzdem das
Suszeptibilititsgen OsSWEETI4 aktivieren. Allerdings stellte sich heraus, dass
besonders nach der Position des aberranten repeats gehdauft RVD-Nukleotid-
Fehlpaarungen auftreten. In einem hypothetischen Experiment wurde der aberrante
repeat aus der repeat-Region herausgewunden, sodass alle folgenden RVDs eine
Position nach vorn verschoben wurden. Damit konnte die Anzahl der RVD-Nukleotid-
Fehlpaarungen signifikant verringert werden, wodurch die Hypothese entstand, dass
aberrante repeats aus der repeat-Region herausgewunden werden kdnnen um einen
frameshift in der Ziel-DNA-Sequenz zu tolerieren. Um dies experimentell zu bestitigen
wurden kiinstliche TALEs erstellt, die einen aberranten repeat an verschiedenen
Positionen ihrer repeat-Region tragen. Anhand verschiedener Reporterkonstrukte
konnte dabei festgestellt werden, dass TALEs mit aberrantem repeat neben der
optimalen Ziel-DNA-Sequenz auch eine Ziel-DNA-Sequenz in der ein Nukleotid
downstream der Position des aberranten repeats deletiert wurde (-1 frameshift), binden
und das dahinterliegende Gen effizient aktivieren konnen. TALEs mit ausschlieBlich
34-Aminosdure repeats waren dazu nicht in der Lage. Diese Flexibilitit beziiglich der
Ziel-DNA-Sequenz scheint besonders niitzlich fiir die Anpassung an mogliche
Resistenzgene zu sein, in denen die TALE-Bindestelle durch die Deletion eines

Nukleotides zerstort wurde. Tatsdchlich konnte anhand einer natiirlichen Xoo-Reis
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Infektion gezeigt werden, dass ein kiinstlicher TALE mit aberrantem repeat in der Lage
ist das resistente Allel des OsSWEETI3-Promotors, mit einem Indel in der PthXo2-
Bindestelle, ebenso zu aktivieren wie das Allel mit optimaler Bindestelle. Im Gegensatz
dazu konnte der TALE mit ausschlieBlich 34-Aminoséure repeats lediglich das Allel
mit optimaler Bindestelle, nicht jedoch das resistente Allel aktivieren. Daher konnten
aberrante repeats eine niitzliche Anpassung an allelische Suszeptibilititsgene sein, in
denen eine TALE-Bindestelle durch ein einzelnes Indel zerstort wurde, um diese Form

der Resistenz zu umgehen.

2.4 Eigenanteil an den Publikationen

Publikation 1 Kapitel 2.1:
Streubel, J., Bliicher, C., Landgraf, A., and Boch, J. (2012) TAL effector RVD

specificities and efficiencies. Nat. Biotechnol. 30: 593-595.

Eigenanteil: Die Planung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit J. Boch. Mit
Ausnahme der in Abbildung 1A dargestellten Konstrukte und Ergebnisse, wurden alle
kiinstlichen TALEs, sowie zugehdrige Reporterkonstrukte von mir erstellt und die
nachfolgenden Analysen der Reportergenaktivitit bzw. der Nachweis mittels Western
Blot selbstindig von mir durchgefiihrt und ausgewertet. Das Manuskript wurde in

Zusammenarbeit mit J. Boch erstellt.

Publikation 2 Kapitel 2.2:
Streubel J.*, Pesce C.*, Hutin M., Koebnik R., Boch J. and Szurek B. (2013) Five

phylogenetically close rice SWEET genes confer TAL effector-mediated susceptibility
to Xanthomonas oryzae pv. oryzae. New Phytol. 200: 808-819

*geteilte Erstautorenschaft

Eigenanteil: Die Klonierung und Aktivitdtsanalyse von Tal5 mittels -Glucuronidase
Assay erfolgte durch C. Pesce unter meiner Anleitung wéhrend ihres 1-monatigen
Aufenthalts in Halle. Alle in dieser Publikation verwendeten kiinstlichen TALE-
Konstrukte fiir OsSWEET-Promotoren wurden selbststindig von mir geplant und
erstellt. Die Transformation der in dieser Publikation verwendeten Stimme mit den
kiinstlichen TALE-Konstrukten, sowie die ersten Virulenzanalysen in Reis wurden von

mir wihrend meines ca. 5 wochigen Aufenthalts im IRD (Montpellier) begonnen und
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von C. Pesce beendet. Aulerdem fiihrte C. Pesce die in planta Wachstumskurven durch.
Die RNA-Proben zur Bestimmung der OsSWEET-Transkriptlevel nach der Infektion
mit den in dieser Publikation verwendeten Xoo-Stimme wurde von C. Pesce vorbereitet.
Die folgende anschlieBende Analyse der Expression der kiinstlichen TALEs in den
verwendeten Xoo-Stdmmen, sowie die Analyse der Transkriptmenge der ca. 20
OsSWEETs mittels qRT wurden eigenstindig von mir geplant, durchgefiihrt und
ausgewertet: die. Das Manuskript wurde in Zusammenarbeit mit J. Boch, B. Szurek, R.

Koebnik und C. Pesce erstellt.

Publikation 3 Kapitel 2.3:

Richter A.*, Streubel J.*, Bliicher C., Szurek B., Reschke M., Grau J. and Boch J.
(2014) A TAL effector repeat architecture for frameshift binding. Nat. Commun. 5:
3447

*geteilte Erstautorenschaft

Eigenanteil: Die Planung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit A. Richter
und J. Boch. Folgende Arbeiten wurden von mir in Zusammenarbeit mit A. Richter
geplant, durchgefiihrt und analysiert: Erstellung der verwendeten TALE- und
Reporterkonstrukte, Nachweis der TALE-Expression in planta, Analyse der TALE-
Aktivitdt anhand des B-Glucuronidase Reportergens. Folgende Arbeiten wurden von A.
Richter geplant, durchgefiihrt und ausgewertet: Erstellung, Aktivititsanalyse und
Nachweis der TALEN Konstrukte. Die unter Abbildung 8 gezeigten Konstrukte und
Experimente wurden eigenstéindig von mir geplant, durchgefiihrt und ausgewertet. Das

Manuskript wurde in Zusammenarbeit mit A. Richter, J. Grau und J. Boch erstellt.

2.5 Zusitzliche Ergebnisse

2.5.1 Funktionsanalyse von TALEs am OsSWEETI14 Promotor

Aktivatorproteine  konnen die  Transkription nicht nur ausgehend von
Kernpromotorsequenzen, sondern auch ausgehend von sogenannten Enhancer-
Elementen initiieren (Maston, et al., 2006; Bulger & Groudine 2011; Levine, ef al.,
2014). Enhancer-Elemente sind DNA-Sequenzen, welche die Transkription eines Gens
iiber Entfernungen von bis zu 1Mb kontrollieren kénnen (Jeong, et al., 2006; Amano, et
al., 2009). Die Bindung an Enhancer-Elemente ermdglicht Aktivatoren die
Transkription eines Ziel-Gens unabhéngig von ihrer Position oder der Orientierung ihrer

Bindestelle relativ zum Kernpromotor zu aktivieren (Maston, et al., 2006; Bulger &
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Groudine 2011; Levine, ef al., 2014). Fiir TALEs ist bisher unklar, ob sie dhnlich wie
Enhancer-bindende Proteine die Transkription eines Ziel-Gens ausgehend von
verschiedensten Positionen bzw. unabhingig von der Orientierung ihrer Ziel-DNA-
Sequenz aktivieren kdnnen. Mdglicherweise sind fiir TALEs zusétzlich andere Faktoren
wie beispielsweise umliegende Promotorelemente oder Wirtsproteine, welche die
Zuginglichkeit des Promotors beeinflussen, von Bedeutung. Studien die sich diesem
zusétzlichen Level an Komplexitdit widmen, wurden bisher allerdings kaum
durchgefiihrt. Die zugrundeliegenden Zusammenhénge und Mechanismen sind deshalb
bisher nur unzureichend verstanden. Ihre Analyse konnte neue Einblicke in das
Zusammenwirken zwischen TALEs mit spezifischen Promotorelementen, sowie der
Transkriptionsmaschinerie im Allgemeinen geben.

Studien mit TALE-Aktivatoren im humanen System zeigen, dass selbst TALE-Derivate
deren Ziel-DNA-Sequenzen in der kodierenden Sequenz eines Gens, mehr als 500bp
vom ATG entfernt oder sogar in reverse (umgekehrter) Orientierung liegen, ein Ziel-
Gen effektiv aktivieren konnen (Maeder, et al., 2013; Perez-Pinera, et al., 2013; Uhde-
Stone, et al, 2014; Zhang, et al, 2014). Dabei zeigte sich, dass zusitzlich die
Positionierung der Bindestelle in DNasel-sensitiven Promotorregionen vorteilhaft war
(Maeder, et al., 2013; Zhang, et al., 2014). Mit natiirlichen TALEs im pflanzlichen
System wurden solche systematischen Studien dagegen noch nicht durchgefiihrt. Hier
ist lediglich bekannt, dass TALEs den Transkriptionsstart eines Ziel-Gens beeinflussen
konnen (Kay, et al., 2007; Romer, et al., 2009; Antony, et al., 2010; Hummel, ef al,
2012). Wobei jedoch hiufig kiinstliche Promotoren analysiert wurden. In diesen wurde
entweder eine vorhandene TALE-Bindestelle verschoben oder zusétzlich zu den bereits
vorhandenen TALE-Bindestellen bis zu flinf weitere Bindestellen verschiedener TALEs
inseriert (Kay, et al, 2007; Romer, et al, 2009; Hummel, et al, 2012). Die dafiir
verwendeten TALE-Bindestellen enthielten jedoch héufig eine TATA-Box, sodass diese
ebenfalls entweder verschoben oder mehrfach inseriert wurde (Kay, ef al., 2007; Romer,
et al., 2009; Hummel, et al.,, 2012). Die Moglichkeit kiinstliche TALEs fiir beliebige
Ziel-DNA-Sequenzen zu erstellen, erlaubt es nun TALEs an verschiedene Stellen eines
natiirlichen Promotors zu positionieren und deren Aktivitdt zu vergleichen, ohne dabei
den Promotor selbst zu verdndern. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Aktivitét
verschiedener kiinstlicher TALEs an einem Beispielpromotor im transienten, sowie im
natiirlichen System analysiert werden. Publikation 2 beschreibt, dass kiinstliche TALEs,

die fiir Promotoren bestimmter OsSWEET-Gene aus Reis erstellt wurden, zu erhOhter
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Virulenz von Xoo-Stimmen fiihren kdnnen (Streubel, et al., 2013). Ausgehend davon
bot sich vor allem der OsSWEETI4 Promotor fiir weiterfilhrende Studien an.
OsSWEET14 kodiert einen Saccharose-Transporter, dessen TALE-abhingige Induktion,
vermutlich durch die Versorgung mit Néhrstoffen, zu erhohter Virulenz von Xoo fiihrt
(Chen, et al, 2012; Braun 2012). Fiir diesen Promotor sind Bindestellen fiir vier
verschiedene natiirliche Xoo-TALEs bekannt, die bereits als funktional beschrieben
wurden. (Yang, et al, 2006; Antony, et al., 2010; Yu, et al., 2011; Streubel, et al.,
2013). Dariiber hinaus wurden in Publikation 2 bereits zwei kiinstliche TALEs fiir
diesen Promotor konstruiert und im Xoo-Reis-System analysiert (Streubel, et al., 2013).
Zusétzlich war ein Reporterkonstrukt verfiigbar, um die Funktion der TALEs am
OsSWEET[4-Promotor auch im transienten System (Agrobacterium-vermittelter
Transfer in N. benthamiana) zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere
kiinstliche TALEs erstellt, die Aufschluss iiber Positionierungsmoglichkeiten von
TALE Ziel-DNA-Sequenzen im OsSWEETI4-Promotor geben sollten. Eine Ubersicht
iiber deren RVD-Komposition, sowie Ziel-DNA-Sequenzen kann dem Anhang
entnommen werden (s. Anhang 5.4). Zur besseren Ubersicht wurden die erstellten
TALESs beziiglich ihrer Bindestellen im OsSWEET14-Promotor in 3 Gruppen aufgeteilt.
Die erste Gruppe umfasst kiinstliche TALEs deren Ziel-DNA-Sequenzen im Bereich
der Bindestellen natiirlicher TALEs am OsSWEET4-Promotor (TalC, AvrXa7/PthXo3
und Tal5), ca. 220 bis 335bp upstream des ATG liegen. (Antony, et al., 2010; Yu, et al,,
2011; Streubel, et al, 2013; Abb. 2.1A). Zu dieser Kategorie zdhlen die kiinstlichen
TALEs TALIL, 2, 4 und 5. Ihr zugehoriger Promotorabschnitt ist in Abbildung 3.1A
durch ein b gekennzeichnet. Die zweite Gruppe umfasst kiinstliche TALEs, deren Ziel-
DNA-Sequenzen entweder in einem Bereich von 336 bis 1000bp upstream vom ATG
liegen (der zugehdrige Promotorbereich ist in Abbildung 2.1A mit a markiert) oder
ausgehend vom ATG in einem Bereich von 1 bis zu 220bp upstream im Promotor bzw.
downstream in der Protein-kodierenden Sequenz liegen (der zugehorige
Promotorbereich ist in Abbildung 2.1A mit ¢ markiert). Mit Hilfe dieser kiinstlichen
TALESs zu denen im Bereich a TAL11, 14 und 17 und im Bereich ¢ TAL3, 6, 7, 8, 9,
10, 18, sowie der TALGUS (der nur fiir das Reporterkonstrukt im transienten System in
N. benthamiana analysiert wird) gehoren, sollte iiberpriift werden ob und von welchen
Positionen TALEs wirken konnen. Als dritte Gruppe wurden kiinstliche TALEs erstellt,
die in umgekehrter Orientierung den Gegenstrang (antisense Strang) schon vorhandener

TALE Ziel-DNA-Sequenzen binden, sogenannte reverse-TALEs. Dazu gehoren TAL-1,
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-2, -AvrXa7, -3, -7, -81, -82 und -9. Durch die Bindung an Enhancer-Elemente kdnnen
Aktivatorproteine die Transkription nicht nur unabhéngig von ihrer Position sondern
auch unabhingig von der Orientierung ihrer Bindestelle relativ zum Kernpromotor
aktivieren (Bulger & Groudine 2011; Levine, ef al., 2014). Bisher ist jedoch unklar, ob
dies fiir TALEs ebenfalls zutrifft. Anhand des TALEs AvrBs3 wurde gezeigt, dass
dieser das Ziel-Gen Bs3 nicht mehr aktiviert, sobald dessen Ziel-DNA-Sequenz im Bs3
Promotor invertiert wird (Romer, et al., 2009). Dadurch wurde allerdings auch die in
der AvrBs3-Bindestelle enthaltene TATA-Box invertiert, weshalb nicht auszuschlieSen
ist, dass damit die generelle Aktivierbarkeit des Promotors beeinflusst wird (Romer, et
al., 2009). AuBlerdem sind fiir natiirliche TALEs bisher nur forward-orientierte
Bindestellen in Ziel-Promotoren bekannt (Boch, et al., 2009, Moscou & Bogdanove
2009). Daher entstand die weitverbreitete Meinung, dass TALEs die Transkription nur
iiber forward-orientierte Bindestellen aktivieren konnen. Ausgehend davon wird auch in
verfiigbaren Vorhersage-Programmen fiir TALE-Ziel-Gene lediglich nach forward-
orientierten Bindestellen in Promotoren gesucht (Grau et al., 2013; Perez-Quintero et
al., 2013). Da bisher jedoch noch nicht experimentell analysiert wurde, ob TALEs mit
natiirlicher Aktivierungsdoméne auch iiber reverse auf dem Gegenstrang positionierte
Bindestellen effizient die Transkription aktivieren konnen, sollte dies mit Hilfe der
obengenannten reverse-TALEs untersucht werden. Weiterhin kann mit dem Repertoire
verschieden positionierter kiinstlicher TALEs systematisch analysiert werden inwiefern
der Transkriptionsstart durch diese am Promotor beeinflusst wird. Um auszuschliefen,
dass die erstellten TALEs eine zusidtzliche Bindestelle im 1lkb-Fragment des
OsSWEET14 Promotors oder in einem anderen schon bekannten Suszeptibilititsgen des
Reisgenoms besitzen, wurde deren Spezifitit mit Hilfe eines Programms zur Vorhersage
potenzieller TALE-DNA-Bindestellen iiberpriift (Storyteller; Perez-Quintero, et al.,
2013). Als Referenz wurde das annotierte Nipponbare-Genom Version 7.0 verwendet
(Rice MSU Annotation Project). Mogliche Ziel-DNA-Sequenzen der TALEs werden
dabei mit einem Rang bewertet, der sich aus der Position der Bindestelle im Promotor,
sowie der Bindespezifitdt zusammensetzt. Die beste Wertung erhielt dabei immer die
vorher definierte Ziel-DNA-Sequenz im OsSWEETI4 Promotor. Unabhdngig von
Position oder Orientierung wurde filir keinen der kiinstlichen TALEs eine weitere
mogliche Ziel-DNA-Sequenz in einem anderen bekannten Suszeptibilititsgen oder eine

zweite Bindestelle im OsSWEET14 Promotor vorhergesagt.
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2.5.2 Funktionsanalyse der OsSWEETI4-TALEs im transienten System

Zuerst wurde die Funktion der kiinstlichen TALEs im transienten System analysiert.
Hierzu wurden die TALEs zusammen mit einem Reporterkonstrukt Agrobacterium-
vermittelt in N. benthamiana transferiert. Das verwendete Reporterkonstrukt enthielt,
beginnend vom ATG, die ersten 1000bp des OsSWEET4-Promotors, fusioniert an die
kodierende Sequenz des Reportergens uid4 (Abb. 2.1A & Abb. 5.3 ). Die TALE-
abhéngige Aktivierung des Reportergens wurde mittels quantitativer B-Glucuronidase
Messung analysiert. Es zeigte sich, dass die verschieden positionierten TALEs das

Reportergen unterschiedlich effizient aktivieren (Abb. 2.1B).
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Abbildung 2.1 TALEs am OsSWEETI14-Promotor und deren Aktivitiit im transienten System

A Dargestellt ist das 1kb Fragment des OsSWEET4-Promotors fusioniert an das Reportergen uidA. Die
Bindestellen der kiinstlichen TALEs, sowie deren Orientierung sind mit farbigen Pfeilen gekennzeichnet.
Die Pfeilspitze kennzeichnet jeweils die Lage der AD. Die Bindestellen der natiirlichen TALEs TalC,
AvrXa7 und Tal5 sind jeweils durch einen weillen Pfeil gekennzeichnet. Der Promotor wurde zur
besseren Ubersicht in die drei Bereiche a, b und ¢ unterteilt. Die relative Position des ATG der
OsSWEET4-kodierenden Sequenz in dem verwendeten Reporterkonstrukt ist durch eine gestrichelte
Linie gekennzeichnet. Die Darstellung ist rein schematisch und nicht maBstabsgetreu. Eine genauere
Ubersicht findet sich im Anhang unter Abb. 5.3. B Aktivititen der kiinstlichen TALEs im transienten
System. Die Messung der TALE-abhéngigen Aktivierung des Reportergens erfolgte nach Agrobacterium-
vermittelter transienter Expression der TALEs und ihrer Reporterkonstrukte in N. benthamiana. Dazu
wurden die TALE-Konstrukte, deren Expression durch den konstitutiven Promotor 35S kontrolliert wird,
sowie das Reporterkonstrukt mit einer finalen ODg4py von jeweils 0,4 ko-inokuliert und 2dpi die Aktivitét
des Reportergens bestimmt. Als Negativkontrolle diente der TALE Hax3 der keine Bindestelle im
OsSWEET4-Promotor besitzt. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung (n=3). 4-MU=4-
Methylumbeliferon. Das Experiment wurde dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.
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Die Unterschiede in der Aktivierung des Reportergens konnen nicht auf die
unterschiedliche Expression oder Stabilitit der TALEs in planta zuriickgefiihrt werden.
Der Nachweis der TALE-Expression zeigte, dass die Mehrheit der TALEs in
vergleichbaren Mengen in planta synthetisiert wird (Abb. 2.2). Lediglich fiir TAL2,
TALS8 und TAL-81 konnte ein schwicheres Signal detektiert werden (Abb. 2.2). Dies
scheint jedoch keine Auswirkung auf die Aktivitdt dieser TALEs zu haben, da
besonders TAL2 und 8 sehr effizient sind (Abb. 2.1).

OsSWEET14 TALEs OsSWEET14 TALEs
;\
4‘*{566&
kwa 1 -12 -23 -3405 6 7 -7 8 -81-829 -9 GFP . wa 10 11 14 17 18 ¥ O'RY leer
< ALEs mit
17,5 repeats

ca. 145 kDa

<CFP

ca. 26 kDa
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Abbildung 2.2 Nachweis der kiinstlichen TALE-Proteine in planta

Parallel zur Messung der B-Glucuronidase Aktivitit wurden die TALE-Proteine mittels Immunoblot
nachgewiesen. Die TALE-Konstrukte sind N-Terminal an GFP fusioniert und wurden wie unter
Abbildung 2.1 beschrieben in N. benthamiana exprimiert. 2dpi wurden je zwei Blattscheiben aus 3
biologischen Replikaten geerntet und die Proteine nach Aufschluss und SDS-PAGE mit Hilfe eines GFP
spezifischen Antikorpers nachgewiesen. Als negativ-Kontrolle diente einerseits der Vektor ohne TALE
(GFP), sowie eine nicht-inokulierte Pflanzenprobe (leer). Als Positivkontrolle diente Hax3. Die
erwarteten GroBen fir TALEs mit 17,5 repeats bzw. fir GFP sind mit Pfeilen markiert. Hax3 enthilt
lediglich 11,5 repeats und ist daher kleiner.

Daher kann vermutet werden, dass die Position der TALEs im Promotor die
Aktivierung des Reportergens beeinflusst. Besonders effiziente forward-positionierte
TALEs sind TAL1, 2, 4 und 5 des Promotorbereichs b, sowie die TALEs TAL11 und
17 aus dem Promotorbereich a und TALG6, 8, 9 und 10 des Promotorbereichs ¢ (Abb. 2.1
B). Die starkste Aktivierung des Reportergens (TAL-2) wurde als Maximum und damit
als 100% gewertet, ausgehend davon erzielen die vorhergenannten TALEs eine
Aktivierung des Reportergens im Bereich von ca. 20-85%. Weniger bis gar nicht aktive
TALEs sind TAL3, 7, 14, 18 sowie TALGUS deren Aktivitidt im Bereich zwischen 0
und 20% liegt (Abb2.1 B). Eine Erkldrung fiir die geringe Aktivitit dieser TALEs
konnte sein, dass sie trotz ausgeglichener RVD-Komposition nur schwach an ihre Ziel-
DNA-Sequenz binden kdnnen und somit das Reportergen nicht effizient aktivieren
(Streubel, et al., 2012). Um dies auszuschlieBen wurde exemplarisch jeweils die 19bp
umfassende TAL18- und TAL3- Ziel-DNA-Sequenz vor das 74bp-Fragment des Bs4-

Promotors und ein promotorloses uidA-Gen inseriert (Abb. 2.3A). Das Fragment des
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Bs4-Promotors besitzt keine Basalaktivitidt, kann jedoch TALE-abhingig aktiviert
werden. Dieses System wurde bereits in vorhergehenden Studien benutzt, um die
Aktivitdt kiinstlicher TALEs zu untersuchen und sollte einen Einfluss durch
OsSWEET4-spezifische Promotorelemente ausschlieBen (Boch, ef al., 2009; Yu, et al.,
2011). Wie Abbildung 2.3B zeigt, aktivieren TAL18 und Tal3 das Reporterkonstrukt
vergleichbar mit der Positivkontrolle Hax3. Die Bindung der jeweiligen Ziel-DNA-
Sequenz ist spezifisch, da ein vergleichbares Reporterkonstrukt, welches anstatt der
TALI1S8- bzw. der TAL3-box die Hax3-box enthilt, nicht aktiviert wird (Abb. 2.3B). Dies
zeigt, dass beide TALEs ihre Ziel-DNA-Sequenz effizient binden und ein

dahinterliegendes Gen aktivieren konnen.
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Abbildung 2.3 Analyse der TAL18- und TAL3- Aktivitit am 74bp-Fragment des Bs4-Promotors im
transienten System

A Zur Aktivitidtsanalyse wurde die jeweilige TALE-box vor das 74bp-Fragment des Bs4-Promotors
inseriert, dadurch sollten OsSWEETI4 spezifische Promotoreigenschaften ausgeschlossen werden. B 2
Tage nach Agrobacterium-vermittelter Expression der Konstrukte wurde die TAL18- bzw. TAL3-
abhingige Aktivierung des P-Glucuronidase Reportergens gemessen. Als Negativkontrolle diente ein
vergleichbares Konstrukt, welches anstelle der TALIS8- bzw. TAL3- die Hax3-box enthélt. Zuséitzlich
wurden die T4AL18- und TAL3-box mit Hax3 ko-exprimiert um Basalaktivitit dieser Reporterkonstrukte
auszuschlieBen. Als Positivkontrolle diente Hax3 in Kombination mit der Hax3-box. Die Fehlerbalken
kennzeichnen die Standardabweichung (n=3).

Der Grund, dass TAL18 und TAL3 im OsSWEETI4-Promotorkontext nicht bzw. nur
gering aktiv sind, kdnnte somit entweder auf die Position der Bindestelle relativ zu
anderen Promotorelementen bzw. speziell fiir TAL18 die Ndhe zum ATG oder aber auf
die eingeschrinkte Zuganglichkeit des Promotors durch Methylierung oder eine
Blockierung der Bindestelle durch  Wirtsproteine  zuriickzufithren  sein.
Interessanterweise sind auch einige reverse-bindenden TALEs in der Lage das
Reportergen sehr effizient zu aktivieren. TAL-1 und -2 deren Ziel-DNA-Sequenzen
upstream der TATA-Box in Promotorbereich a liegen aktivieren das Reportergen mit

ca. 60 bis 100% sehr effizient und vergleichbar mit ihren zugehdrigen forward-
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bindenden @TALEs (Abb. 2.1B). Zu Beginn wurde Dbereits mittels
Vorhersageprogrammen iiberpriift, dass weder TAL-1, noch TAL-2 eine zusétzliche
Bindestelle, speziell in forward-Orientierung, im OsSWEETI4 Promotor besitzen. Da
beide TALEs jedoch zu einer sehr effizienten Aktivierung des Reportergens fiihrten,
sollte dies zusdtzlich experimentell am Beispiel von TAL-2 untersucht werden. Wie
vorher bereits beschrieben wurde dazu die 21bp umfassende Ziel-DNA-Sequenz, in der
die Bindestellen von TAL2 und TAL-2 enthalten sind, vor das 74bp-Fragment des Bs4-
Promotors und ein promotorloses uidA-Gen inseriert (Abb. 2.4 A,B). Der Bs4-Promotor
sollte keinerlei Sequenzéhnlichkeiten mit dem OsSWEETI4-Promotor besitzen und
somit eine Analyse der TAL2 und besonders TAL-2 Bindestelle unabhéingig vom
OsSWEET14-Promotorkontext erlauben. Die Analyse der beiden TALEs ergab, dass
beide in der Lage waren das Bs4-Reporterkonstrukt zu aktivieren (Abb. 2.4B,D). Diese
Aktivierung konnte als spezifisch bestimmt werden, da beide TALEs ein vergleichbares
Reporterkonstrukt, welches anstelle der TAL2/-2-Ziel-DNA-Sequenz die Hax3-Ziel-
DNA-Sequenz enthielt nicht aktivierten (Abb. 2.4B,D). Um jedoch zu {iberpriifen, dass
TAL-2 tatsdchlich die reverse-orientierte Ziel-DNA-Sequenz im antisense Strang bindet
wurde zusétzlich ein weiteres Bs4-Reporterkonstrukt erstellt (Abb. 2.4C,D). In diesem
wurden die Guanin-Nukleotide in der TAL2 Bindestelle des sense DNA-Strangs zu
Adenin mutiert (Abb. 2.4C). Dadurch sollte TAL2 mit seinen Purin-spezifischen NN
RVDs immer noch in der Lage sein diese Ziel-DNA-Sequenz zu binden. Im Gegensatz
dazu erzielen diese Mutationen einen Cytosin zu Thymin Austausch in der TAL-2-Ziel-
DNA-Sequenz im antisense Strang (Abb. 2.4C). Da TAL-2 an diesen Positionen das
hochgradig Cytosin-spezifische RVD HD enthilt, sollte TAL-2 nicht mehr in der Lage
sein diese mutierte Ziel-DNA-Sequenz zu binden und somit das Reportergen nicht
aktivieren. Die Analyse dieses mutierten Reporterkonstruktes zeigte, dass TAL2 wie
erwartet das mutierte Reporterkonstrukt trotz der G- zu A-Mutationen aktiviert (Abb.
24C,D). Im Gegensatz dazu konnte TAL-2 dieses Reporterkonstrukt nicht mehr
aktivieren, wodurch gezeigt wird, dass die Aktivitit dieses TALEs tatséchlich auf die
Bindung der reverse-orientierten Ziel-DNA-Sequenz im antisense-Strang zurlick-
zufithren ist (Abb. 2.4C,D). Auftillig bei der Analyse der reverse-bindender TALEs
war, dass speziell die downstream der TATA-Box gelegenen reverse TALEs aus
Promotorbereich b und ¢ das Reportergen nur gering oder gar nicht aktivieren (TAL-
AvrXa7, -3, -7, -81/-82, -9; Abb. 2.1B). Dies liberrascht insofern, da fiir einige dieser
TALEs der zugehorige forward-bindende TALE zu einer sehr effizienten Aktivierung
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des Reportergens fiihrt (Abb. 2.1B). Dies weist darauf hin, dass die Bindestellen in
dieses Bereichen grundlegend zugénglich und nicht durch Wirtsproteine blockiert sein
sollten und trifft vor allem fiir die Paarungen TALS8/-81/-82 und TAL9/-9 zu (Abb.
2.1B). Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse erstmalig, dass TALEs mit
natiirlicher Aktivierungsdomédne im transienten System in N. benthamiana ein
Reportergen ausgehend von verschiedensten Positionen im Promotor, sowie in reverse-

Orientierung aktivieren konnen.
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Abbildung 2.4 Analyse der TAL2-und TAL-2-Aktivitit am 74bp-Fragment des Bs4-Promotors im
transienten System

A Zur Aktivitidtsanalyse wurde die jeweilige TALE-box vor das 74bp-Fragment des Bs4-Promotors
inseriert, dadurch sollten OsSWEETI4 spezifische Promotoreigenschaften ausgeschlossen werden. B und
C Zur Analyse wurden zwei Reporterkonstrukte erstellt. Das Reporterkonstrukt 74L2/-2-box enthielt ein
21bp-Fragment mit den Bindestellen fiir beide TALEs. Das Reporterkonstrukt TAL2/-2mut-box enthielt
das 21bp-Fragment in dem im sense-Strang Guanin zu Adenin mutiert wurde (rot markiert). TAL2 sollte
mit Hilfe seiner Purin-spezifischen NN-RVDs in der Lage sein diese Mutation zu tolerieren. Dagegen
fiihrt diese Mutation zu einem Cytosin zu Thymin Austausch im antisense-Strang, wodurch TAL-2 nicht
mehr binden kann. D 2 Tage nach Agrobacterium-vermittelter Expression der Konstrukte wurde die
TAL2- bzw. TAL-2-abhéngige Aktivierung des B-Glucuronidase Reportergens gemessen. Als Negativ-
kontrolle diente ein vergleichbares Konstrukt, welches anstelle der TAL2/-2-box die Hax3-box enthilt.
Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung (n=3).

TTAL2 "TAL-2 TAL2 TAL2 TAL2 TAL2

2.5.3 Funktionsanalyse der OsSWEETI4-TALEs im natiirlichen Reis-System

Es ist nicht auszuschlieBen, dass nach transienter Expression des OsSWEETI4-
Promotors in N. benthamiana spezifische Charakteristika z.B. die Belegung mit
Pflanzenproteinen nicht mit denen im natiirlichen Reis-System vergleichbar sind. Daher
sollten einige OsSWEETI4-TALEs auch im natiirlichen Xoo-Reis-System analysiert
werden. Hierzu wurden die OsSWEETI4-TALEs TAL14, 17, 11, 1/-1, 2/-2, 3/-3, 8/-82,
10 sowie 18 ausgewdhlt (Abb. 2.5A) und jeweils in ein Plasmid inseriert, das eine
konstitutive Expression des entsprechenden TALEs in Xanthomonas erlaubt. Diese
Plasmide wurden in den nicht-virulenten Xoo-Stamm BAI3AtzalC {ibertragen. Durch die
Deletion des TALE-Gens talC fehlt diesem Stamm die Fahigkeit das Suszeptibilidtsgen
OsSWEETI14 zu aktivieren. Werden allerdings alternative OsSWEETI4-TALEs in

diesem Stamm exprimiert, konnen diese die Aktivierung von OsSWEETI4 und damit
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die Virulenz des Stammes wiederherstellen (Streubel, et al., 2013). Dies kann sowohl
anhand von Virulenzphénotypen, als auch durch die Untersuchung des OsSWEETI4
Expressionslevels nachgewiesen werden. Um die Virulenz der jeweiligen Xoo-Stimme
mit oder ohne OsSWEET[4-TALEs zu analysieren, wurden diese mittels Spritze in die
suszeptible Reislinie Nipponbare (Oryzae sativa ssp. japonica) inokuliert. Fiinf Tage
nach Inokulation wurden die Phénotypen ausgewertet und fotografiert. Als
Positivkontrolle diente der Wildtypstamm BAI3. Er enthdlt a/C, der das
Suszeptibilititsgen OsSWEETI4 aktiviert und somit typische Virulenzsymptome
auslost, die als dunkelgriine wéssrige Lasionen rund um die Inokulationsstelle sichtbar
sind (Abb. 2.5B). Der Stamm BAI3AtalC kann OsSWEETI14 nicht aktivieren und ist
somit nicht virulent. Wird fa/C auf einem Plasmid wieder in diesen Stamm transferiert,
kann der Virulenzphinotyp in Form von wissrigen Lisionen wiederhergestellt werden
(Abb. 2.5B). Die Ubertragung der kiinstlichen TALEs TALI1/-1, 2/-2, sowie TALS
fihrte ebenfalls zur Wiederherstellung der Virulenzsymptome (Abb. 2.5B).
Wihrenddessen konnten TAL14, 17, 11, 3/-3, 7/-7, -82, 10 oder 18 den
Virulenzphénotyp von BAI3AfalC nicht wiederherstellen (Abb. 2.5B). Um zu
untersuchen, ob der beobachtete Phinotyp der jeweiligen Xoo-Stimme tatsdchlich mit
der Expression von OsSWEET14 zusammenhingt, wurde diese mittels quantitativer RT-
PCR analysiert. Dazu wurden die jeweiligen Xoo-Stimme mittels Spritze in die
suszeptible Reislinie Nipponbare inokuliert. 24h nach Inokulation wurde das
Blattmaterial geerntet und zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Als Referenz
wurde der Stamm BAI3Ata/C mit einem Plasmid ohne TALE (ev) verwendet und die
OsSWEET4-Transkriptmenge in den zu untersuchenden Proben als n-fach im
Vergleich zu diesem Stamm berechnet. Ubereinstimmend mit dem Virulenzphinotyp
konnte fiir TAL2/-2 und 8 eine signifikante Erhdhung des OsSWEET4-Transkripts
gemessen werden (Abb. 2.5C). Interessanterweise konnte auch fir TAL10, der die
Virulenz von BAI3AtalC nicht wiederherstellen konnte, eine signifikant erhohte
OsSWEET4-Expression, vergleichbar mit TALS8, gemessen werden (Abb. 2.5C). In
Anbetracht dessen sollte dieser Stamm ebenfalls virulent sein. Aufféllig bei der
Auswertung der Virulenz-Phinotypen war jedoch, dass BAI3Aza/C mit TAL10 fiinf
Tage nach Inokulation statt wissriger Lisionen, braune Lisionen hervorrief (Abb. 5.4).
Dies konnte ein Hinweis auf eine Abwehrreaktion sein, die einen lokalen Zelltod zur
Folge hat (Verdier, ef al., 2012). Mdglicherweise induziert TAL10 eine Abwehrreaktion

z.B. durch die zufillige Aktivierung eines Resistenzgens. In diesem Fall wird
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OsSWEETI4 zwar aktiviert, die weitere Besiedlung der Reispflanze und damit die
Bildung wissriger Lisionen wird jedoch durch die Abwehrreaktion verhindert. Fiir die
anderen analysierten TALEs (TAL14, 3/-3, 7/-7, -82 und 18) konnte keine signifikant
erhohte OsSWEET14-Expression gemessen werden (Abb. 2.5C). Fir TAL1/-1, 11 und
17 muss die OsSWEETI4-Transkriptmenge in zukiinftigen Experimenten noch
bestimmt werden. Im direkten Vergleich stimmen die Ergebnisse aus dem transienten p-
Glucuronidase Assay mit den Ergebnissen aus dem natiirlichen Xoo-Reis-System,
iiberein. Alle dafiir ausgewdhlten TALEs, die schon im transienten System in N.
benthamiana eine effiziente Reportergen Aktivierung zeigten (TAL1/-1, 2/-2, 8 und 10),
konnten das Suszeptibilititsgen auch im natiirlichen Kontext aktivieren und so den
Virulenzphénotyp eines nicht-virulenten Xoo-Stammes wiederherstellen. Im Gegensatz
dazu waren TALEs, die im transienten System eine niedrige Aktivierung des
Reportergens (im oben gezeigten Experiment zwischen 0 und 20%; Abb. 2.1B)
hervorriefen, im natiirlichen Xoo-Reis-System nicht in der Lage das Ziel-Gen zu
aktivieren (TAL14, 3/-3, 7/-7 und-82; Abb. 2.5B,C). Diese TALESs sind im transienten
System in N. benthamiana eventuell nur deshalb gering aktiv, weil die
Gesamtkopienzahl der TALE- und vor allem Reporter-DNA pro Pflanzenzelle deutlich
hoher ist, als im natiirlichen Kontext und so selbst bei ineffizienter TALE-Wirkung eine
Reporteraktivierung gemessen werden kann. Fir TAL1l und 17 kann noch keine
eindeutige Aussage getroffen werden. Beide TALEs riefen im transienten System eine
effiziente Aktivierung des Reportergens hervor, waren im natiirlichen System jedoch
nicht in der Lage den Virulenzphdnotyp von BAI3Ata/C wiederherzustellen. Dies
konnte einerseits darin begriindet sein, dass im natiirlichen Reis-System die
Bindestellen dieser TALEs durch Wirtsproteine blockiert sind, die im transienten
System nicht vorhanden sind. Andererseits wire es auch denkbar, dass beide TALEs
zwar die Expression von OsSWEETI4 aktivieren, aber durch eine Verschiebung des
Transkriptionsstarts die 5"UTR der mRNA verlidngert wird. Diese verldngerte 5"UTR
beinhaltet speziell im Fall von TAL17 zusétzliche ATG Motive, sodass bei der
Translation Proteine entstehen konnen, die durch Verschiebung des Leserahmens nicht
funktional sind. Selbst bei Beibehaltung des Leserahmens kann ein verfriihter
Translationsstart zur Fusion zusdtzlicher Aminosiduren am N-Terminus fithren und das
Signal zur Membranintegration von OsSWEET14 blockieren. Dadurch wiirde das

Protein seine Funktion als Transporter verlieren. Diese Fragestellung konnte durch die
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Analyse der OsSWEETI4-Transkriptmenge, sowie der Transkriptionsstarts in
Anwesenheit von TAL11 oder TAL17 weiter aufgeklirt werden.
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Abbildung 2.5 Funktionsanalyse ausgewiihlter OsSWEETI4-TALEs im natiirlichen Xoo-Reis
System

A Schematische Ubersicht {iber die Positionierung der verwendeten TALEs in den Bereichen a,b,¢ des
OsSWEET4-Promotors. Die Position und Orientierung der kiinstlichen TALEs ist durch farbige Pfeile
dargestellt. Die Position des ATG ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die Abbildung ist
nicht mafstabsgetreu. B Analyse der Virulenzphénotypen nach Inokulation verschiedener Xoo-Stimme.
Die Xoo-Stimme BAI3, BAI3AtalC+ev, sowie BAI3AtalC mit natiirlichen oder kiinstlichen TALEs
wurden mittels Spritze und einer ODgyy von 0,5 in die suszeptible Reislinie Nipponbare (Oryza sativa ssp
Jjaponica) inokuliert. Pro Stamm wurden je zwei Blétter mit je 4-6 Inokulationspunkten versehen. 5 Tage
nach Inokulation wurden die Virulenzphinotypen, sichtbar als dunkelgriine wéssrige Lasionen (mit
weilem Pfeil gekennzeichnet), um den Inokulationspunkt ausgewertet und fotografiert. Dargestellt sind
jeweils reprasentative Ausschnitte der inokulierten Blétter. C Analyse des OsSWEET14 Expressionslevels
mittels quantitativer RT-PCR. Die Xoo-Stimme wurden wie unter B beschrieben in die suszeptible
Reislinie Nipponbare inokuliert. Pro Stamm wurde ein S5cm Bereich von je zwei Bléttern inokuliert. 24h
nach Inokulation wurde das Blattmaterial geerntet und zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Die
Menge des OsSWEETI4 Transkripts wurde nach ¢cDNA Synthese mittels quantitativer PCR bestimmt
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(1Q5 Cycler von Biorad). Als Referenzgen wurde Aktin verwendet. Die Aktivierung des OsSWEET]4
Gens wurde als n-fach im Vergleich zu BAI3AtalC+ev berechnet und ist anhand einer logarithmischen
Skala aufgetragen. Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung von 3 unabhdngigen
biologischen Replikaten. Die signifikante Erhohung der OsSWEET4 Transkriptmenge im Vergleich zu
BAI3AtalC+ev wurde mit Hilfe des t-Tests (p< 0,05) berechnet und mit einem * markiert.

2.5.4 Analyse des Einflusses von TALEs auf die Transkriptionsinitiation

Die vorhergehenden Ergebnisse zeigen, dass TALEs effizient die Transkription eines
Gens aktivieren konnen, selbst wenn deren Bindestellen an verschiedensten Positionen
im Promotor und sogar reverse im Gegenstrang liegen. Vorhergehende Studien zeigten,
dass der Transkriptionsstart eines Gens TALE-abhingig verdndert wird und in den
betrachteten Fillen ca. 40-60 bp downstream der TALE-Bindestelle liegt (Kay, et al,
2007; Romer, et al, 2009; Antony, et al., 2010). Allerdings enthielten die dabei
analysierten TALE-Bindestellen die TATA-Box. Die TATA-Box dirigiert den
Transkriptionsstart, sodass dieser ca. 25 bis 30 Nukleotide downstream liegt (Gannon,
et al., 1979; Thomas & Chiang 2006). Daher ist nicht auszuschlieBen, dass die
Verschiebung des Transkriptionsstarts im Vergleich zum natiirlichen Transkriptionsstart
lediglich mit der Blockierung der TATA-Box durch den TALE zusammenhingt.
Weiterhin zeigte eine Studie anhand eines kiinstlichen Promotors in dem mehrere
TALE-Bindestellen kombiniert wurden, dass die Mehrheit der analysierten TALEs
unabhingig von ihrer Position den natiirlichen Transkriptionsstart ca. 27bp downstream
der TATA-Box zur Folge hat (Hummel, et al, 2012). Allerdings enthielt dieser
Promotor durch die Insertion mehrerer TALE-Bindestellen auch mehrere TATA-
Elemente. Daher ist es mdglich, dass zur Transkriptionsinitiation an diesem Promotor
moglicherweise immer die dem ATG am néchsten gelegene TATA-Box verwendet
wird. Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit erstellten OsSWEETI4-TALEs konnen
nun systematisch die Transkriptionsstarts in Anwesenheit verschieden positionierter
TALESs analysiert werden, ohne dabei wichtige Promotorelemente zu verschieben oder
zu inserieren. Interessant sind in diesem Zusammenhang vor allem die reverse-
bindenden TALEs deren AD im Vergleich zu den forward-bindenden TALEs
entgegengesetzt positioniert ist. Die Transkriptionsstartpunkte am OsSWEETI4-
Promotor wurden anhand des vorher bereits beschriebenen Reporterkonstruktes (1kb
OsSWEET4-Promotor fusioniert an uidA; Abb. 2.1A) im N. benthamiana System
mittels 5’"RACE analysiert (Abb. 2.6A-D). Dazu wurden die TALEs TALI11, 1/-1, 2/-2,
3/-3, 9 und 10 ausgewdhlt und zusammen mit dem Reporterkonstrukt {iiber
Agrobacterium in N. benthamiana ko-transferiert (Abb. 2.6A). 24h nach Inokulation

wurde das Blattmaterial geerntet und zur Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Nach
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cDNA Synthese, wurden die zu analysierenden Transkripte mit Hilfe eines
Reportergen-spezifischen Primers amplifiziert, zur weiteren Analyse in einen Vektor
inseriert und anschlieend bis zu 20 der erhaltenen Klone sequenziert.

Um zu tiberpriifen, ob die in N. benthamiana erhaltenen Transkriptionsstarts, mit denen
im Reis-System vergleichbar sind, wurde zu Beginn der Transkriptionsstart am
OsSWEETI4-Promotor in Anwesenheit von AvrXa7 bestimmt, da dieser aus
vorhergehenden Studien in Reis bereits bekannt war (Antony, et al, 2010). Wie
Abbildung 2.6B zeigt, stimmt der fiir AvrXa7 im transienten System bestimmte
Transkriptionsstart, mit dem aus dem natiirlichen Reis-System bekannten Start iiberein.
Das transiente System in N. benthamiana kann somit zur weiteren Analyse der
Transkriptionsstartpunkte verwendet werden. Der natiirliche, TALE-unabhéngige
Startpunkt am OsSWEETI4-Promotor konnte im transienten System nicht iiberpriift
werden, da das verwendete Reporterkonstrukt keine Basalaktivitit besitzt. Die
ermittelten Transkriptionsstarts in Anwesenheit ausgewihlter TALEs sind in Abbildung
2.6B-D dargestellt. Der natiirliche in Reis bestimmte Transkriptionsstart am
OsSWEET4-Promotor ist mit einem roten A gekennzeichnet (Antony, et al, 2010;
Abb. 2.6B). Das erste Nukleotid der ermittelten Transkriptionsstartpunkte ist in schwarz
bzw. wenn es mit dem natiirlichen Transkriptionsstartpunkt iibereinstimmt, in rot
angegeben. Zu beachten ist dabei, dass die Abstidnde der ermittelten Transkriptionsstarts
zum 3’'-Ende der Bindestellen fiir forward-TALEs bzw. zum 5’-Ende der Bindestellen
fiir reverse-TALEs angegeben sind. Zuerst wurden die Transkriptionsstartpunkte fiir die
kiinstlichen TALEs TAL3/-3, 9 und 10 aus Promotorfragment ¢ bestimmt (Abb. 2.6C).
Es konnte eine Verschiebung des Transkriptionsstarts am OsSWEETI4 Promotor in
Anwesenheit der verschieden positionierten TALEs beobachtet werden. Die Mehrheit
der Transkriptionsstarts lag bei allen vier analysierten TALEs zwischen 40 und 60bp
downstream der Bindestelle. Dies entspricht einer Verschiebung des Transkriptions-
starts, die mit Daten fritherer Analysen iibereinstimmt (Kay, ef al., 2007; Romer, et al.,
2009; Antony, et al., 2010). Interessanterweise stimmt auch die Mehrheit der
Transkriptionsstarts in Anwesenheit von TAL3 bzw. TAL-3 {iiberein, obwohl im Fall
von TAL-3 die AD entgegengesetzt und somit an einer anderen Stelle im Promotor
positioniert ist. Zusétzlich wurden fiir TAL-3 allerdings auch Transkriptionsstarts
ermittelt, die mit 117 bzw. 138bp wesentlich weiter von der TALE-Bindestelle entfernt
liegen. Anschlieend wurden die Transkriptionsstartpunkte fiir die TALEs TAL11, 1/-1
und 2/-2 aus Promotorfragment a und b bestimmt (Abb. 2.6D). Hier ergab sich ein
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weniger eindeutiges Bild. Fiir TAL2 und -2 wurden jeweils Startpunkte ermittelt, die
40-60bp downstream der TALE Ziel-DNA-Sequenz und damit {iberwiegend 3bp vor
oder am natiirlichen Transkriptionsstart liegen. Obwohl deren Bindestellen weiter
upstream liegen wurden fir TAL1 und -1 vergleichbare Startpunkte ermittelt, die
ebenfalls entweder 3bp vor oder direkt am natiirlichen Start liegen. Mdglicherweise
werden die Transkriptionsstarts in Anwesenheit von TALEs, die in einem bestimmten
Bereich upstream der TATA-Box binden durch die TATA-Box dirigiert und sind somit
unabhédngig von der Position der TALE-Bindestelle. Die Mehrheit der fir TAL11
bestimmten Startpunkte wiederum, liegt ca. 40-60bp downstream der TALE Ziel-DNA-
Sequenz und wird somit vermutlich durch die Position des TALEs dirigiert (Abb. 2.6D).
Zusitzlich dazu wurden fiir TAL11 Transkriptionsstarts ermittelt, die erneut 3bp vor
dem natiirlichen Startpunkt liegen. Dies deutet daraufhin, dass hier mdglicherweise
beide Effekte (die Position des TALEs und die Position der TATA-Box) den
Transkriptionsstart beeinflussen. Um eine umfassendere Ubersicht zu erhalten ist es
notwendig weitere Transkriptionsstarts fiir TALI1, sowie Startpunkte fiir andere
TALESs aus Promotorfragment a z.B. TAL17 oder 14 zu bestimmen. Zusammenfassend
lasst sich jedoch vermerken, dass fiir die meisten TALEs individuelle
Transkriptionsinitiationspunkte ermittelt werden konnten, die mit Daten fritherer
Publikationen tibereinstimmen. Interessanterweise sind die ermittelten Startpunkte fiir
forward- und reverse-bindende TALE-Paare (TAL1/-1, 2/-2 und 3/-3) oft vergleichbar,
obwohl die AD, die als Plattform fiir die Bildung des Initiationskomplex dienen sollte,
entgegengesetzt positioniert ist. Es ist jedoch moglich, dass es sich bei der Mehrheit der
fiir TAL2/-2, sowie TALI1/-1 ermittelten Startpunkte um den TALE-unabhingigen,
TATA-Box-dirigierten Startpunkt handelt, der aus Studien in Reis nur 3bp downstream
liegt. Weiterfithrende Studien sollten daher in Reis nach natiirlicher Infektion mit
Xanthomonas durchgefiihrt werden, sodass TALE-abhingige Startpunkte besser mit
dem natiirlichen Startpunkt fir OsSWEET4 verglichen werden konnen.
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Abbildung 2.6 Transkriptionsstartpunkte in Anwesenheit verschiedener TALEs in N. benthamiana

A Ubersicht iiber die verwendeten TALEs aus den verschiedenen Promotorabschnitten des
Reporterkonstruktes. Die Lage und Orientierung der TALEs ist mit Pfeilen angegeben. Die Lage des
verwendeten 5'RACE Primers ist ebenfalls gekennzeichnet. Die Abbildung ist nicht maBstabsgetreu B
Die Abstinde der ermittelten Startpunkte zur TALE Bindestelle sind in bp angegeben. Der natiirliche aus
Reis bekannte Startpunkt am OsSWEETI4-Promotor ist mit einem roten A gekennzeichnet, der
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Startpunkt in Anwesenheit von AvrXa7 ist mit einem grauem G gekennzeichnet. Die im Rahmen dieser
Arbeit ermittelten Startpunkte in Anwesenheit von AvrXa7 sind durch graue Linien markiert. Das jeweils
erste Nukleotid der ermittelten Startpunkte ist ebenfalls angegeben. C Ermittelte Startpunkte in
Anwesenheit der TALEs downstream der TATA-Box (im Promotorbereich ¢) D Ermittelte Startpunkte in
Anwesenheit der TALEs upstream der TATA-Box (Promotorbereich a,b).
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3 Diskussion
3.1 Der erste Ralstonia-Code: Vorhersage einer Ziel-DNA-Sequenz fiir Brgl1

Im Rahmen der Publikation 1 wurden erstmals die Spezifititen fiir RVDs bestimmt, die
auch in TALE-Homologen z.B. Brgl1 aus R. solanacearum zu finden sind (Cunnac, et
al., 2004; Heuer, et al., 2007). Mit Hilfe dieser neuen RVD-Spezifititen konnten nun
zum ersten Mal anhand der Brgll1-RVD-Abfolge mogliche Ziel-DNA-Sequenzen
vorhergesagt werden (Streubel 2011; Streubel et al., 2012). Im Rahmen meiner
Diplomarbeit wurde analysiert ob die vorhergesagten Ziel-DNA-Sequenzen durch die
Brgl1-repeat-Region gebunden werden. Dazu wurden verschiedene Reporterkonstrukte
erstellt, die sich hauptséchlich in dem fiir den RVD HN abgeleiteten Ziel-Nukleotid
(ausschlieBlich Adenin oder ausschlieBlich Guanin bzw. beide im Wechsel) sowie in der
Identitét des initialen Nukleotids, welches der Ziel-DNA-Sequenz vorangestellt ist,
unterschieden (A, C, G oder T; Boch, et al., 2009; Romer, et al., 2009; Streubel 2011).
Diese Ziel-DNA-Sequenzen wurden an das 74bp-Fragment des Bs4-Promotors
fusioniert und vor das promotorlose uidA-Reportergen inseriert. Die Analyse ergab
jedoch, dass Brgl1 nicht in der Lage war eines der Reporterkonstrukte zu aktivieren
(Streubel 2011). In nachfolgenden Studien, die ebenfalls anhand des Ralstonia TALE-
like (RTL) Proteins Brgll durchgefiihrt wurden, konnten die in Publikation 1
ermittelten Spezifititen jedoch bestdtigt und damit die Aktivitdt von Brgl1 anhand eines
Reporterkonstruktes gezeigt werden (de Lange, et al, 2013). Zusétzlich konnte fiir
Brgll die Notwendigkeit eines initialen Guanins anstatt des flir Xanthomonas-TALEs
iiblichen Thymins vor der eigentlichen Ziel-DNA-Sequenz beschreiben werden (de
Lange, et al, 2013). Aus diesen Ergebnissen konnen mogliche Griinde abgeleitet
werden, die erkldren warum Brgll die im Rahmen meiner Diplomarbeit verwendeten
Reporterkonstrukte nicht aktivierte. Durch die Notwendigkeit des initialen Guanins kam
nur eines der verwendeten Reporterkonstrukte (Box1G, mit initialem Guanin) als Ziel-
DNA-Sequenz fiir Brgll in Frage (Abb. 3.1). Trotzdem war Brgl1 in diesen Studien
nicht in der Lage dieses Reporterkonstrukt zu aktivieren. Mdglicherweise ist die
fehlende Brgll-Aktivitidt darin begriindet, dass im Box1G-Reporterkonstrukt fiir den
RVD HN ausschlieBlich Adenin als Ziel-Nukleotid gewihlt wurde (Abb. 3.1). Wie fiir
den RVD NN bereits bekannt, ist Asparagin an Position 13 in Kombination mit dem
Ziel-Nukleotid Adenin ein schwaches RVD (s. Abschnitt 3.4). Daher wére es denkbar,
dass die Haufung der schwachen HN-Adenin-Kombinationen zusammen mit weiteren

schwachen Interaktionen (NK-G; NG-T) besonders im N-terminalen Bereich der Brgl1
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repeat-Region die Gesamtaktivitit von Brgll reduziert (Abb. 3.1). Ein weiterer
Unterschied der in beiden Studien verwendeten Reporterkonstrukte ist an Position 1 (G
vs. A) der Ziel-DNA-Sequenz zu finden, die durch den RVD NT gebunden wird (Abb.
3.1). Da jedoch in beiden Studien die Spezifitit von NT fiir A und G gezeigt wurde,
sollte dieser Unterschied keinen Einfluss auf die Bindung des TALEs haben (Streubel
2011; Streubel et al., 2012; de Lange, et al., 2013). Weiterhin unterscheiden sich die
beiden Reporterkonstrukte im verwendeten Promotor (Bs4 vs. Bs3; Abb. 3.1).
Allerdings konnte bereits fiir beide Promotorfragmente gezeigt werden, dass sie TALE-
abhéngig aktivierbar sind, daher sollte auch dieser Unterschied keinen Einfluss auf die
Brgl1 Aktivitdt ausiiben (Boch, ef al., 2009; Romer, et al., 2007, Romer, ef al., 2009).

Dennoch kann zusammenfassend gesagt werden, dass anhand der in Publikation 1
bestimmten RVD-Spezifititen bereits erstmals eine Ziel-DNA-Sequenz fiir den
Ralstonia-TALE Brgll vorhergesagt wurde, die in nachfolgenden Studien bestétigt
werden konnte. Dies bildet den Ausgangspunkt um in zukiinftigen Studien die Rolle der
RTLs und deren Ziel-Gene fiir die Virulenz von R. solanacearum genauer zu

untersuchen.

A Brg11 Ziel-DNA-Sequenz aus J. Streubel Diplomarbeit

1.2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 12 13 14 15 16 17 175
RVD-Abfolge NT NK HN HN HN HN NG HD NK HD HD SH NP NH SN HD IS I*

Box1G GG GAAAATCGCCGTGGTCAT

' eeem === T Reportergenaktivierung

Reporterkonstrukt Brg11-box 74bp Bs4 Promotor uidA

B Brg11 mit Ziel-DNA-Sequenz aus de Lange et al., 2013

1. 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 12 13 14 15 155
RVD-Abfolge NT NK HN HN HN HN NG HD NK HD HD SH NP NH SN HD

abgeleitete Ziel-DNA-Sequenz G A G G G G G T C G C C G T G G C A
! -

Reporterkonstrukt —i Brg11-box Bs3 Promotor UidA >

Abbildung 3.1 Vergleich der in meiner Diplomarbeit und de Lange ef al., 2013 verwendeten Brgl1
Reporterkonstrukte

A Dargestellt ist die RVD-Abfolge der in meiner Diplomarbeit angenommenen repeat-Region von Brgl 1
mit 17,5 repeats. Die letzten zwei repeats 1S und I* sind weniger hoch konserviert (Streubel 2011;
Streubel et al., 2013; de Lange et al., 2013). Da bisher unklar ist ob diese repeats an der Bindung
teilnehmen wurden mogliche Zielnukleotide im Reporterkonstrukt angepasst. Darunter ist das
Reporterkonstrukt Box1G dargestellt. Unterschiede zur Ziel-DNA-Sequenz des in B verwendeten
Reporterkonstrukts sind rot markiert. B Dargestellt ist die RVD-Abfolge der in de Lange 2013
angenommenen repeat-Region von Brgl1, die zwei repeats weniger enthilt als in A. Da bisher unklar ist
ob der weniger konservierte repeat IS an der DNA-Bindung teilnimmt wurde zusdtzlich das IS-Ziel-
Nukleotid an Position 17 in die Ziel-DNA-Sequenz inseriert. Das in dieser Studie verwendete
Reporterkonstrukt konnte Brgl 1-abhéngig aktiviert werden.
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3.2 NH - ein neues Guanin-spezifisches RVD

Interessanterweise konnten unter den in Publikation 1 analysierten RVDs auch vier
Guanin-spezifische RVDs identifiziert werden (NK, NH, SN, SH). Fiir die Erstellung
kiinstlicher TALEs wurde zuvor der RVD NN zur Bindung an Guanin verwendet. NN
bindet jedoch neben Guanin auch Adenin (Boch, ef al., 2009; Moscou & Bogdanove
2009, Deng et al., 2014). Deshalb konnte durch die Verwendung des NN RVD die off-
target Rate fiir TALE-basierte Modifikationsenzyme im entsprechenden Ziel-Genom
erhoht werden. Die Entdeckung eines neuen RVDs, das ausschlieBlich Guanin-
spezifisch ist, konnte somit die Spezifitidt solcher TALE-Derivate im Ziel-Genom
signifikant verbessern. NK wurde bereits 2010 von Morbitzer et al., als Guanin-
spezifisch beschrieben (Morbitzer, et al., 2010). Allerdings konnte in Publikation 1
gezeigt werden, dass NK ein schwacher RVD ist, welcher besonders in Kombination
mit anderen schwachen RVDs (z.B. NI, NG) die Gesamtaktivitit eines TALEs
signifikant verringern kann (s. Abschnitt 3.4). Da aber fiir die biotechnologische
Anwendung hochspezifische und hocheffiziente TALE-Derivate bendtigt werden, sollte
NK nur in TALEs verwendet werden, die zusitzlich eine gewisse Anzahl gleichmafBig
positionierter starker RVDs in der repeat-Region aufweisen (Streubel, et al., 2012). SN
und SH sind ebenfalls schwache RVDs und damit nicht zur Erstellung effizienter
TALE-Derivate geeignet (Streubel ef al., 2013). Zudem ist mittlerweile bekannt, dass
lediglich die zweite Aminosdure im RVD die Nukleotid Spezifitit bestimmt, sodass fiir
SN davon ausgegangen werden kann, dass er vergleichbar zu NN ebenfalls Adenin und
Guanin binden kann (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012). Im Gegensatz dazu erwies
sich der erstmals in Publikation 1 beschriebene RVD-Typ NH als vielversprechende
Alternative zu NN. Anhand der in Publikation 1 beschriebenen Ergebnisse ist NH ein
intermediér-starker RVD, der wesentlich Guanin-spezifischer als NN ist und die
Gesamtaktivitdt des TALEs positiv beeinflusst (Streubel, et al., 2012). Anhand von
TALE-Aktivatoren und TALE-Nukleasen bestitigten nachfolgende Studien die in
Publikation 1 beschriebene hohere Guanin-Spezifitit von NH im Vergleich zu NN und
die hohere Effizienz von NH im Vergleich zu NK (Cong ef al., 2012). Daher wurde der
erstmals in Publikation 1 beschriebene RVD NH als neues hochspezifisches RVD zur
Bindung von Guanin in das Basis-Repertoire zur Erstellung kiinstlicher TALE-Derivate

aufgenommen (Booher & Bogdanove 2014; Richter, ef al., 2014; Yang, et al., 2014).
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3.3 Der RVD N* erméglicht TALEs methylierte Ziel-DNA-Sequenzen zu binden

In Publikation 1 konnte die fiir den RVD N* vorhergesagte Spezifitit (fiir Cytosin und
Thymin) nun erstmals experimentell bestétigt werden (Moscou & Bogdanove 2009;
Streubel, et al., 2012). Die ermittelte Spezifitit von N* flir Pyrimidine wies auf die
Moglichkeit hin, dass N* zusdtzlich methylierte Cytosine erkennen kdnnte. Diese
erlauben, dhnlich zu Thymin, die Ausbildung von van-der-Waals-Interaktionen (mit
Glycin an Position 14 im repeat) in der TALE-DNA Interaktionsfliche (Deng, et al.,
2012b; Valton, et al., 2012). Eine solche Erkennung methylierter Cytosine konnte fiir
N* sowie auch H* und NG anschlieBend gezeigt werden (Deng, et al., 2012b; Valton, et
al., 2012). Diese Eigenschaft ist besonders daher interessant, da TALEs mit einem HD-
RVD an der betreffenden Position, methylierte Cytosine in der Ziel-DNA-Sequenz nicht
binden konnen (Deng, et al., 2012b; Valton, et al., 2012). Besonders bei unbekanntem
Methylierungsstatus ist die Verwendung von N*-RVDs statt HD-RVDs (spezifisch fiir
Cytosin) oder NG-RVDs (spezifisch fiir Thymin und methyliertes Cytosin) vorteilhaft,
da diese neben methylierten Cytosinen auch unmethylierte Cytosine erkennen.

RVDs die methylierte Cytosine erkennen, konnen eingesetzt werden, um einerseits die
Sensitivitdt von TALEs gegeniiber potentiell methylierten Sequenzen zu umgehen und
andererseits den Methylierungsstatus einzelner Cytosine zu analysieren. (Bultmann, et
al., 2012; Deng, et al., 2012b; Valton, et al, 2012; Kubik, et al., 2014, Kubik &

Summerer 2015).

3.4 Effizienz - eine neue Eigenschaft fiir TALE-RVDs

Der TALE "ein-RVD-bindet-ein-Nukleotid"-Code ist einfach und geradlinig. Im
Rahmen der Publikation 1 wurde jedoch erstmals ein Phdnomen beschrieben, dass dem
TALE-RVD-Code zusitzliche Komplexitdt verleiht. Dabei konnte ein Einfluss der
RVD-Komposition auf die Gesamtaktivitit des TALEs gezeigt werden, der aus
vorhergehenden Studien nicht erkennbar war. Besonders TALEs die eine bestimmte
Anzahl von beispielsweise NI, NG oder NK RVDs in Folge enthielten oder
ausschlieBlich aus einer Mischung dieser RVDs zusammengesetzt waren, erzielten
lediglich eine sehr geringe oder sogar gar keine Aktivierung des zugehdrigen Reporters
(Streubel, et al., 2012). Erst die Integration von HD oder NN und in den meisten Fillen
auch NH RVDs, konnte die Aktivitit dieser TALEs wiederherstellen. Dies lie3 erstmals
vermuten, dass RVDs unterschiedlich effizient sind und die Gesamtaktivitit eines

TALEs somit auf der ausgewogenen Kombination starker (HD und NN), intermedidr
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starker (NH) oder schwacher (NI, NG, NK) RVDs beruht. Diese neue RVD-Eigenschaft
(Effizienz) war unerwartet und wurde erstmals in Publikation 1 beschrieben.
Nachfolgende Studien konnten den Effekt der RVD-Effizienz beispielsweise im
Vergleich verschiedener Guanin-spezifischer RVDs (NN, NK, HN und NH) anhand von
TALE-Nukleasen oder TALE-Aktivatoren im humanen System bzw. in Zebrafisch
ebenfalls beobachten (Huang, et al., 2011; Christian, et al.,, 2012; Cong, et al., 2012;
Meckler, et al, 2013; Yang, et al, 2014). In Ubereinstimmung mit den Daten aus
Publikation 1, beschrieben diese Studien ebenfalls, dass NK im Vergleich zu HN und
NN zwar spezifischer fiir Guanin ist, jedoch zu einer geringeren Gesamtaktivitit des
TALE:s fiihrt (Christian, et al., 2012; Cong, et al., 2012; Meckler, et al., 2013; Yang, et
al., 2014). Im Gegensatz dazu erzielen die RVDs HN, NN und NH eine hohe TALE-
Gesamtaktivitit, wobei NH die hochste Guanin-Spezifitit aufweist (Christian, et al.,
2012; Cong, et al., 2012; Meckler, et al., 2013; Yang, ef al., 2014). Anhand verfiigbarer
Strukturdaten, die die Interaktion von TALEs mit der Ziel-DNA zeigen, kdnnen nicht
nur Einblicke in die Grundlagen der RVD-vermittelten DNA-Spezifitit gewonnen
werden, sondern auch mogliche Erklidrungen fiir die in Publikation 1 beschriebene neue
RVD-Eigenschaft, die Effizienz, abgeleitet werden. Dabei zeigt sich, dass die
unterschiedliche Effizienz von RVDs vermutlich in der Interaktion der 13. Aminosdure
mit dem Ziel-Nukleotid begriindet ist (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et
al., 2014). Die hohe Effizienz der starken RVDs geht meist mit der Ausbildung von
stabilisierenden Wasserstoffbriicken zwischen RVD (z.B. NN, NH, HD) und Ziel-
Nukleotid einher, wogegen diese in der Interaktion zwischen schwachen RVDs und
dem Ziel-Nukleotid hdufig fehlen (Deng, ef al., 2012a; Mak, ef al., 2012; Deng, et al.,
2014). Beispielsweise bildet die Aminosdure Aspartat im starken RVD HD
ausschlieflich mit der Aminogruppe des Cytosin eine stabilisierende
Wasserstoffbriicke, wodurch dieses Nukleotid in der Ziel-DNA-Sequenz gegeniiber
allen anderen Nukleotiden favorisiert wird (Deng, et al., 2012a; Wicky, et al., 2013;
Deng, et al., 2014). Asparagin an Position 13 (z.B. im RVD NN) bildet stabilisierende
Wasserstoffbriicken zum O6 oder N7 von Guanin bzw. ausschlieBlich zum N7 von
Adenin (Deng, et al., 2014). Das O6 des Guanin weist eine negativere Ladung auf
weshalb diese Wasserstoffbriickenbindung zu Asparagin vermutlich stirker ist als die
Wasserstoffbriickenbindung die von Asparagin zum N7 von Adenin ausgebildet wird
(Deng, et al., 2014). Dies konnte auch die Beobachtung erkldren, dass NN nur in

Kombination mit Guanin und nicht mit Adenin in der Ziel-DNA-Sequenz ein starker
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RVD ist (Streubel, ef al., 2012). Die hohe Spezifitit von NH fiir Guanin ist vermutlich
darin begriindet, dass der Imidazol-Ring von Histidin ausschlieBlich zum N7 von
Guanin eine Wasserstoffbriicke ausbildet, wodurch auflerdem die hohe Effizienz dieser
Interaktion erkldrt werden kann (Deng, et al., 2014). Im Gegensatz zu NN bildet NH
keine Wasserstoffbriicke zu Adenin aus (Deng, et al., 2014). Diese Unterschiede in der
Interaktion von NH mit A und G im Vergleich zu NN mit A und G erkldren die hohe
Guanin-Spezifitit von NH. Der RVD NK ist ein Ausnahmefall. NK ist zwar ebenfalls in
der Lage eine Wasserstoffbriicke zum O6 von Guanin auszubilden, wodurch dessen
Spezifitit erkldrt wird (Deng, et al., 2014). Allerdings fiigt sich die lange Seitenkette
des Lysin vermutlich nicht perfekt in die RVD-DNA Schnittstelle ein und wirkt dort
eher storend (Deng, et al., 2012a; Wicky, et al, 2013; Deng, et al., 2014). Daraus
resultierend konnen zu viele solcher storenden RVDs die Gesamtaktivitdt des TALEs
verringern, wodurch die geringe Effizienz dieses RVD erkldrt werden konnte. Die
geringe Effizienz der RVDs NI und NG dagegen, konnte darin begriindet sein, dass
beide RVDs keine stabilisierenden Wasserstoffbriicken zum Ziel-Nukleotid ausbilden
(Deng, et al., 2012a; Mak, et al, 2012; Wicky, et al, 2013; Deng, et al., 2014).
Beispielsweise scheint die Spezifitit von Isoleucin an Position 13 eher darauf zu
beruhen, dass im Vergleich zu Cytosin, Thymin und Guanin nur in Kombination mit
Adenin keine sterischen Kollisionen auftreten, wodurch dieses Nukleotid toleriert wird
(Wicky, et al., 2013; Deng, et al., 2014). Die Spezifitit von NG fiir Thymin ist darin
begriindet, dass an Position 13 nur Aminosduren mit einer kleinen Seitenkette (z.B.
Glycin in NG) oder RVDs mit fehlender 13. Aminosédure (z.B. N*) die Methylgruppe
des Thymins tolerieren konnen (Deng, et al., 2012a, Deng, et al., 2014). Da allerdings
auch in diesen Interaktionen keine Wasserstoffbriicken sondern nur van-der-Waals-
Interaktionen zu Thymin ausgebildet werden ist der Beitrag dieser RVDs zur
Gesamtaktivitdt eher schwach (Mak, et al., 2012; Deng, et al., 2014).

NG ist der bisher einzige RVD fiir den in einer nachfolgenden Studie widerspriichliche
Ergebnisse beschrieben wurden. Darin wurde im Vergleich zur in Publikation 1
beschriebenen schwachen Aktivitdt, NG als der am stirksten bindende RVD definiert
(Meckler, et al, 2013). In dieser Studie wurde die DNA-Bindung verschiedener
kiinstlicher TALEs mit 17,5 repeats analysiert. Das Grundgeriist dieser TALEs enthielt
an jeder zweiten RVD-Position (P2, P4, P6 usw. bis P16) entweder NI, NG, NK oder
HD. Insgesamt kam somit jedes Grundgeriist-RVD zweimal in der repeat-Region vor.

Ausgehend von diesem Grundgeriist wurden drei Sets erstellt, in denen die Abfolge der
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Grundgeriist RVDs verdndert wurde (z.B. der Grundgeriist RVD HD: in Setl auf P4
und P16, in Set2 auf P6 und P12). AnschlieBend wurden alle verbliebenen "Gast"-
Positionen (P1, P3, P5 usw. bis P17,5) durch ausschlieBlich HD, NG, NI, NK oder NN
RVDs besetzt. Zu allen verwendeten kiinstlichen TALEs wurden perfekt passende Ziel-
DNA-Sequenzen abgeleitet und die Bindung der TALEs an die jeweils passende Ziel-
Sequenz mittels in vitro DNA-Bindungsstudien (electrophoretic mobility shift assay)
analysiert. Anhand der erhaltenen Signal-Stirke des TALE-DNA-Komplexes auf einem
Rontgenfilm, wurden anschlieend Dissoziationskonstanten fiir jeden TALE berechnet.
Aus den erhaltenen Dissoziationskonstanten wurde der "relative" Beitrag verschiedener
RVDs zur Bindung an die perfekte DNA-Sequenz bewertet und NG dabei als bester
DNA-bindender RVD definiert ( NG (1) > NN (0,18) ~ HD (0,16)>>NI (0,0016) > NK
(0,00016) ; Meckler, et al., 2013). Da jedoch bekannt ist, dass NG keine stabilisierenden
Wasserstoffbriicken zu Thymin in der Ziel-DNA-Sequenz ausbildet ist unklar worauf
diese hohe Bindung beruht (Deng, et al., 2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et al., 2014).
Eine mogliche Hypothese wire, dass NG die Gesamt-DNA-Bindung des TALEs am
wenigsten stort. Geht man davon aus, dass sich die Bindung eines TALEs an der
perfekten Ziel-DNA-Sequenz aus der Bindung des N-Terminus (Gao, ef al., 2012), des
repeat-Riickgrats (Aminosduren G14, G15, K16, Q17 im repeat; Wicky, et al., 2013;
Deng, et al., 2014) und den stabilisierenden positiven Interaktionen des RVDs mit dem
Zielnukleotid z.B. durch Wasserstoffbriicken ergibt (Deng, et al., 2012a; Mak, et al.,
2012; Deng, et al., 2014), dann sollte der generelle Beitrag von NG zur Bindung sehr
gering sein, da es keine Wasserstoftbriickenbindungen zu Thymin ausbildet. Allerdings
fiigt sich das im Verhéltnis zu anderen Aminoséduren relativ kleine Glycin an Position
13 gut in die RVD-DNA-Schnittstelle ein. Dies kdnnte Spannungen vermeiden, sodass
die Gesamt-Bindung nicht negativ beeinflusst wird. Zusétzlich wird die DNA durch die
fehlenden stabilisierenden Bindungen eventuell nicht zu fest bzw. zu starr zum TALE
herangezogen, sondern lokal an den Positionen der NG-RVDs "locker" gehalten.
Dadurch konnten moglicherweise benachbarten storenden Einfliissen z.B. die von Lysin
im RVD NK mehr Raum geboten werden und somit ausgeglichen werden. Dadurch
verhilft NG dem TALE Spannungen zu verhindern und so seine hohe Bindungsaffinitét
beizubehalten. Die in diesem Fall gemessene hohe DNA-Gesamtaffinitit ist also nicht
auf die starke Bindung von NG an die DNA, sondern vielmehr auf den grof8en Beitrag
der anderen Faktoren zuriickzufiihren (z.B. den Wasserstoftbriicken zwischen HD und

Cytosin im Grundgeriist) der nicht durch NG gestort wird. Die TALEs mit den "Gast"-
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RVDs NN und HD zeigen eine dhnliche im Vergleich zu NG ca. um Faktor 10
verringerte Gesamt-Affinitit zur perfekt passenden Ziel-DNA-Sequenz (Meckler, ef al.,
2013). Dies konnte einerseits darauf beruhen, dass HD und NN zwar durch die
Ausbildung von Wasserstoffbriicken zur generellen DNA-Bindung beitragen, allerdings
konnten vor allem im Fall des negativ geladenen Aspartats zu viele HD-RVDs in Folge
zu Spannungen in der TALE-Bindung an die ebenfalls negativ geladene DNA fiihren.
Dadurch konnte die Gesamtbindung reduziert werden. Andererseits konnte die starke
Bindung von HD auch zu einer zu starren TALE-Konformation fiihren, die sich dann
negativ auf die Gesamtbindung und vermutlich daraus resultierend auch auf die
Gesamtaktivitit auswirken konnte. Ein dhnlicher Effekt konnte auch fiir die TALE-
abhingige Genaktivierung in Publikation 1 beobachtet werden. Dabei reduzierte die
steigende Anzahl von HD-RVDs in TALEs mit bestimmter RVD-Komposition auch die
Gesamtaktivitit des TALEs (Streubel et al., 2012). Die "Gast"-RVDs NI bzw. NK
zeigen die geringste Gesamt-Affinitéit (Faktor 100 bzw. 1000; Meckler, ef al., 2013). NI
kann ebenfalls keine Wasserstoffbriicken zu Adenin ausbilden. Im Gegensatz zu NG
konnte das Isoleucin an Position 13 jedoch erneut Spannungen erzeugen, die
moglicherweise die Gesamt-Bindung des TALEs reduzieren (Deng, et al., 2014). NK
wirkt wie bereits beschrieben vermutlich stérend, wodurch die Gesamt-Bindung
signifikant verringert wird. Interessanterweise spiegelt sich die in Meckler et al., 2013
beschriebene hohe Bindungsaffinitdit der NG-TALEs nicht in der Aktivierung des
Reportergens wieder. Besonders beim Vergleich der drei verwendeten TALE Sets wird
deutlich, dass die Aktivitdt der NG-"Gast"-RVD-TALEs lediglich mit der Position der
starken HD RVDs im Grundgeriist zusammenhéngt. In Setl und Set2 sind die zwei
Grundgeriist-HD-RVDs relativ gleichméBig in der repeat-Region verteilt, sodass weder
am Ende noch am Beginn der repeat-Region zu viele schwache RVDs in Folge
auftreten (Streubel, e al., 2013). Daher weisen beide Sets eine hohe, sogar mit HD-
"Gast"-RVD-TALEs vergleichbare Aktivitdt auf (Meckler, et al, 2013). In Set3 wird
die Position der zwei Grundgeriist-HD-RVDs jedoch auf P2 und P8 verschoben, sodass
bis zum Ende der repeat-Region eine Abfolge von 10 schwachen RVDs entsteht (NI,
NG, NK). Durch diese lange Abfolge schwacher RVDs, die wie oben beschrieben durch
die Anhdufung der NG-RVDs moglicherweise zu einer etwas "lockeren" DNA-Bindung
fithren, fehlt ein Anker im C-terminalen Bereich der repeat-Region, sodass die Aktivitét
dieses TALEs im Vergleich zu Setl und 2 signifikant reduziert wird (Streubel, et al.,
2012; Meckler, et al., 2013). Dies zeigt, dass NG allein keinen positiven Einfluss auf
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die Gesamtaktivitit des TALEs hat, sondern diese nur auf das Vorhandensein
gleichmédfig positionierter starker RVDs z.B. HD zuriickzufithren ist. Diese
Auswertung der in Meckler et al., 2013 gezeigten Daten bringt die Rolle von NG auch
mit den in Publikation 1 gezeigten Daten wieder in Einklang, die ebenfalls ergaben dass
NG solange er von starken RVDs umgeben ist durchaus zu einer sehr hohen Gen-
Aktivierung fithren kann (Streubel, et al., 2012).

Grundlegend ist klar, zur TALE-abhingigen Genaktivierung ist die effiziente Bindung
des TALEs an die passende Ziel-DNA-Sequenz notwendig. Trotzdem sind die genauen
Zusammenhidnge zwischen der TALE-DNA-Bindung und der biologischen
Genaktivierungsfunktion von TALEs noch nicht vollstindig aufgeklért. Jedoch konnte
aus den in Publikation 1 gewonnenen Erkenntnissen in Kombination mit anderen
Studien zumindest die Hypothese entwickelt werden, dass fiir die starke DNA-Bindung
von TALEs an die perfekte Ziel-DNA-Sequenz wenig stérende RVDs z.B. NG
durchaus vorteilhaft sein konnen, solange auch eine gewisse Anzahl starker RVDs
vorhanden ist. Dabei ist bisher allerdings noch nicht bekannt, wo genau der
Schwellenwert der DNA-Bindung liegen muss, um eine effiziente Genaktivierung zu
erzeugen. Im Vergleich dazu scheint fiir die effiziente Genaktivierung hauptsachlich der
positive Beitrag der starken RVDs und vor allem die gleichmifBige Positionierung dieser
in der repeat-Region ausschlaggebend zu sein. Diese fordern moglicherweise das
"einrasten" der gesamten repeat-Region mit der passenden Ziel-DNA-Sequenz und
erlauben so die Genaktivierung. Die hier beschriebene Hypothese bezieht sich
ausschlieBlich auf die Kombination eines TALEs mit der perfekt passenden Ziel-DNA-
Sequenz. Weitere durch z.B. RVD-DNA Fehlpaarungen ausgeldste Auswirkungen auf

die DNA-Bindung oder Genaktivierung wurden dabei nicht mit einbezogen.

3.5 Die Entschliisselung aller 400 moglichen RVD-DNA-Spezifititen

Seit bekannt ist, dass hauptsédchlich die zweite Aminosdure im RVD fiir die Nukleotid-
Spezifitit verantwortlich ist, konnen die Spezifititen filir alle RVDs die eine bereits
charakterisierte Aminosédure enthalten vorhergesagt werden (Deng, ef al., 2012a, Mak,
et al, 2012). Dennoch entschliisselten zwei unabhéngige Studien systemtisch die
Spezifititen aller 400 mdglichen RVD-Aminosdaurekombinationen (Yang, ef al., 2014;
Juillerat, et al., 2015). Yang et al., 2014 nutzte dafiir einen TALE-Aktivator mit 14,5
repeats, der in der Mitte der repeat-Region dreimal (Position 7-9) das zu untersuchende

RVD in Folge enthielt (Yang, ef al., 2014). Aus den Ergebnissen dieser ersten Analysen
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wurden einige vielversprechende RVD-Kombinationen mit moglichst hoher Spezifitit
fiir eine genauere Untersuchung ausgewdhlt. Darunter waren als Adenin-spezifisch
neben NI weitere Kombinationen z.B. KI und RI. Als Cytosin-spezifisch wurden die
beiden schon bekannten RVDs HD und ND ausgewéhlt. Unter den Guanin-spezifischen
RVDs waren die bereits bekannten NH, NK, NN und HN, sowie einige neue
Kombinationen z.B. RN, QN, RQ, FR. Und als Thymin-spezifisch wurde das bekannte
NG sowie z.B. RG, KA, CA und YA ausgewéhlt. Zur genaueren Analyse der Effizienz
dieser ausgewdéhlten RVDs wurde vergleichbar mit dem in Publikation 1 verwendeten
System zusétzlich zu den anfénglich verwendeten TALEs mit dreimal demselben RVD,
TALEs mit einer Abfolge von sechsmal und zwolfmal dem gleichen RVD verwendet
(Streubel, et al., 2012; Yang, et al., 2014). Interessanterweise konnte dabei festgestellt
werden, dass keines der ausgewéhlten bisher noch nicht beschriebenen RVDs
spezifischer oder effizienter als die bereits bekannten Standard-repeats HD, NN, NH,
NG und NI war (Boch, et al., 2009; Streubel, et al., 2012). Ahnliche Ergebnisse wurden
auch anhand der systematischen Analyse aller RVD-Kombinationen in TALE-
Nukleasen (TALEN) gezeigt (Juillerat, et al, 2015). Hier wurde lediglich die
Alternative MI fiir die spezifische Bindung von Adenin vorgeschlagen. In Yang et al.,
2014 zeigte MI jedoch keine Aktivierung des Reporters (Yang, et al., 2014). Dieser
Unterschied konnte darin begriindet sein, dass TALEN als Paar funktionieren und somit
vermutlich mehr Toleranz gegeniiber schwachen RVD-Kombinationen zeigen, solange
zumindest einer der beiden TALENs effizient DNA bindet. Generell zeigten beide
Studien auBlerdem, dass fiir beide Positionen im RVD nur bestimmte Aminosduren
erlaubt sind. Beispielsweise sind an Position 2 im RVD die Aminosduren W, Y, E, F, K,
M selten bzw. gar nicht funktional (Yang, et al, 2014; Juillerat, et al, 2015).
Vermutlich weil sie groBe Seitenketten enthalten und somit in der RVD-DNA
Interaktion eher stéren (Mak et al., 2012; Wicky et al., 2013, Deng et al., 2014). An
Position 1 im RVD werden hauptsidchlich die auch natiirlicherweise hiufigen
Aminosduren H und N favorisiert und =zusétzlich noch weitere bisher nicht
beschriebenen Aminosduren z.B. K und R akzeptiert (Yang, et al., 2014; Juillerat, et al.,
2015). Moglicherweise sind diese Aminosduren durch die Vermittlung von intra-repeat
Interaktionen besonders zur Stabilisierung des RVD-loops geeignet (Deng, et al.,
2012a; Mak, et al., 2012; Deng, et al., 2014). Im Gegensatz dazu sind auch an Positionl
im RVD Aminosduren mit grolen Seitenketten z.B. W und P, die vermutlich storen

selten aktiv. (Yang et al., 2014; Juillerat et al., 2015). Zusammenfassend wurde in
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beiden systematischen Studien deutlich, dass die schon bekannten natiirlicherweise
vorkommenden RVDs NI, NG, HD, NN und NH bereits das groBte Potential beziiglich
Spezifitit und Effizienz ausschopfen und daher auch in Zukunft nicht durch alternative

RVDs ersetzt werden (Juillerat, et al., 2015).

3.6 Vom MtN3 zum SWEET - die siifle Verwandlung

OsSWEETs der Gruppe III sind die Schliissel-Suszeptibilititsgene fiir die Virulenz von
Xoo in Reis (Chu, et al, 2006a; Yang, et al., 2006; Antony, et al., 2010; Yu, et al.,
2011; Streubel, ef al., 2013). Lange Zeit war jedoch unklar welche Funktion sie in der
Pflanze erfiillen und welche Rolle sie fiir die Virulenz des Pathogens spielen. Eines der
ersten identifizierten Suszeptibilititsgene fiir TALEs aus Xanthomonas war OsSN3
(Xal3; OsSWEETII), dessen PthXol-abhingige Aktivierung unerldsslich fiir die
Virulenz des Xoo-Stammes PX099 ist ( Chu, ef al., 2006a; Chu, et al., 2006b;Yang, et
al., 2006; s. Abschnitt 1.2.5.1). Weitere Analysen ergaben, dass Reis sowie weitere
Pflanzen, Insekten und Tiere verschiedene Os8N3-Homologe kodieren (Yang, et al.,
2006; Chong, et al, 2014; Yuan, et al, 2014). Aufgrund ihrer groBen Ahnlichkeit
(68%) zum Medicago truncatula Nodulin3 (MtN3), welches wihrend der Etablierung
der Wurzelknollchen in der Symbiose mit Rhizobium aktiv ist, wurden Os8N3 und
Homologe als MtN3-Proteine bezeichnet (Gamas, et al., 1996; Chu, et al., 2006a; Yang,
et al., 2006). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die TALE-abhingige
Aktivierung des nah verwandten Os/IN3 (OsSWEET14) die Virulenz des Xoo-Stammes
PX099 wiederherstellen kann, wenn diesem der TALE PthXol fehlt oder PthXol in
resistenten xal3-Pflanzen Os8N3 nicht mehr aktivieren kann (Yang, et al, 2006;
Antony, et al., 2010; s. Abschnitt 1.2.6.2). Dies zeigte erstmals das zwei Gene der
MtN3-Familie funktional austauschbar sind. Zusétzlich entdeckte man, dass MtN3-
Mitglieder nicht nur fiir Pathogene, sondern auch fiir die Pflanze von Bedeutung sind.
Os8N3 ist notwendig fiir die Pollenentwicklung, wihrend Os/IN3 vermutlich in
verschiedene Abldufe der pflanzlichen Entwicklung involviert ist (Chu, et al, 2006a;
Yang, et al, 2006; Antony, et al, 2010). Zusdtzlich wurden fiir weitere MtN3-
Homologe beispielsweise aus Reis oder A. thaliana Funktionen fiir die
Nektarproduktion (Lin, ef al., 2014) oder Seneszenz (Quirino, et al., 1999; Zhou, et al.,
2014) beschrieben. Erst 2010 konnte in der Studie von Chen ef al., gezeigt werden, dass
die fiir die Pflanze und fiir das Pathogen wichtige Funktion der MtN3-Proteine
vermutlich in ihrer Aktivitit als Zuckertransporter zu finden ist (Chen, ef al., 2010). In
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dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der MtN3-Familie aus Arabidopsis
(AtSWEETTL, 4, 5, 7, 8, 13), Caehnorhabditis elegans (CeSWEET1), Homo sapiens
(HsSWEETT1) und Reis (OsSWEET11, 14) Glucose transportieren, weshalb die MtN3-
Familie seitdem als SWEET-Familie bezeichnet wird (Chen, et al., 2010).

3.6.1 Die Gruppe III SWEETS sind Saccharose-Transporter

Als Zuckertransporter sind SWEETs vermutlich an der Verteilung dieser Energiequelle
in der Pflanze beteiligt, wodurch deren Rolle in den verschiedenen oben genannten
pflanzliche Prozessen erkliart werden konnte (Chen, et al, 2010; Chen, et al., 2012;
Guo, et al., 2014; Lin, et al., 2014; Zhou, et al., 2014). In einer weiterfiihrenden Studie
wurde fiir alle SWEET-Mitglieder der Gruppe 111 aus Arabidopsis (AtSWEET10 bis 15)
sowie fiir die Gruppe III Reisproteine OsSWEET11 und OsSWEET14 eine Funktion als
Saccharose-Transporter nachgewiesen (Chen, et al., 2012). Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass die Gruppe III Mitglieder AtSWEET11 und 12 im Phloemparenchym
lokalisiert sind. Daraus wurde abgeleitet, dass diese SWEETs vermutlich an der
Beladung des Phloems mit Saccharose beteiligt sind (Sonnewald 2011; Baker, et al.,
2012, Braun 2012; Chen et al., 2012). Durch diese Analyse der SWEETs, die
urspriinglich mit ihrer Funktion als Suszeptibilitdtsgene fiir Xoo begonnen hatte, konnte
nun auch endlich die Liicke im Saccharose Verteilungsweg der Pflanze geschlossen
werden (Sonnewald 2011; Baker, et al., 2012, Braun 2012; Chen et al., 2012).

Die in Chen et al., 2012 beschriebene Saccharose-Transportfunktion der Arabidopsis
Gruppe III SWEET-Mitglieder zusammen mit den in Publikation 2 gewonnenen
Ergebnissen, dass nur OsSWEETs der Gruppe III wichtig fiir die Virulenz von Xoo sind
und dass die Gruppe III OsSWEETs funktional austauschbar sind, weisen darauf hin,
dass vermutlich auch in Reis ausschlieBlich Gruppe III OsSWEETs Saccharose
transportieren. Diese Funktion kdnnte von Xoo ausgenutzt werden um die pflanzlichen
Verteilungswege der Saccharose zu verdndern, die Versorgung von Xoo mit Néhrstoffen
und damit bakterielles Wachstum zu gewihrleisten (Sonnewald 2011; Baker, ef al.,
2012, Braun 2012; Chen et al., 2012).

Zusitzlich wurde von Yuan ef al., 2010 eine andere Funktion fiir OsSWEETs als
Kupferexporter vorgeschlagen (Yuan, et al, 2011). Diese Studie zeigte, dass
OsSWEET11 mit den Kupfertransportern COPT1 und COPTS5 aus Reis interagiert und
so vermutlich an der Umverteilung des pflanzlichen Kupfers beteiligt ist. Der Xoo-

Stamm PXO099 ist sensitiv gegeniiber Kupfer im pflanzlichen Xylem (Yuan, et al,
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2011). Die Aktivierung von OsSWEETII durch den PXO99-TALE PthXol konnte
daher den Export des Kupfers aus dem Xylem fordern und somit das Wachstum von
PXO099 ermdglichen. Allerdings ist diese Funktion nicht generell fiir Xoo-Stimme
relevant. Der Stamm PXO86 der AvrXa7-abhidngig das Homolog OsSWEETI4
aktiviert, zeigt keine Sensitivitdt gegeniiber Kupfer (Yuan, ef al., 2011). In Publikation
2 wurde jedoch gezeigt, dass die alternative Aktivierung von OsSWEETI4 nach
Transfer der TALEs Tal5 oder AvrXa7 in PX099 zur Wiederherstellung der Virulenz
fiihrt, wenn dieser in PthXol-resistente Reislinien (xa/3) inokuliert wird bzw. PthXol
deletiert ist (Antony, et al, 2010; Streubel, et al., 2013). Diese Austauschbarkeit der
verschiedenen Gruppe III OsSWEETs deutet darauthin, dass deren Funktion fiir die
Virulenz von Xoo redundant ist. Der Kupfer-Export ist moglicherweise eine zusitzliche
Funktion von OsSWEET11, die fiir PXO99 von Bedeutung ist, jedoch nicht generell auf

andere Xoo-Stimme zutrifft.

3.6.2 Xoo manipuliert vermutlich die pflanzlichen Saccharose Verteilungswege

Saccharose ist die Hauptform in der Zucker iiber lange Strecken von photosynthetisch
aktiven Zellen (dem source) zu den energieverbrauchenden Zellen (dem sink) in der
Pflanze transportiert wird (Kiithn & Grof 2010; Baker, et al., 2012; Braun 2012). Dazu
wird die Saccharose zuerst symplastisch aus den source-Zellen zu den Parenchymzellen
des Phloems transportiert (Baker, ef al., 2012, Braun 2012). Aus diesen Zellen wird die
Saccharose von SWEET-Proteinen in den pflanzlichen Apoplast exportiert (Baker, et
al., 2012; Chen et al., 2012). Vom Apoplast wird die Saccharose durch eine zweite
Klasse von Saccharose-Transportern den SUC/SUT-H'-Symportern in die Geleitzellen
des Phloems importiert (Kithn & Grof 2010). Die Geleitzellen sind durch
Plasmodesmata mit den Siebelementen des Phloems verbunden, sodass die Saccharose
symplastisch eingeleitet und zum sink transportiert wird (Braun 2012). Anschlieend
kann die Saccharose vom Phloem tiiber Plasmodesmata in die sink-Zellen importiert
werden und dort zur Weiterverwendung durch cytoplasmatische bzw. vakuoldre
Invertasen oder Synthasen in Glucose und Fructose gespalten oder zu Stéirke
umgewandelt und gespeichert werden (Ruan 2014). Eine weitere Mdglichkeit des
Saccharose-Exportes aus dem Phloem ist die direkte Entlassung in den Apoplast, der die
sink-Zellen umgibt. Von dort wird die Saccharose entweder durch SUT/SUC-H'
Symporter in die sink-Zelle importiert und wie oben beschrieben weiterverarbeitet oder

direkt durch Zellwand-assoziierte Invertasen (Cell Wall associated INVertases,
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CWINV) in Glucose und Fructose gespalten (Ruan 2014). Die Spaltprodukte kdnnen
anschlieBend durch entsprechende Hexose-Transporter in die sink-Zelle aufgenommen
werden (Ruan 2014).

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Expression der homologen
Saccharose-Transporter AtSWEETII und 12 in Arabidopsis, mit der Expression
weiterer Gene fiir die Saccharose-Synthese, sowie den Transport gekoppelt ist (Chen, et
al., 2012). Die Aktivierung der OsSWEETs in Reis und der Verbrauch der Saccharose
durch Xoo konnte daher ebenfalls riickkoppelnd zum generellen Anstieg der Saccharose
Produktion und des Transportes an die Infektionsstelle fithren. Dadurch wird an der
Infektionsstelle eine Art kiinstliches sink geschaffen in das aktiv Saccharose
transportiert. Eine immer noch offene Frage ist jedoch in welcher Form die Saccharose
von Xoo genutzt wird.

Eine Moglichkeit ist die direkte Aufnahme durch bakterielle Saccharose-Transporter. In
anderen Pflanzen-Pathogen Interaktionen konnten Saccharose-Transporter bereits als
wichtige Virulenzfaktoren beschrieben werden. So exprimiert der Pilz U. maydis einen
Saccharose-Transporter (Srz/) der zur effizienten Saccharose-Aufnahme an der
Pflanzen-Pilz-Interaktionsfliche dient und damit entscheidend zur Virulenz des
Pathogens beitridgt. (Wahl, ef al., 2010). AuBerdem konnte im Genom von Xcc der
sogenannte sux-Locus identifiziert werden, der Proteine zum Import bzw. zur
Verwertung der Saccharose kodiert (Blanvillain, ef al., 2007). Mutationen im sux-Locus
reduzierten das Wachstum auf Saccharose-haltigem Medium, sowie die Virulenz von
Xcc auf Arabidopsis (Blanvillain, et al., 2007). Im Genom des Xoo-Stammes KACC
wurde ein dhnlicher Locus beschrieben, jedoch gibt es bisher keine Untersuchungen ob
diese Gene die Virulenz des Pathogens beeinflussen (Blanvillain, et al., 2007). Im
Gegensatz dazu hat die Mutation des Saccharose-Importers suxC im Baumwollpathogen
Xam keinen Einfluss auf die Virulenz (Cohn, ef al.,, 2014). Da die Virulenz von Xam
ebenfalls auf der TALE-abhingigen Aktivierung des Gruppe III MeSWEET0a beruht,
konnte dies auf eine alternative Moglichkeit der Saccharose-Verwertung hinweisen
(Cohn, et al., 2014). Dabei wird die Saccharose zur Infektionsstelle transportiert, dort
aber extrazelluldr gespalten und in Form von Hexosen vom Pathogen aufgenommen
(Cohn, et al, 2014). Der Stamm XooT7174 kodiert einen H'/Glucose/Galaktose
Symporter der auch in anderen Xanthomonas-Arten konserviert ist, sodass dieser Weg
generell von Xoo-Stimmen genutzt werden konnte (Tsuge, et al, 2001). Die

extrazelluldre Spaltung von Saccharose kann durch Invertasen katalysiert werden.
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Bisher ist jedoch unklar ob Xoo bakterielle Invertasen sekretiert oder die pflanzlichen
CWINVs zur Saccharose-Spaltung nutzt (Ruan 2014). Interessanterweise konnte die
erhohte Expression der CWINVs OsCINI, 4 und 7 in Reispflanzen ca. 48h nach der
Infektion mit dem Xoo-Stamm PX099 beobachtet werden (Sun, et al., 2014). Auch in
Paprika bzw. Tomate konnte eine erhdhte CWINV-Aktivitét ca. 3 bis 4 Tage (je nach
verwendeter bakterieller Dichte) nach der Infektion mit Xcv gemessen werden (Biemelt
& Sonnewald 2006; Kocal, et al., 2008; Sonnewald, et al., 2012). AuBlerdem erzielte die
Blockierung der CWINV Expression (silencing) in transgenen Tomatenpflanzen im
Vergleich zu Wildtyppflanzen eine signifikante Verzogerung der Symptomentwicklung
nach Infektion mit Xcv (Kocal, ef al., 2008). Ausgehend von diesen Ergebnissen ist die
Ausnutzung pflanzlicher CWINVs zur Spaltung der Saccharose fiir Xoo durchaus
denkbar, wobei bisher unklar ist, ob CWINVs direkt durch das Pathogen oder aber
durch die Pflanze selbst aktiviert werden. Letzteres konnte besonders dahingehend eine
Rolle spielen, da bereits bekannt ist, dass pflanzliche CWINVs als Reaktion auf
biotischen Stress aktiviert werden (Roitsch, et al, 2003; Rolland, et al, 2006;
Sonnewald, et al., 2012; Sun, et al.,, 2014; Ruan 2014). Dadurch steigt die Produktion
von Hexosen, die als Signalmolekiile wirken und Abwehrreaktionen einleiten kdnnen
(Roitsch, et al., 2003; Rolland, et al., 2006; Sonnewald, et al., 2012; Sun, et al., 2014;
Ruan 2014). Durch diese mdgliche bivalente Funktion von CWINVs zum Einen
vorteilhaft fiir das Pathogen zum Anderen vorteilhaft fiir die Pflanze, ist es flir das
Pathogen vermutlich wichtig die Balance zu halten (Sonnewald et al., 2012; Ruan
2014). Ob und welche bakteriellen Faktoren Xoo nutzt um die CWINV Expression bzw.

Aktivitit zu beeinflussen ist bisher noch weitgehend unklar.
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Abbildung 3.2 Die natiirlichen Saccharose Verteilungswege in Reis werden von Xoo manipuliert
Schematische Darstellung der Saccharose Verteilungswege in Reis und ihre Manipulation durch Xoo A
Saccharose wird in photosynthetisch aktiven Zellen (source) produziert und iiber Plasmodesmata in
umliegende Parenchymzellen transportiert. AnschlieBend exportieren SWEET Proteine die Saccharose in
den pflanzlichen Apoplast. Von dort wird sie iiber Saccharose-H -Symporter (SUC-H+) in die
Companion Zellen (CC) importiert. Zum Langstreckentransport wird die Saccharose von den CC iiber
Plasmodesmata in die Siebelemente (SE) des Phloems eingeleitet. An den verbrauchenden Zellen (sink)
wird die Saccharose entweder symplastisch importiert und durch intrazelluldre Synthasen bzw. Invertasen
in Glucose und Fructose gespalten oder in den Apoplast entlassen. Vom Apoplast kann die Saccharose
entweder von Saccharose-H'Symporter importiert werden oder durch Zellwand assoziierte Invertasen
(CWINV) in Glucose und Fructose gespalten werden, die anschlieBend durch Hexose-Transporter in die
sink Zelle importiert werden. B Xoo dringt iiber Hydathoden oder Wunden in das pflanzliche Xylem ein.
Mit Hilfe sekretierter Enzyme z.B. Xylanasen kann es das Xylem verlassen und umliegende
Parenchymzellen manipulieren. Dazu transloziert es TALEs in die Zelle, um die Expression der
Saccharose-Transporter (OsSWEETI1-15) zu aktivieren. Die gesteigerte Expression der SWEET-
Transporter erhoht den Saccharose Export in den Apoplast und erzeugt so ein sink. Riickkoppelnd
konnten durch den erhohten Export auch Saccharose-Synthese Enzyme in den source-Zellen aktiviert
werden. Die Saccharose kann vom Apoplast entweder direkt durch bakterielle Saccharose-Transporter
(sux) aufgenommen werden oder mit Hilfe pflanzlicher CWINVs in Glucose und Fructose vorgespalten
und so mittels Hexose-Transportern (kex) aufgenommen werden. Die verbesserte Néhrstoffversorgung
ermoglicht die Vermehrung des Pathogens und dessen weitere Ausbreitung iiber das Xylem.

3.6.3 Xoo manipuliert vermutlich Zellen des Phloemparenchyms

Xoo ist ein systemisches Pathogen, das durch Hydathoden oder Wunden ins Reis-Xylem
eintritt und sich dort ausbreitet (Swings et al., 1993). Da das Xylem jedoch aus
abgestorbenen, verholzten Zellen besteht, die keine Proteine synthetisieren, muss Xoo
Zellen auBlerhalb des Xylems manipulieren (Sperry 2003). Welche Zellen dies betrifft
ist bisher allerdings unklar. Fiir Xcc ein ebenfalls systemisches Pathogen konnte bereits

gezeigt werden, dass diese Bakterien nicht nur im Xylem sondern auch in umliegenden
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Epidermiszellen bzw. dem Apoplast zu finden sind (Akimoto-Tomiyama, et al., 2014).
Dies konnte ebenfalls fiir Xoo zutreffen. Es ist bereits bekannt, dass Typ-II-sekretierte
Zellwand-abbauende Enzyme beispielsweise Xylanasen wichtige Virulenzfaktoren fiir
Xoo sind (Sun, et al.,, 2005; Rajeshwari, et al., 2005). Xylanasen degradieren Xylan,
welches besonders in Griasern Bestandteil von Zellwénden ist (Vogel 2008). Die
Sekretion von Xylanasen konnte somit den systemischen Xoo-Bakterien erlauben
Xylem-Bestandteile abzubauen, um diese Barriere zu durchbrechen und Effektoren z.B.
TALESs in umliegende lebende Zellen zu injizieren (Abb. 3.2). Die manipulierten Zellen
liefern dann Nihrstoffe, die im Apoplast von Xoo aufgenommen und zur Vermehrung
verwendet werden konnen. Anschlieend konnten sich die Bakterien weiter systemisch

iiber das Xylem in noch nicht infizierte Blattbereiche ausbreiten (Abb. 3.2).

3.6.4 SWEETs und deren Bedeutung fiir andere Pathogene

Die Verfiigbarkeit von Nahrstoffen an der Infektionsstelle ist eine wichtige Grundlage
fiir die Besiedlung der Wirtspflanze durch Pathogene. Die Moglichkeiten fiir Pathogene
dies zu erreichen konnen unterschiedlich sein (Howlett 2006; Divon & Fluhr 2007;
Chen, et al., 2010; Chen, et al, 2012). Die Versorgung des Reispathogens Xoo ist
abhingig von der TALE-vermittelten Aktivierung der OsSWEET Saccharose-
Transporter (Chen, ef al., 2012; Streubel, et al., 2013). Interessanterweise beruht die
Virulenz des ebenfalls reispathogenen Xoc nicht auf der TALE-abhingigen Aktivierung
von OsSWEETs (Cernadas, et al., 2014). Die beiden Reispathogene Xoo und Xoc
unterscheiden sich hauptséichlich in der Gewebespezifitit wahrend der Infektion (Nino-
Liu, et al, 2006). Im Gegensatz zum systemischen Xoo ist Xoc ein apoplastisches
Pathogen. Da fiir Xoo bekannt ist, dass die Deletion eines OsSWEET-aktivierenden
TALESs hauptséchlich die Ausbreitung im Xylem, nicht jedoch die lokale Vermehrung
von Xoo an der Eintrittsstelle verhindert, wurde vermutet, dass die TALE-abhédngige
Aktivierung von OsSWEETs eventuell mit der Gewebespezifitit von Xoo
zusammenhdngt (Yu, et al, 2011; Verdier, et al., 2012). Der Transfer von AvrXa7
(aktiviert OsSWEETI4) bzw. PthXol (aktiviert OsSWEETII) in den Xoc Stamm
BLS256 konnte zwar dessen Virulenzsymptome verstirken, ermdglichte ihm jedoch
nicht das Xylem zu besiedeln (Verdier, et al., 2012). Daher ist die Aktivierung der
OsSWEETs entweder nicht mit der Gewebespezifitit verkniipft oder es gibt neben
diesen noch weitere Faktoren die Xoo erlauben das Xylem zu besiedeln. Warum Xoo-

Stimme im Gegensatz zu Xoc so auf die Aktivierung der Saccharose-Transporter
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angewiesen sind, ist bisher nicht bekannt. Mdglicherweise ist Xoc im Gegensatz zu Xoo
in der Lage Nihrstoffe iiber andere Wege zu gewinnen, die mdglicherweise nicht mit
der Genaktivierung durch TALEs zusammenhéngen oder Xoc erschlie3t generell andere
Nahrungsgrundlagen, sodass die Verfiigbarkeit von Saccharose nicht grundsitzlich
notwendig ist (Verdier, ef al., 2012; Cernadas, et al., 2014).

Im Gegensatz zu Xoc beruht die Virulenz des apoplastischen Maniok-pathogenen
Stammes Xam668 ebenfalls auf der TALE-abhéngigen Aktivierung des Gruppe III
MeSWEETI0a (Cohn, et al., 2014). Ob Xam668 und Xoo jedoch Gemeinsamkeiten im
Zuckerverarbeitenden Metabolismus haben, welche die Notwendigkeit der TALE-
abhéngigen SWEET-Aktivierung erkldren, ist bisher unklar.

Ein weiteres bakterielles Pflanzenpathogen Pseudomonas syringae DC3000 aktiviert
ebenfalls die Expression verschiedener AtSWEETs (Chen, et al., 2010). Diese gehoren
jedoch keiner distinkten Gruppe an (z.B. AtSWEET2 (Gruppe 1); AtSWEET4, 7, 8
(Gruppe 1) AtSSWEET/0, 11, 15 (Gruppe III), sodass in dieser Interaktion nicht nur der
Saccharose-Transport, sondern vermutlich auch der Transport anderer Metabolite
beeinflusst wird. Allerdings ist in dieser Interaktion bisher unklar ob die SWEET-Gene
gezielt durch Pseudomonas oder als Antwort der Wirtspflanze auf die Infektion aktiviert
werden. Interessanterweise scheinen SWEETs auch in anderen nicht-bakteriellen
Pflanzen-Pathogen-Interaktionen eine Rolle zu spielen. In der Infektion von
Arabidopsis mit Golovinomyces cichoracearum werden ebenfalls die AtSWEETs 1, 2,
4, 11 und [2 aktiviert (Chen, et al., 2010). Die Rolle dieser fiir die Virulenz des
Pathogens ist jedoch nicht bekannt. Weiterhin wird der Glucose-Transporter
VVSWEET4 spezifisch durch den necrotrophen Pilz Botrytis cinerea nach Befall der
Wirtspflanze Vitis vinifera aktiviert (Chong, et al., 2014). Arabidopsis-Pflanzen in
denen das Homolog AtSWEET4 deletiert wurde, sind weniger anfillig fiir eine Infektion
durch B. cinerea. Eventuell dient die Aktivierung dieses Glucose-Transporters somit
ebenfalls der Néhrstoffversorgung des Pilzes (Chong, et al., 2014). Allerdings ist auch
fiir diese beiden Pathogene bisher nicht bekannt, wodurch die SWEET-Gene aktiviert

werden.

3.6.5 Xoo ist auf die TALE-abhingige Aktivierung von OsSWEETI4 fokussiert

In Publikation 2 konnte der mittlerweile vierte TALE identifiziert werden, der
OsSWEET14 aktiviert (Antony, et al., 2010; Yu, et al., 2011; Streubel, et al., 2013). Im
Gegensatz dazu sind bisher noch keine natiirlichen TALEs fiir OsSWEETI2 und 15
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bekannt (Streubel, er al, 2013). Die Frequenz von TALEs aus Xoo-Stimmen
unterschiedlichster Herkunft (Asien, Afrika) am OsSWEETI4 Promotor kann entweder
Zufall sein oder auf eine spezielle Eigenschaft dieses Gens im Vergleich zu den anderen
Gruppe III Genen hinweisen. Eine Mdglichkeit wire, dass der OsSWEET14-Promotor
und damit die TALE-Bindestellen im Vergleich zu anderen Gruppe Il OsSWEETs
hochkonserviert ist. Dadurch wére die Virulenz von Xoo in vielen verschiedenen
Reislinien gewihrleistet (Verdier, et al., 2012; J. Streubel, unverdffentlicht). Im
Gegensatz dazu sind fiir andere Gruppe III OsSWEETs bereits resistente
Promotorvarianten bekannt (OsSWEET11 R-Gen: xal3 und OsSWEETI3 R-Gen: xa25)
in denen TALE Bindestellen durch Indels oder Substitutionen zerstért wurden (Chu, et
al., 2006a; Liu, et al., 2011). Aullerdem konnte es sein, dass der OsSWEET14 Promotor
auch in Nicht-Wirtspflanzen z.B. anderen Grésern konserviert ist. Xoo ist auf solchen
Pflanzen zwar nicht virulent, durch die Aktivierung des Zuckertransporters konnte
allerdings zumindest iibergangsweise das Uberleben von Xoo gesichert werden.
Allerdings ist fraglich ob Xoo in Nicht-Wirtspflanzen in der Lage ist TALEs in
pflanzliche Zellen zu translozieren. Eine weitere Moglichkeit wére, dass OsSWEET14
absolut unerlésslich fiir die Pflanze ist. Eventuell hat es im Gegensatz zu den anderen
OsSWEETs eine hohere Affinitit fiir bestimmte Zucker oder kann zusétzlich andere
Metabolite transportieren. Dadurch konnte dieses Gen essentiell fiir die Pflanze sein und
somit im Wettriisten mit dem Pathogen nicht so einfach verdndert werden oder sogar
verloren gehen. Dadurch wire OsSWEET14 ein stabiles Ziel-Gen fiir Xoo. Hinweise fiir
dessen Bedeutung in Reis geben transgene Pflanzen in denen OsSWEET14 durch Gen-
silencing nicht mehr exprimiert wird (Antony, et al, 2010). Diese Pflanzen sind
beziiglich verschiedener Entwicklungsprozesse eingeschrankt, wodurch wu.a. das
generelle Wachstum verringert wird (Antony, et al., 2010). Ahnliches konnte jedoch
auch fiir OsSWEET11 gezeigt werden (Chu, et al, 2006a; Yang, et al., 2000).
Transgene Pflanzen, die OsSWEET 1 nicht mehr exprimieren, sind steril, da dieses Gen
in der Pollenentwicklung involviert ist (Chu, et al., 2006a; Yang, et al., 2006). Daher
scheint auch OsSWEET11 unerlésslich fiir die Reispflanze zu sein. Die Notwendigkeit
der anderen Gruppe III OsSWEETs fiir die Entwicklungsprozesse der Pflanze sind
bisher nicht bekannt, sodass iiber die mogliche besondere Funktion von OsSWEET14
keine eindeutige Aussage getroffen werden kann. Eine letzte Moglichkeit konnte sein,
dass OsSWEETI14 eine hohere Transportrate fiir Saccharose aufweist, sodass Xoo

effizienter mit Nahrstoffen versorgt werden konnte. Tatsdchlich konnte im Vergleich
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der Transportfunktion von OsSWEET11 und 14 festgestellt werden, dass OsSWEET14
Saccharose effizienter transportiert (Chen, et al., 2012). Allerdings konnte in
Publikation 2 gezeigt werden, dass die alternative Aktivierung von OsSWEETI11 bzw.
anderen Gruppe III OsSWEETs die Funktion von OsSWEET14 ersetzen und so die
Virulenz von BAI3AtalC wiederherstellen kann, wodurch diese Moglichkeit vermutlich

nicht zutrifft.

3.7 Aberrante repeats - eine evolutionire Anpassung an resistente Allele?

In Publikation 3 konnte erstmals gezeigt werden, dass die repeat-Region eines TALEs
weniger starr ist als vermutet und die strikt konsekutive ein-repeat-ein-Nukleotid
Abfolge durch die Insertion von aberranten repeats durchbrochen werden kann (Boch,
et al., 2009; Moscou & Bogdanove 2009; Richter, et al., 2014). Dadurch wird eine
Flexibilitdt erzeugt, die dem TALE erlaubt je nach Ziel-DNA-Sequenz den aberranten
repeat an der Bindung teilnehmen zu lassen (optimale Ziel-DNA-Sequenz) oder aber
diesen aus der repeat-Region herauszuwinden, wodurch alle nachfolgenden repeats eine
Position nach vorn verschoben werden konnen, um eine -1 frameshift Sequenz zu
binden. Die in Publikation 3 gewonnenen Erkenntnisse zeigen erstmals eine
Moglichkeit wie sich TALE repeat-Regionen an bestimmte Resistenzen anpassen
konnten. TALE-abhéngig aktivierte Ziel-Gene wie z.B. die OsSWEETs sind wie bereits
beschrieben oft auch fiir die Wirtspflanze selbst von Bedeutung (Chu, et al, 2006a;
Yang, et al., 2006; Antony, ef al., 2010). Daher ist es der Pflanze im Wettriisten mit
dem Pathogen nicht mdglich das betreffende Ziel-Gen zu verdndern oder sogar zu
verlieren ohne sich selbst zu schaden. Eine Modglichkeit die TALE-abhédngige
Aktivierung des Ziel-Gens zu unterbinden, ist daher die Verdnderung der TALE-
Bindestelle im Promotor. TALEs sind aufgrund ihrer konsekutiven ein-repeat-ein-
Nukleotid Bindung duferst anfillig fiir Verdnderungen in ihrer Bindestelle, die bereits
durch die Insertion oder Deletion (Indel) eines einzelnen Nukleotids hervorgerufen
werden konnen (Chu, et al, 2006a; Yang, et al., 2006; Liu, et al., 2011). Solche Indels
verursachen eine Verschiebung des Leserahmens in der Ziel-DNA-Sequenz, sodass es
in den meisten Fillen zu einer Anhdufung von RVD-DNA-Fehlpaarungen kommt.
Diese konnen letztendlich dazu fiihren, dass TALEs nicht mehr binden und so auch das
Ziel-Gen nicht mehr aktivieren. Pflanzen mit solchen Promotorverinderungen sind
damit resistent. Publikation 3 zeigt, dass aberrante repeats TALEs erlauben kdnnten

andernfalls resistente Allele die eine einzelne Nukleotid-Deletion enthalten zu
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umgehen. Damit konnten aberrante repeats eine evolutiondre Anpassung von
Xanthomonas TALEs an solche Allele darstellen. Bisher ist jedoch fiir keinen der
natiirlichen TALEs mit aberrantem repeat ein solcher Fall bekannt. PthXo3 und
AvrXa7 sind bisher die einzigen TALEs mit aberrantem repeat fiir die bekannt ist, dass
sie notwendig fiir die Virulenz sind (Antony, et al., 2010; Richter, et al, 2014). Die
AvrXa7 bzw. PthXo3 Bindestelle im OsSWEET14 Promotor scheint jedoch bereits ein
frameshift Allel zu repriasentieren da es besonders in der Region nach dem aberranten
repeat eine Anhdufung von RVD-DNA-Fehlpaarungen aufweist die signifikant
verringert werden konnen, wenn der aberrante repeat aus der repeat-Region
herausgewunden wird (Richter, et al., 2014). Zusitzlich konnten jedoch auch die
unspezifischen RVDs (z.B. NS, N*) die besonders im C-terminalen Bereich der Avrxa7
bzw. PthXo03 repeat-Region zu finden sind die Flexibilitdt dieser TALEs ermdglichen
(Richter et al., 2014). Daher ist bisher nicht klar ob die OsSWEETI4 Aktivierung nur
durch den aberranten repeat oder zusitzlich durch das Vorhandensein unspezifischer
RVDs vermittelt wird. Aufgrund des Fehlens natiirlicher Beispiele in denen TALEs mit
aberranten repeats einen evolutiondren Vorteil bieten ist, bisher nicht klar ob aberrante
repeats nur Uibrig gebliebene Fehler der Replikation sind, die bisher nicht gestort haben
oder ob diese repeats tatsdchlich in bestimmten Xoo bzw. Xoc-Reis-Interaktionen durch
positive Selektion beibehalten wurden.

Zusitzlich konnten aberrante repeats auch fiir die Biotechnologie interessant sein, da sie
als flexible Verkniipfung genutzt werden konnten, um funktionale Dominen (z.B.
Nukleasen) in die repeat-Region zu inserieren. Dadurch koénnte z.B. die
biotechnologische Verwendung von TALE-Nukleasen verbessert werden. Derzeit
werden TALENS als Paar verwendet, die je ein Fokl Monomer enthalten (Miller, et al.,
2011; Bogdanove 2014). Durch die Verwendung zweier unabhéngiger DNA-bindender
Proteine kann auflerdem die Spezifitit fiir die gewéhlte Ziel-DNA-Sequenz erhoht
werden (Bogdanove 2014; Tsai, ef al., 2014). Der Nachteil dabei ist jedoch, dass zwei
Konstrukte gleichzeitig in die verwendeten Ziel-Zellen transferiert werden miissen. Dies
reduziert moglicherweise die Erfolgsrate. Durch die Integration der zwei Nuklease-
Dominen in die repeat-Region konnte ein TALE das TALEN-Paar ersetzen, und
trotzdem seine hohe Spezifitit durch das Vorhandensein von zwei unabhéngigen DNA-

bindenden-Doménen (getrennt durch die Nuklease-Domine) erhalten.
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3.8.1 TALEs konnen die Transkription von verschiedenen Positionen aktivieren

Die Analyse eines TALE-Repertoires mit Bindestellen im OsSWEETI4 Promotor im
transienten System (N. benthamiana) ergab, dass die Mehrheit der forward-bindenden
TALEs das Ziel-Gen aktivieren konnte, wobei die Position der Bindestelle im Promotor
die Effizienz der Aktivierung beeinflusste (Abb. 2.1B). Fiir ausgewdhlte TALEs
konnten diese Ergebnisse auch im natiirlichen Xoo-Reis System bestétigt werden.
Einige TALEs die das Reportergen in N. benthamiana nur wenig effizient (TAL3, 7,
14) oder gar nicht aktivierten (TALI18), konnten auch das Endogen in Reis nicht
aktivieren (Abb. 2.4B,C). Die geringe Effizienz dieser TALEs konnte verschiedene
Griinde haben. Entweder die TALEs sind trotz ausgewogener RVD-Komposition
generell schwach und konnen ihre Ziel-DNA-Sequenz nicht effektiv binden, oder die
Zuginglichkeit der Bindestelle ist eingeschrankt (Streubel, et al., 2012). Letzteres
konnte entweder auf die Blockierung der Bindestelle durch Wirtsproteine oder auf den
Methylierungsstatus der Bindestelle zuriickzufiihren sein (Bultmann, et al., 2012; Deng,
et al., 2012b; Valton, ef al., 2012). Zusétzlich kdnnten in der TALE-Bindestelle zufillig
DNA-Elemente vorkommen, die hdufig im entsprechenden Genom zu finden sind,
sodass der TALE austitriert wird und seine eigentliche Bindestelle nicht effizient findet.
Fir TALI8 und TAL3 konnte anhand des Bs4-Reporterkonstruktes bereits gezeigt
werden, dass beide TALEs aullerhalb des OsSWEETI4 Promotor-Kontext das
Reportergen effizient aktivieren (Abb. 2.3). Fiir diese TALEs kann somit eine
"schwache" RVD-Komposition ausgeschlossen werden, fiir TAL14 und TAL7 sollte
dies allerdings noch tiberpriift werden. Daher weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass
moglicherweise die Bindestelle dieser TALEs durch Wirtsproteine oder Methylierung
blockiert ist. Um Wirtsproteine zu identifizieren, die im OsSWEET14 Promotor binden
und so mdoglicherweise mit den TALEs um deren Bindestellen konkurrieren, wurden
zwei verschiedene Vorhersagen durchgefiihrt. In der ersten Vorhersage wurde der
OsSWEET4-Promotor auf mogliche Bindestellen bekannter DNA-bindender Proteine
aus Arabidopsis lberpriift (Abb. 5.2, Liste DNA-bindender Proteine und Analyse zur
Verfiigung gestellt von Jan Grau). Die zweite Vorhersage wurde mit Hilfe der Software
PlantCARE (CARE: Cis-acting-regulatory-element) durchgefiihrt (Rombauts, et al.,
1999, Lescot, et al., 2002; Abb. 5.1). In dieser werden alle in der PlantCARE
Datenbank verfiigbaren regulatorischen DNA-Elemente die bereits in verschiedenen
Pflanzenspezies (z.B. Monokotyledone und Dikotyledone) beschrieben wurden,

einbezogen. Anhand der beiden Analysen konnten fiir einige TALE-Bindestellen
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Wirtsproteine identifiziert werden, die moglicherweise fiir die Blockierung dieser
verantwortlich sind. Mittels PlantCARE-Analyse wurden fiir die TAL7-Bindestelle
zwei mogliche regulatorische DNA-Elemente identifiziert, die von Wirtsproteinen
gebunden werden konnten (Abb. 5.1). Das erste ist das TCA-Element, ein cis-wirkendes
Element, welches an der Signalweiterleitung ausgelost durch Salicylséure beteiligt ist
(Rombauts, ef al., 1999, Lescot, et al., 2002). Dieses Element iiberlappt jedoch nicht nur
mit der TAL7 sondern auch mit der TALS Bindestelle (Abb. 5.1 & 5.3). Da TALS in
den durchgefiihrten Studien jedoch effektiv das entsprechende Ziel-Gen aktivieren
konnte spielt dieses Element vermutlich keine Rolle in der Blockierung der TAL7
Bindestelle (Abb. 5.3). Das zweite DNA-Element ist das F-box-DNA-Element (Rose, et
al., 1999). Das F-box-DNA-Element wurde als mogliches regulatorisches Element im
RBCS3A4-Gen in Tomate beschrieben (Rose, ef al., 1999). Im RBCS3A4-Gen tiberlappt es
mit der I-box die vom Transkriptionsfaktor LeMYB1 gebunden wird (Rose, et al.,
1999). Die I-box kommt jedoch nicht im OsSWEET14 Promotor vor, weshalb unklar ist
ob das F-Box-DNA-Element in diesem eine Rolle spielt. Weiterhin auffillig ist die
Pyrimidin-reiche Sequenz am Beginn der TAL7 Bindestelle (Abb. 5.3). Aus Studien
anhand pflanzlicher Promotorregionen ist bekannt, dass Pyrimidin-reiche Sequenzen,
der sogenannte Y-Patch, pflanzenspezifisch sind und vermutlich regulatorisch auf die
Transkription wirken (Yamamoto, et al., 2007a; Yamamoto, et al., 2007b; Civan &
Svec 2009; Kumari & Ware 2013). Solche zusitzlichen regulatorischen Sequenzen sind
fiir die komplexe Kontrolle der Transkription notwendig (Kumari & Ware 2013). Sie
konnen einerseits mit der TATA-Box zusammenwirken und andererseits besonders in
Promotoren ohne TATA-Box fiir die korrekte Positionierung des PIC sorgen (Thomas
& Chiang 2006; Yamamoto, ef al., 2007a; Yamamoto, et al, 2007b; Civan & Svec
2009; Kumari & Ware 2013). TATA-lose Promotoren sind in Reis mit einem Anteil
von 81% hiufig zu finden (Kumari & Ware 2013). Bisher ist jedoch noch nicht bekannt
welche Aufgabe der Y-Patch bei der Kontrolle der Transkription hat oder ob und
welche Proteine an diese Sequenzen binden. Daher ist nicht auszuschlieen, dass TAL7
mit Y-Patch bindenden Proteinen konkurriert. Andererseits konnte es auch sein, dass
TAL7 durch die Hiufigkeit dieser Sequenz im Genom austitriert wird. Der Y-Patch
konnte in ca. 67% der analysierten Promotoren in Reis identifiziert werden (Kumari &
Ware 2013). Die Héufigkeit dieser Sequenz konnte dazu fiihren, dass TAL7 mit seinen
N-terminalen Y-patch-bindenden repeats (betrifft mindestens repeat 1-7) linger an

diesen Sequenzen verweilt, selbst wenn die restliche repeat-Region nicht binden kann.
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Dadurch ist TAL7 mdglicherweise nicht in der Lage die ausgewihlte Bindestelle im
OsSWEET[4-Promotor effizient genug zu finden. Da die TAL7-Bindestelle den Y-
Patch nur im vorderen Teil der repeat-Region bindet, die folgenden repeats jedoch
spezifisch vermutlich seltenere Ziel-DNA-Sequenzen erkennen, wurden solche Y-Patch
Sequenzen vermutlich auch nicht als mogliche off-targets in der vorher durchgefiihrten
Analyse identifiziert (s. Abschnitt 2.1). AuBBerdem ist der Pflanzen-spezifische Y-Patch
mit CpG Inseln im tierischen System vergleichbar. Daher konnte ein weiteres Problem
der TAL7-Bindestelle Methylierung sein. Methylierung dient hauptsichlich dem
Stilllegen von Genen, kann aber auch andere Funktionen erfiillen (Jones 2012). In
Pflanzen kann Methylierung nicht nur an CpG, sondern auch an CHG und CHH
Positionen erfolgen (H=A,C,T; Cokus, et al., 2008; Saze, et al., 2012). Das bedeutet,
dass fast jede Cytosin-haltige TALE-Bindestelle im OsSWEET4-Promotor methyliert
sein konnte. Der verwendete Cytosin-spezifische RVD HD bindet nicht an methylierte
Cytosine, sodass die Gesamtbindung des TALEs und somit auch die Aktivierung des
Ziel-Gens verhindert werden konnte. (Bultmann, et al, 2012; Deng, et al., 2012b;
Valton, et al., 2012). Der Methylierungsstatus des OsSWEET4-Promotors in Reis ist
derzeit nicht bekannt, sodass diese Ursache durchaus denkbar wére.

TALI18 ist der einzige TALE der im transienten System in N. benthamiana keine
messbare Aktivierung des Reportergens hervorrief, obwohl er seine Ziel-DNA-Sequenz
grundsitzlich binden kann (Abb. 2.1 & 2.3). Fiir diesen TALE ergab die Analyse DNA-
bindender Proteine aus Arabidopsis, dass dessen Ziel-DNA-Sequenz die Bindestelle des
Proteins ARR10 enthilt (Jan Grau; Abb. 5.2). ARRI10 ist auch in Reis zu finden und
gehort zur Familie der GARP-Proteine (glycoprotein A repetitions predominant), die
vermutlich an der Weiterleitung von Cytokinin Signalen beteiligt sind (Ishida, et al.,
2008). Allerdings ergab die Suche nach ARR10-Homologen mittels BLAST, dass
dieses Protein bisher noch nicht in N. benthamiana identifiziert wurde (Johnson, et al.,
2008). AuBerdem liegt die Bindestelle dieses Proteins zentral in der TAL18 Bindestelle,
sodass ARR10 auch im Bs4-Reporterkonstrukt binden und somit die Bindestelle
blockieren kdnnte. Da TAL18 an diesem Reporterkonstrukt jedoch aktiv ist, konnte dies
darauf hinweisen, dass entweder ein moglicherweise noch nicht identifiziertes ARR10-
Homolog in N. benthamiana noch weitere umliegende Sequenzen benétigt bzw.
generell eine andere Sequenz bevorzugt oder aber ein anderes, bisher noch nicht

identifiziertes Protein die TAL18& Bindestelle blockiert.
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Fir TAL14 ergab die Vorhersage mittels PlantCARE, dass an dieser Position eine
Bindestelle fiir das Protein SORLREP3 vorhanden ist, die sich hdufig in microRNA-
Promotoren in Reis und Arabidopsis befindet (Zhao & Li 2013; Abb.5.1). Daher konnte
es sein, dass TAL14 mit diesem Protein um die Bindestelle konkurriert oder aber wie
bereits fiir TAL7 beschrieben durch die Héufigkeit dhnlicher Bindestellen in anderen
Promotoren austitriert wird.

Zusitzlich ist fiir die fehlende Wiederherstellung der Virulenz in Reis durch die TALEs
TAL18 und TAL14 auch noch eine andere Erklirung im Zusammenhang mit der
TALE-abhédngigen Verschiebung des Transkriptionsstarts denkbar. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte anhand anderer TALEs am OsSWEETI4 Promotor bereits gezeigt
werden, dass sie den Transkriptionsstart verschieben, sodass dieser meist ca. 40-60bp
downstream der Bindestelle liegt. Die TAL18 Bindestelle liegt im Reis OsSWEETI14
Promotor direkt vor dem ATG (Abb. 5.3). Wenn nach der TALI18-abhédngigen-
Genaktivierung in Reis der Transkriptionsstart ebenfalls 40-60bp downstream der
Bindestelle liegen wiirde, konnte durch die Nutzung eines weiter downstream liegenden
alternativen Startkodons  (ndchstes Startkodon in frame ca. 69bp oder 174bp
downstream vom OsSWEET14 ATG) ein N-Terminal verkiirztes OsSWEET14 Protein
produziert werden. Diesem fehlt dann vermutlich das Signal zur Membranverankerung,
welches hdufig im N-terminalen Bereich von Proteinen lokalisiert ist (Keenan, et al.,
2001). Da SWEETs Transporter sind, konnte ein solches Protein seine Funktion nicht
mehr erfiillen. Allerdings sollte in diesem Fall trotzdem OsSWEETI4-Transkript
nachweisbar sein. Analysen der OsSWEETI4-Transkriptmenge in Anwesenheit von
TAL18 zeigten jedoch im Vergleich zur Negativkontrolle keine erhohte
Transkriptmenge. Auflerdem miisste TALI8 in N. benthamiana trotz Transkriptions-
startverschiebung ein funktionales B-Glucuronidase Protein produzieren, da sich durch
die Insertion des Promotorfragmentes in den verwendeten Vektor mittels LR-Reaktion
zusétzliche Sequenzen zwischen der TALI8 Bindestelle und dem ATG der f-
Glucuronidase befinden. Dies ist jedoch nicht der Fall. All dies l4sst vermuten, dass die
TAL18-Bindestelle wie oben bereits beschrieben durch Wirtsproteine blockiert sein
konnte. Die Transkriptionsstartverschiebung konnte auch die fehlende Wieder-
herstellung der Virulenz durch TAL14 in Reis erkldren. Verschiebt TAL14 den
Transkriptionsstart, wird ein Transkript mit einer ca. um 640bp verldngerten 5'UTR im
Vergleich zum natiirlichen Transkript synthetisiert (Antony et al., 2010). Diese
verlangerte 5'UTR enthdlt zusétzliche ATGs, die als alternative Startpunkte flir die
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Translation zur Synthese fehlerhafter Proteine fiihren konnten. Die minimale TAL14
Restaktivitdt im transienten System, konnte dadurch erkldrt werden, dass wie am
Beispiel von TAL11 beobachtet einige Transkripte am natiirlichen Startpunkt beginnen
(Abb. 2.1 & 2.6). Dieser Anteil reicht fiir die Aktivierung des Reportergens im
transienten System (N. benthamiana) vielleicht aus, nicht jedoch fiir die
Wiederherstellung des Virulenzphinotyps im natiirlichen Reis-System. Allerdings
miisste auch in diesem Fall OsSWEET14 Transkript messbar sein. Dies war jedoch in
Reis nicht der Fall (Abb. 2.5). Mdglicherweise sind die verlangerten Transkripte instabil
oder werden friihzeitig abgebrochen und sind somit nicht mit den verwendeten
Oligonukleotiden, die in der kodierenden Sequenz binden, nachweisbar.

Interessanterweise waren die zwei reverse und upstream der TATA-Box bindenden
TALEs TAL-1 und -2 in der Lage das Reportergen vergleichbar mit TAL1 und 2 zu
aktivieren und auch den Virulenzphénotyp im natiirlichen System wiederherzustellen
(Abb. 2.1 & 2.5). Da zufillige alternative Bindestellen im OsSWEET4-Promotor bzw.
im Promotor anderer OsSWEET-Gene ausgeschlossen wurden, ist es denkbar, dass die
TALEs TAL1/-1 und TAL2/-2 hauptséchlich eine Rekrutierungsoberfléche fiir den PIC
bieten, in der die Orientierung der AD keinen Einfluss auf die Aktivierung des Ziel-
Gens hat. Dies ist im Einklang mit Studien in denen gezeigt werden konnte das TALE-
Derivate, die statt der natiirlichen sauren AD die saure AD des Herpes simplex virus
Proteins VP16 enthielten, im Human-System ein Ziel-Gen auch reverse orientiert
effizient aktivieren, solange sie in zugénglichen Bereichen binden (Maeder, ef al., 2013;
Uhde-Stone, ef al., 2014). Im Gegensatz dazu fiihrten reverse TALEs die downstream
der TATA-Box binden, zu keiner effizienten Aktivierung des Ziel-Gens (Abb. 2.1 &
2.5). Fiir TAL-3 und -7 kann dies dadurch erklirt werden, dass bereits die forward-
bindenden TALEs kaum aktiv sind (Abb. 2.1 & 2.5). Allerdings iiberlappen die
Bindestellen von TAL-81, -82, -9 und -AvrXa7 mit den Bindestellen aktiver TALEs
(Abb. 2.1 & 2.5). Dies deutet darauthin, dass deren Bindestellen grundsitzlich
zuginglich sein sollten. Mdglicherweise, ist dies ein Hinweis, dass die beiden sauren
ADs (TALE vs. VP16) trotz dhnlicher Eigenschaften unterschiedlich mit der
Transkriptionsmaschinerie interagieren, weshalb die Lage der natiirlichen AD fiir
TALEs an bestimmten Positionen im Promotor doch eine Rolle spielt. Ein mogliches
Problem bestimmter reverse-orientierter TALEs wire, dass in forward gerichteten
TALEs die AD am C-Terminus und damit in Transkriptionsrichtung positioniert ist

(Abb. 3.3). Dadurch kann ein PIC an den C-terminalen Teil des TALEs rekrutiert
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werden, liegt damit hinter dem TALE und kann ohne Behinderung durch den TALE die
Transkription initiieren (Abb. 3.3). Im Fall der reverse-gerichteten TALEs ist die C-
terminale AD andersherum positioniert. Rekrutiert sie nun den PIC bindet dieser vor
dem TALE (Abb. 3.3). Dadurch ist der PIC entweder falsch herum orientiert oder wird
durch den TALE blockiert (Abb. 3.3). Um dieses Problem zu umgehen bzw. den PIC
wieder in die richtige Orientierung zum Ziel-Gen zu positionieren, konnte im Fall der
reverse-gerichteten TALEs moglicherweise die DNA gewunden werden (Levine, et al.,
2014; Abb. 3.3). Ahnlich wie bei Enhancer-Element bindenden Aktivatoren kdnnte dies
z.B. durch den Mediator vermittelt werden (Milbradt, et al., 2011; Vojnic, et al., 2011,
Levine, et al., 2014). Durch diesen DNA-/oop bendtigen reverse-orientierte TALEs
moglicherweise mehr Platz an der DNA. In diesem Fall konnte es problematisch sein,
wenn reverse-bindende TALEs z.B. TAL-81/-81/-9 zu nah an der kodierenden Sequenz
liegen. Durch den DNA-/oop konnte der Transkriptionsstart dadurch in die kodierende

Sequenz verschoben werden, sodass kein funktionales Protein entsteht (Abb. 3.3).

A B
PIC

- Transkriptionsrichtung
cds > — cds >
DNA Tooom DNA *
PIC

!

Mediator

Transkriptionsrichtung

Abbildung 3.3 Modell des Einflusses der TALE-Orientierung auf den PIC

A TALESs rekrutieren den PIC vermutlich {iber die C-terminale Aktivierungsdomine (AD). Dadurch liegt
der PIC (Préinitiationskomplex) im Fall von forward-orientierten TALEs hinter dem TALE und kann in
Richtung der kodierenden Sequenz (cds) transkribieren. B In reverse-gerichteten TALEs ist die AD in die
entgegengesetzte Richtung orientiert. Dadurch ist der PIC (relativ zur cds) vor dem TALE positioniert.
Dies konnte einerseits die Transkriptionsrichtung beeinflussen, andererseits konnte der TALE den PIC
blockieren, sodass dieser sich nicht in Richtung der cds bewegen kann. Um dies zu umgehen kdnnte die
DNA durch Adapterproteine z.B. den Mediator gewunden werden, sodass TALE und PIC wieder korrekt
zur cds ausgerichtet sind. Bei reverse TALEs die zu nah an der cds binden, konnte dadurch der
Transkriptionsstart in die cds verschoben werden sodass kein funktionales Protein entsteht.

Allerdings konnte anhand der Transkriptionsstarts fiir TAL1/-1, TAL2/-2 und TAL3/-3
gezeigt werden, dass diese unabhédngig von der Orientierung der TALE-Bindestelle
iibereinstimmen, wodurch diese Erkldrung vermutlich ausgeschlossen werden kann
(Abb. 2.6). Eine andere Erkldrung konnte sein, dass zuféllig in unmittelbarer Nihe der
AD reverse-bindender TALEs ein Wirtsprotein bindet, welches die Rekrutierung des
PICs blockiert. Dies wire z.B. im Fall von TAL-81 und -82 denkbar, da die
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davorliegende TAL7 DNA-Sequenz wie bereits beschrieben moglicherweise blockiert
wird. Dies konnte auch fiir TAL-9 und -AvrXa7 zutreffen, muss jedoch noch analysiert
werden. Ob auBlerdem die Position der reverse-TALEs relativ zu anderen
regulatorischen Promotorelementen z.B. upstream oder downstream der TATA-Box,
einen FEinfluss auf das Aktivierungspotential hat konnte anhand weiterfiihrender

Analysen im OsSWEET14 Promotor oder an anderen Promotoren analysiert werden.

3.8.2 TALEs verschieben den natiirlichen Transkriptionsstart im OsSWEETI14
Promotor

Interessanterweise konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Mehrheit
der in N. benthamiana analysierten TALEs einen individuellen Transkriptionsstart am
OsSWEETI4 Promotor zur Folge hatte, der sich vom natiirlichen Transkriptionsstart
unterscheidet. Diese Ergebnisse stimmen mit denen vorheriger Studien iiberein und
konnten bestitigen, dass TALEs den Transkriptionsstart nicht durch die rdumliche
Blockierung der TATA-Box, sondern vermutlich durch die eigenstindige Rekrutierung
des Polymerase-II-Initiationskomplexes (PIC) beeinflussen. Wie genau TALEs den PIC
rekrutieren ist bisher jedoch weitgehend unklar. Interessanterweise gleichen sich die
Transkriptionsstarts der forward und reverse orientierten TALEs (TAL1/-1 bzw.
TAL2/-2 bzw. TAL3/-3) obwohl die AD unterschiedlich positioniert ist. Dies konnte
darauf hinweisen, dass die AD nur die Rekrutierungsoberfldche fiir den PIC darstellt.
Durch die Bindung an zusitzliche regulatorische Sequenzen, die fiir einige
Komponenten des PIC z.B. TFIID und TFIIB bereits beschrieben wurden, ist dieser
anschlieBend moglicherweise in der Lage die korrekte Position einzunehmen und den
nichstmoglichen Transkriptionsstart auszuwéhlen (Kutach & Kadonaga 2000; Thomas
& Chiang 2006; Kostrewa, et al, 2009, Liu, et al., 2010; Kumari & Ware 2013).
Transkriptionsstarts enthalten hiufig die sogenannte Initiator-Sequenz, allerdings sind
solche Initiator-Sequenzen in pflanzlichen Promotoren lediglich durch die YR-Regel
(C/T A/G'"; +1 entspricht dem Startpunkt) beschrieben, sodass mégliche Startpunkte im
OsSWEETI4 Promotor nicht vorhergesagt werden konnen (Thomas & Chiang 2006;
Kumari & Ware 2013). Das Vorhandensein einer passenden Initiator-Sequenz konnte
auch erkldren, warum die Transkriptionsstarts der Paare 1/-1 und 2/-2 iibereinstimmen.
Moglicherweise ist der fiir beide TALEs erhaltene Transkriptionsstart die einzige

néchstliegende Initiator-Sequenz.
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3.8.3 Aktivatorproteine konnen mit der Transkriptionsmaschinerie interagieren

Die Ubersetzung der Erbsubstanz in RNA ist die Grundlage fiir zellulire Abliufe in
jedem Organismus. Dazu besitzen Eukaryoten verschiedene RNA-Polymerasen, wobei
lediglich die Polymerase-II (Pol-II) an der Produktion von Proteinkodierenden mRNAs
beteiligt ist (Thomas & Chiang 2006). Die Pol-II benétigt sogenannte generelle
Transkriptionsfaktoren (GTFs), die z.B. fiir die Bindung an Kernpromotorelemente, die
Rekrutierung der Pol-II, das Offnen der DNA oder fiir den Wechsel von Initiation zu
Elongation bendtigt werden (Thomas & Chiang 2006; He, et al., 2013; Griinberg &
Hahn 2013). Die Assemblierung des PIC kann entweder schrittweise in der Abfolge
TFIID->TFIIA->TFIIB->TFIF+Polll->TFIIE->TFIIH oder durch die Rekrutierung
eines bereits vorhandenen Holoenzyms erfolgen (Thomas & Chiang 2006). Aktivatoren
konnen durch Interaktionen mit verschiedenen Komponenten des PIC oder mit Co-
Aktivatoren bzw. Adapterproteinen verschiedene Vorgénge der Transkriptionsinitiation
fordern und verstidrken (Triezenberg 1995). Sie konnen durch die Interkation mit
Chromatin-remodeling Komplexen die Zuginglichkeit des Promotors erhdhen,
mogliche repressorische Komponenten entfernen, oder den PIC rekrutieren und
stabilisieren bzw. dessen Affinitit oder Hé&ufigkeit am Promotor erhdhen und
vermutlich auch am Ubergang der Initiation zur Elongation beteiligt sein (Triezenberg
1995; Thomas & Chiang 2006). Wichtig fiir die Interaktion von Aktivatorproteinen mit
Komponenten der Transkriptionsmaschinerie ist das Vorhandensein einer AD
(Triezenberg 1995). Trotz intensiver Forschung anhand diverser Aktivatorproteine ist
bisher noch wenig tliber die strukturellen Voraussetzungen von ADs bekannt. Dies ist
vermutlich darin begriindet, dass sie erst nach Kontakt mit dem Interaktor eine Struktur
annehmen (Triezenberg 1995; Shen, et al., 1996; Uesugi, et al., 1997). Lediglich die
Einteilung anhand ihrer dominanten Aminosdurekomposition in glutaminreiche (z.B.
SP1), prolinreiche (z.B. AP2, c-jun) oder saure ADs (z.B. Gal4, Gend, VP16, p53)
wurde bisher vorgenommen (Seipel, et al., 1992; Triezenberg 1995). Dabei konnte
jedoch festgestellt werden, dass nicht zwangsldufig die namensgebenden Aminoséuren
funktionsrelevant sind, sondern vielmehr die Abfolge bestimmter Aminoséuren z.B. der
Wechsel der sauren Aminosduren mit Hydrophoben Aminosduren mit groflen
Seitenketten (Lin, et al., 1994; Triezenberg 1995; Seipel, et al., 1992). Diese bilden
dann vermutlich die geeignete Oberfldche fiir die Interaktion mit anderen Proteinen
(Seipel, et al., 1992; Lin, et al., 1994; Triezenberg 1995). Die meisten Studien an ADs

wurden im Human- oder Hefe-System durchgefiihrt, sodass der Vergleich mit
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pflanzlichen ADs oft fehlt. Trotzdem k&nnen einige Ubereinstimmungen gefunden
werden. Anhand der Aminosduresequenz der TALE-AD wurde diese der Gruppe der
sauren ADs zugeordnet (Zhu, et al, 1998; Szurek, et al., 2001). Dies konnte darauf
hinweisen, dass sie dhnlich wie andere Aktivatoren mit saurer AD wirken. Der Prototyp
der sauren AD ist die VP16-AD aus dem Herpes simplex virus (Sadowski, et al., 1988,
Triezenberg, et al., 1988). Fiir diese sowie weitere saure ADs (z.B. des
Tumorsuppressor Proteins p53 oder des Hefeproteins Gcen4) konnten bereits
verschiedene Interaktionen beschrieben werden. Beispielsweise interagieren diese
sauren ADs mit Histonacetyltransferasen bzw. Chromatin-remodeling-Komplexen und
ermoglichen so die Zuginglichkeit des Promotors fiir den PIC (Utley, et al., 1998;
Ikeda, et al, 1999; Neely, et al, 1999; Barlev, et al., 2001; Hall & Struhl 2002).
AuBerdem konnen sie direkt mit GTFs interagieren und somit diverse Schritte des PIC
Zusammenbaus beeinflussen. Die VP16-AD und die p53-AD interagieren mit
Komponenten des TFIID-Komplexes, zu dem das TATA-Bindeprotein (TBP) sowie
TBP-assoziierte Faktoren (TAFs) gehoren (Goodrich, et al., 1993; Thut, et al, 1995;
Uesugi, et al., 1997; Goodrich & Tjian 2010; Bieniossek, ef al., 2013). Durch diese
Interaktionen werden die ersten Komponenten des PIC an den Promotor rekrutiert und
vermutlich die Bindung von TFIID an die DNA stabilisiert (Thomas & Chiang 2006).
Durch die Rekrutierung weiterer Komponenten des PIC z.B. TFIIA durch die VP16-
oder p53-AD kann der TFIID-DNA Komplex stabilisiert und der Zusammenbau des
PIC weiter gefordert werden. (Stringer, et al., 1990; Ozer, et al., 1994; Kobayashi, et
al., 1995; Coleman, et al, 1999; Kraemer, et al., 2001; Xing, et al., 2001; Thomas &
Chiang 2006). Zusitzliche Interaktionen mit TFIIB (VP16) und TFIIH (VP16 und p53)
konnen weiter zur Stabilisierung des PICs beitragen und an der Auswahl des
Transkriptionsstartpunktes oder der Aktivierung der RNA-Polymerisation beteiligt sein
(Lin, et al., 1991; Lin & Green 1991; Xiao, et al., 1994; Hayashi, et al., 1998).

Fiir die saure AD der TALE:s ist bisher weitgehend unklar ob und mit welchen Teilen
der Transkriptionsmaschinerie sie interagiert. Hinweise, dass TALEs vergleichbar zu
den beschriebenen sauren ADs, ebenfalls mit GTFs interagieren konnen, sind anhand
der xa5-Mutation der y-Untereinheit des TFIIA Alleles auf Chromosom 5 in Reis zu
finden (s. Abschnitt 1.2.6.2). Die TFIIAy Untereinheit konnte bereits in Studien im
Human-System als wichtiger Interaktionspartner fiir die saure VP16-AD beschrieben
werden, wodurch sie als Interaktionspartner fiir TALEs ebenfalls in Frage kommen

konnte (Ozer, et al, 1994; Kobayashi, et al, 1995). Der humane, sowie auch
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pflanzliche TFIIA setzt sich aus den drei Untereinheiten a, f und y zusammen und (Li,
et al., 1999). Wie auch andere einkeimbléttrige Pflanzen kodiert Reis zwei Allele der y-
Untereinheit (Chromosom 1 (TFIIAy1) und Chromosom 5 (TFIIAYS)) (Iyer-Pascuzzi &
McCouch 2007). Das rezessive xa5 Allel beschreibt einen einzelnen
Aminosdureaustausch (V39E) in der y-Untereinheit des TFIIA auf Chromosom 5.
Interessanterweise sind einige TALEs in homozygoten xa5 Reispflanzen nicht mehr in
der Lage Suszeptibilitdts- oder Resistenzgene zu aktivieren (Sugio, et al., 2007; Gu, et
al,, 2009). Dies ldsst vermuten, dass TALEs direkt oder indirekt mit der TFIIAy
Untereinheit interagieren konnen und diese Interaktion durch die xa5-Mutation gestort
wird. Ein Aminosdureaustausch (V39 in Xa5 zu E39 in xa5) in der mdglichen TALE-
Interaktionsfliche von TFIIAyS ist vermutlich eine der wenigen Mdglichkeiten eine
Resistenz des TFIIA gegeniiber TALEs zu vermitteln, da andere Mutationen bzw. die
Deletion des TFIIA den generellen Zusammenbau des PIC storen und somit vermutlich
letal sind (Ozer, et al, 1994; Kang, et al, 1995; Tan, et al, 1996). Durch die
Ubertragung des PX099-TALEs PthXo7 der das alternative TFIIAy1 Allel aktiviert
konnte die Virulenz von PXO86 wiederhergestellt werden, was darauf hindeutet das
TFIAy1 die Funktion von TFIIAYS ersetzen kann (Sugio, et al., 2007; s. Abschnitt
1.2.6.2). Ein vergleichbares Experiment zur Wiederherstellung der Aktivierung von
Resistenzgenen wurde jedoch noch nicht durchgefiihrt. Allerdings ist anzumerken, dass
die PthXo7-abhédngige TFIIAyl Induktion nur moglich ist, wenn entweder zumindest
eine gewisse Grundaktivitdt von TALEs trotz der xa5-Mutation in 7FIIAy5 oder eine
geringe Basalexpression von TFIIAyl gegeben ist. Dadurch sollte zumindest anfangs
eine gewisse TALE-Aktivitit ermdglicht werden, welche anschlieBend durch die
PthXo7-aktivierte Expression von TFIIAyl verstirkt werden kann. Hinweise dafiir sind
einerseits darin zu finden, dass beide Allele basal in verschiedenen Organen exprimiert
sind und andererseits darin, dass Xa27 trotz der xa5-Mutation AvrXa27-abhingig in
geringen Mengen in homozygoten Pflanzen aktiviert wird (Jiang, ef al., 2006; Gu, ef al.,
2009). Solche geringen Mengen reichen zwar nicht aus, um eine Resistenzreaktion
auszuldsen jedoch weist diese Beobachtung darauthin, dass TALEs trotz xa5-Mutation
Gene zumindest minimal aktivieren kénnen (Gu, et al, 2005, lyer-Pascuzzi &
McCouch 2007, Gu, et al., 2009; Jiang, et al, 2006). Bisher konnte eine mogliche
Interaktion von TALEs mit TFIIA jedoch noch nicht experimentell nachgewiesen
werden. Daher ist weiter unklar ob TALEs iiberhaupt mit TFIIA interagieren und wenn

ja, ob die Aminosdure V39 in der TFIIAyS Untereinheit (Xa5) tatséchlich an dieser
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Interaktion beteiligt ist. Zudem ist ebenfalls unbekannt ob die Interaktion mit TFIIA
direkt ist oder iiber ein bisher unbekanntes Adapterprotein vermittelt wird.

In verschiedenen Studien konnten zudem weitere moglicherweise funktionsrelevante
Interaktoren fiir TALEs mittels Hefe-Di-Hybrid Untersuchungen identifiziert werden.
Beispielsweise konnte die Interaktion zwischen AvrBs3 und zwei Homologen
Capsicum annuum Importin-o. Proteinen nachgewiesen werden (Szurek, et al., 2001).
Diese Interaktion wird iiber die NLS in AvrBs3 vermittelt und ist notwendig fiir den
Import von TALEs in den pflanzlichen Zellkern (Szurek, et al, 2001). Weitere
Interaktionspartner, die moglicherweise an der Transkription beteiligt sind, konnten in
dieser Studie jedoch nicht identifiziert werden. Erst eine weitere Studie identifizierte
anhand der vier homologen TALEs der PthA-Familie mdgliche Interaktionspartner, die
an Prozessen der Chromatin-Umstrukturierung, der Transkriptionsregulation oder an der
Stabilisation und Modifikation von RNAs beteiligt sind (Domingues, et al, 2010;
Domingues, et al., 2012; de Souza, et al, 2012; Soprano, et al, 2013). Allerdings
interagierte die Mehrheit dieser Kandidaten lediglich mit einem oder zwei der vier
homologen TALEs (Domingues, ef al., 2010; Domingues, et al., 2012; de Souza, et al.,
2012; Soprano, et al., 2013). Dies ist in sofern kritisch da die PthA-Homologe bis auf
einzelne Aminosdureaustausche hochkonserviert sind und daher unterschiedliche
Interaktoren nicht mit Sequenzunterschieden erklirt werden konnen (Domingues, et al.,
2010). AuBBerdem ist bekannt, dass TALEs generell hochkonserviert und innerhalb eines
bzw. zwischen pflanzlichen  Systemen austauschbar sind, ohne ihre
Aktivierungsfahigkeit zu verlieren (Morbitzer, et al., 2010; Boch, ef al., 2009; Yu, et
al., 2011, Streubel, et al., 2013). Dies ldsst vermuten, dass mogliche Interaktionspartner
aufgrund der hohen Konservierung moglicher Interaktionsoberflachen z.B. der TALE-
AD, mit allen TALEs interagieren sollten. Lediglich das Citrus high mobility group
(HMG) Protein interagierte mit allen vier PthA-Homologen (de Souza, ef al., 2012). Die
Funktion der TALE-CsHMG Interaktion wurde durch zwei Mdglichkeiten beschrieben.
Einerseits war bekannt, dass HMG-Proteine im Human-System mit dem TBP
interagieren und so die Transkription hemmen (de Souza, et al, 2012). Diese
Interaktion kann durch TFIIA gelost werden, wodurch die Initiation der Transkription
ermoglicht werden konnte. In diesem Zusammenhang konnten TALEs eine dhnliche
Rolle wie TFIIA einnehmen und zur effizienten Transkriptionsinitiation hemmende
Proteine z.B. HMGs entfernen (de Souza, et al., 2012). Andererseits konnte fiir
CsHMG, sowie fiir PthA4 eine Bindung an poly(U)RNA nachgewiesen werden (de
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Souza, et al., 2012). Daher wurde vermutet, dass der Interaktor CSHMG zusammen mit
weiteren identifizierten Interaktoren einen groBen Proteinkomplex bildet, der durch
TALESs rekrutiert wird und zur Stabilisierung und Prozessierung der entstandenen RNA
dient. Dies wiirde eine bisher noch nicht fiir TALEs beschriebene Funktion darstellen
die zeigt, dass TALEs nicht nur an der Transkriptionsaktivierung sondern auch an
posttranskriptionellen Abldufen z.B. der mRNA-Stabilisierung und Reifung beteiligt

sein konnten (de Souza, ef al., 2012).

3.8.4 TALE:s sind keine klassischen Enhancer-bindenden Proteine

Die saure VP16-AD aktiviert Gene von proximalen-Kernpromotorelementen ebenso
wie von distalen-DNA-Elementen (Enhancer) und ist daher vermutlich ein Enhancer-
bindendes Protein (Seipel, et al., 1992; Maston, et al., 2006). Trotz der sauren AD die
TALEs und das VP16-Protein gemeinsam haben, gibt es jedoch Hinweise darauf, dass
beide Proteine unterschiedlich mit der Transkriptionsmaschinerie interagieren.
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass TALEs mit natiirlicher AD im Human-
System weniger effizient Gene aktivieren als ein vergleichbares TALE-Derivat mit
VP16-AD (GeiBler, et al, 2011). Ebenso sind TALE-Derivate mit VP16-AD im
pflanzlichen System weniger effizient als TALEs mit natiirlicher AD. Dies deutet
darauf hin, dass beide ADs jeweils an spezifische humane (VP16) bzw. pflanzliche
(TALE) Interaktionspartner der Transkriptionsmaschinerie angepasst sein konnten.
Weitere Unterschiede konnten im Human-System anhand von TALE-Derivaten gezeigt
werden in denen die natiirliche AD durch die VP16-AD ausgetauscht wurde. Diese
konnten ein Ziel-Gen von unterschiedlichsten Positionen aktivieren (bis zu 1,5kb
upstream vom Transkriptionsstart entfernt oder bis zu 500bp in der Protein-kodierenden
Sequenz; Perez-Pinera, et al., 2013; Maeder, et al., 2013; Uhde-Stone, et al, 2014).
Allerdings wurden in diesen Studien keine Transkriptionsstartpunkte bestimmt. Die
Fahigkeit dieser TALE-Derivate trotz weit entfernter Bindestelle oder Bindestelle in der
kodierenden Sequenz das Ziel-Gen zu aktivieren deutet jedoch darauthin, dass sie den
Transkriptionsstart nicht beeinflussen, sondern vergleichbar mit Enhancer-bindenden
Proteinen wirken, die vermutlich durch Interaktion mit anderen Proteinen z.B. dem
Mediator Kontakt zum PIC am Kernpromotor herstellen. Eine solche Interaktion z.B.
der VP16-AD mit dem Mediator konnte bereits beschrieben werden (Milbradt, et al.,
2011; Vojnic, et al., 2011). Im Vergleich dazu konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt

werden, dass natiirliche TALEs zwar ebenfalls von verschiedensten Positionen und
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Orientierungen im Promotor wirken konnen, dabei allerdings den Transkriptionsstart
verschieben (Abb. 2.1, 2.5 & 2.6). Dies deutet darauthin, dass sie im Gegensatz zur
VP16 nicht wie klassische Enhancer-bindende Proteine wirken kénnen, sondern ihre
Funktion als Virulenzfaktor nur dann erfiillen, wenn sie so positioniert sind, dass die
entstethende mRNA auch zu einem funktionalen Protein fiihrt. Weitere Unterstiitzung
dafiir kann darin gefunden werden, dass anhand einer Computer-basierten Vorhersage
natiirlicher TALEs in Reis gezeigt werden konnte, dass deren Bindestellen in Ziel-
Genen hiufig in einem Bereich von ca. 300bp upstream bzw. bis zu 200bp downstream
um den Transkriptionsstartpunkt liegen (Grau, ef al., 2013). Diese Positionierung von
TALEs im Kernpromotor sichert moglicherweise die Entstehung einer mRNA, die zur
Synthese eines funktionalen Proteins fiihrt. Auch die damit verbundene Nihe zur
TATA-Box und moglicherweise weiteren regulatorischen Sequenzen des
Kernpromotors konnte vorteilhaft sein, um die effiziente Rekrutierung des PICs und
somit die effiziente Genaktivierung zu ermoglichen (Scholze 2011; Kumari & Ware
2013). Welche regulatorischen Kernpromotorelemente neben der TATA-Box jedoch fiir
die TALE-vermittelte Genaktivierung wichtig sind ist bisher weitgehend unklar
(Scholze 2011).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TALEs von verschiedensten Positionen
im Promotor und sogar in reverse Orientierung funktionieren, wobei deren
Positionierung in Kernpromotorregionen bzw. in der Nidhe des natiirlichen
Transkriptionsstarts durchaus vorteilhaft ist, um die Synthese eines funktionalen
Proteins zu gewdhrleisten. Besonders die Erkenntnis, dass TALEs mit natiirlicher AD
reverse-positioniert Gene aktivieren konnen, ist fiir alle bisher verwendeten Programme
zur Vorhersage moglicher TALE Ziel-Gene bzw. moglicher off-targets fiir kiinstliche
TALEs von Interesse, da in diese Analyse bisher lediglich foward-positionierte
Bindestellen einbezogen werden. Auflerdem geben die in dieser Arbeit gewonnenen
Kenntnisse Hinweise fiir die Auswahl von Bindestellen kiinstlicher TALEs zur
gezielten Aktivierung pflanzlicher Gene. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
sowie zukiinftige Analysen regulatorischer Promotorelemente oder Interaktoren die
relevant fiir die TALE-abhdngige Ziel-Genaktivierung sind, konnten in Zukunft
Einblicke in die TALE-vermittelte Transkriptionsaktivierung geben und moglicherweise
auch Riickschliisse auf die generelle pflanzliche Transkriptionsaktivierung zulassen.
Offensichtlich kann auch die Zugdnglichkeit des Promotors die Bindung des TALEs

beeinflussen. Genauere Analysen ob und wie TALEs mit Wirtsproteinen am Promotor
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konkurrieren, konnten zukiinftig nicht nur die Anwendung von TALE-Aktivatoren,
sondern auch die Anwendung anderer TALE-basierter biotechnologischer Werkzeuge
verbessern und moglicherweise sogar auf andere DNA-bindende biotechnologische

Werkzeuge iibertragen werden.
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S. Anhang

5.1 Ubersicht iiber die mittels PlantCARE identifizierten cis-regulatorischen DNA-
Elemente im 1kb Fragment des OsSWEETI14 Promotors

+GTGTGTGCCACTCCAACTGATAACTCACCATATAATAACTCTACAGTTATTGATAGATATATACATT
—CACACACGGTGAGGTTGACTATTGAGTGGTATATTATTGAGATGTCAAT-TATCTATATATGTAA

+ACGTCCCTTTTTTTAAATAATATCATCERMABATTAGT TAAAAAGGGGGCGTAGTGTATATAGCCAA
—~TGCAGGGAAAAAAATTTATTATAGTAGGTTTATAATCAATTTTTCCCCCGCATCACATATATCGGTT

+CAGCTGTCAAAAAATTGARAATTACAACGAATATACGTACART TGCARAGTGEARRTCACTCTTGTA
~GTCGACAGTTTTTTAACTTTTAATGTTGCTTATATGCATGTTAACGTTTCACGTTTAGTGAGAACAT

+CTATCTTAAAAAGAAATGCAGAGTTTGATCGATTTTGTCTCTAATTTTAGGCAACT GEGIMINNG TGAT
~GATAGAATTTTTCTTTACGTCTCAAACTAGCTAAAACAGAGATTARAATCCGTTGACCGTAAGACTA
+TTTTTACAAGTG it 2GAGCCAGCTGGTCTCAGATCGTCCGTTGGGGAAT TARAGGAGGTGT
-ARAAATGTTCACCCAATTAATCTCGGTCGACCAGAGTCTAGCAGGCAACCCCTTAATTTCCTCCACA
+GCTCCTTTGCGGCTCATCAGTTTCTCTAAGCTCTCACCATTCATTCCACTATACAAGCCTARAGGCAG
-CGAGGAAACGCCGAGTAGTCAAAGAGATTCGAGAGTGGTAAGTAAGGTGATATGTTCGGATTCCGTC
+CTAGCTTAGTTAATTACCTAATAACTATAGCTTGCCCAACTCTAGATCCCTTAACTAGGACAACTTG

—-GATCGAATCAATTAATGGATTATTGATATCGAACGGGTTGAGATCTAGGGAATTGATCCTGTTGAAC

+GAG TACACAA-GT TACTAATCCCATGCATTGAGGACAGAGTTATGAAGGAAACAAAAAAAAGCT
—CTCATGTGTTGTTACAATGATTAGGGTACGTAACTCCTGTCTCAATACTTCCTTTGTTTTTTTTCGA

+AGCAGATTGGCACTTTCTGTCATGCATGGGTGCTGATGATTATCTTGTATCTAATTTAATEARTCCC
~TCGTCTAACCGTGAAAGACAGTACGTACCCACGACTANNINEERE . TAGATTAAATTAGTTAGGG

+ATGGCTGTGATTGATCAGGAATAGTTTGTGTGTGCAGCTATATTGCCTATTGGTGTCCAGGGTCACA
—TACCGACACTAACTAGTCCTTATCAAACACACACGTCGATATAACGGATAACCACAGGTCCCAGTGT

+CACCATAAGGGCATGCATGTCAGCAGCTGGTCATGTGTGCCTTTTCATTCCCTTCTTCCTTCCTAGC
—GTGGTATTCCCGTACGTACAGTCGTCGACCAGTACACACGGAAAAGTAAGGGA_GGATCG

- h%)-(AgTATATAAAC CCCCTCCAACCAGGTGCTAAGCTCATCAAGCCTTCAAGCAAAGCAAACTCAAGTAG
o
Tal5
AvrXa7

—TGATATATTTGGGGGAGGTTGGTCCACGATTCGAGTAGTTCGGAAGTTCGTTTCGTTTGAGTTCATC

+TAGCTGATTACCAGCTCTTCTCTCTTCTCAT IGAGARGAGE GAA TTAAGTTTTGATCTCTGCTTTAT
~ATCGACTAATGGTCGAGAAGAGAGAAGAGTAACTCTTCTCCCTTAATTCAAAACTAGAGACGAAATA

+TGCCTGATCATCCTCTTGTTACTTGCAAGCAAGAACAGTAGTGTACTGTGCCTCATTGATCT SIS
-ACGGACTAGTAGGAGAACAATGAACGTTCGTTCTTGTCATCACATGACACGGAGTAACTAGAGGAGG

+ - S . T2 T TCCGAGCTAGCTAGTTAATCAAGATCTTGCTGEARTG

-GTGGTT G2 GAGAGAGAGTATAAGGCTCGATCGATCAATTAGTTCTAGAACGACGTTAC
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Abbildung 5.1 Cis-regulatorische Motive im 1kb Fragment des OsSWEET14 Promotors Die Analyse
des OsSWEETI4 Promotors (lkb) wurde mittels der frei verfiigbaren PlantCARE Datenbank
durchgefiihrt. In der PlantCARE Datenbank sind cis-regulatorische DNA-Elemente hinterlegt, die aus
verschiedenen Pflanzen bekannt sind (149 von Monokotyledonen, 281 von Dikotyledonen und 5 von
anderen Pflanzen). Nachfolgend sind die mittels PlantCARE erhaltenen cis-regulatorischen Motife und
deren Funktion, soweit auf PlantCARE verfiligbar, sowie zusitzliche Markierungen aufgefiihrt.

PlantCARE-Motiv: Funktion:
cis-acting element conferring high transcription levels
common cis-acting element in promoter and enhancer regions

cis-acting regulatory element related to meristem expression

O a
>
< <
ng
= &
>

part of a light responsive element
F-Box unknown

part of a light responsive element
part of a light responsive element
light responsive element

light responsive element

cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness

cis-acting element involved in salicylic acid responsiveness
Zusitzliche Markierungen im OsSWEETI14 Promotor:

TATA-Box

Fett markiert sind die Bindestellen der kiinstlichen TALEs,

Fett und kursiv markiert sind tiberlappende TALE-Bindestellen

Unterstrichen ist die TalC, PthXo3 (nach Antony 2010), AvrXa7 (nach Antony 2010)
und Tal5 Bindestelle

Referenz:

Lescot, M., Déhais, P., Moreau, Y., De Moor, B., Rouzé ,P.,and Rombauts, S. 2002
PlantCARE: a database of plant cis-acting regulatory elements and a portal to tools for
in silico analysis of promoter sequences. Nucleic Acids Research Database issue
30:325-327.

170



Anhang

5.2 Ubersicht der vorhergesagten Bindestellen fiir DNA-bindende Proteine aus

Arabidopsis
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Abbildung 5.2 Vorhersage moglicher Bindestellen fiir DNA-bindende Proteine aus Arabidopsis Die
Vorhersage moglicher Bindestellen fiir DNA-bindende Proteine aus Arabidopsis im 1kb Fragment des
OsSWEET14 Promotors wurde von Jan Grau und Yvonne Poschl durchgefiihrt und beruht auf der
AtcisDB -  Arabidopsis  cis-regulatory  element  database (http://arabidopsis.med.ohio-
state.edu/AtcisDB/bindingsites.html)
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5.3 Ubersicht iiber alle in dieser Arbeit genannten oder verwendeten Bindestellen
natiirlicher bzw. kiinstlicher TALEs im 1kb Fragment des OsSWEETI14 Promotors
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Abbildung 5.3 Ubersicht iiber alle genannten oder verwendeten TALEs im 1kb-Fragment des
OsSWEETI14-Promotors Dargestellt ist das 1kb-Fragment des OsSWEETI4-Promotors. Das
OsSWEET14 Startkodon ist gelb markiert. Die Bindestellen aller in dieser Arbeit verwendeten
kiinstlichen forward-bindenden TALEs sind mit griinen Pfeilen am oberen Strang die reverse-bindenden
TALEs mit blauen Pfeilen am unteren Strang markiert. Die natiirlichen am OsSWEET!4-Promotor
bindenden TALEs TalC, PthXo3, AvrXa7 und Tal5 sind mit pinken Pfeilen markiert.

5.4 Ubersicht iiber die RVD-Komposition und Ziel-DNA-Sequenz der in dieser

Studie verwendeten Kiinstlichen TALESs

OsTAL 1
HD-NI-HD-NI-HD-NI-HD-HD-NI-NG-NI-NI-NN-NN-NN-HD-NI-NG
TC A C A C A C CA C A A G G G <cCc AT

OsTAL -1
NH-HD-HD-HD-NG-NG-NI-NG-NH-NH-NG-NH-NG-NH-NG-NH-NI-HD
T¢ ¢ ¢ ¢ T T A T G G T G T G T G AC

OsTAL 2
HD-NI-NG-NN-NG-NN-NG-NN-HD-HD-NG-NG-NG-NG-HD-NI-NG-NG
TCc A T G T G T GG C ¢c T T T T C A T T

OsTAL -2
NN-NI-NI-NI-NI-NN-NN-HD-NI-HD-NI-HD-NI-NG-NN-NI-HD-HD
T¢e A A A A G G C A C A C A T G A C cC

OsTAL 3
NG-HD-NI-NI-NN-HD-NI-NI-NI-NN-HD-NI-NI-NI-HD-NG-HD-NI
TT ¢ A A G C A A A G C A A A C T C A

OsTAL -3
NN-NI-NN-NG-NG-NG-NN-HD-NG-NG-NG-NN-HD-NG-NG-NN-NI-NI
T¢6 A G T T T G C T T T G C T T G A A

OsTAL 4
HD-NG-NG-HD-HD-NG-NG-HD-HD-NG-NI-NN-HD-NI-HD-NG-NI-NG
TCc T T ¢ ¢ T T C €C T A G C A C T A T

OsTAL 5
NN-HD-NG-NI-NI-NN-HD-NG-HD-NI-NG-HD-NI-NI-NN-HD-HD-NG
T¢ ¢ T A A G C T C A T C A A G C C T

OsTAL 6
NI-NN-NG-NI-NN-HD-NG-NN-NI-NG-NG-NI-HD-HD-NI-NN-HD-NG
TA G T A G ¢C T G AT T A C C A G C T

OsTAL 7
NG-HD-NG-HD-NG-HD-NG-NG-HD-NG-HD-NI-NG-NG-NN-NI-NN-NT
TT ¢ T ¢C T C T T €C T C A T T G A G A

OsTAL -7
HD-NG-HD-NI-NI-NG-NN-NI-NN-NI-NI-NN-NI-NN-NI-NN-NI-NI
TCc T ¢ A A T G A G A A G A G A G A A

OsTAL 8
NN-NI-NN-NI-NI-NN-NI-NN-NN-NN-NI-NI-NG-NG-NI-NI-NN-NG
T¢6 A G A A G A G G G A A G G A A G T
OSTAL -8(EBE1l)
HD-NI-NI-NI-NI-HD-NG-NG-NI-NI-NG-NG-HD-HD-HD-NG-HD-NG
T A A A A C T T A A T T C C C T C T

OSTAL -8 (EBE2)
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NI-NI-NG-NG-HD-HD-HD-NG-HD-NG-NG-HD-NG-HD-NI-NI-NG-NH
T™A A T T C ¢C ¢c T €C T T €C T C A A T G

OsTAL 9
NG-NN-NI-NG-HD-NG-HD-NG-NN-HD-NG-NG-NG-NI-NG-NG-NN-HD
TT G A T C T C T G C T T T A T T G C

OsTAL 10
NN-HD-HD-NG-HD-NI-NG-NG-NN-NI-NG-HD-NG-HD-HD-NG-HD-HD
T¢ ¢ ¢ T ¢ A T T G A T C T C C T C C

OsTAL 11
NN-HD-NG-NN-NI-NG-NN-NI-NG-NG-NI-NG-HD-NG-NG-NN-NG-NTI
T¢ ¢ T G A T G A T T A T C T T G T A

OsTAL 14
NI-NG-NI-NG-NI-HD-NI-NG-NG-NI-HD-NN-NG-HD-HD-HD-NG-NG
TA T A T A C A T T A C G T C C C T T

OsTAL 17
NI-NG-NI-NG-NI-NN-HD-HD-NI-NI-HD-NI-NN-HD-NG-NN-NG-HD
TA T A T A G C €C A A C A G C T G T C

OsTAL 18
NI-NI-NG-HD-NI-NI-NH-NI-NG-HD-NG-NG-NH-HD-NG-NH-HD-NT
TA A T C A A G A T C T T G C T G C A

OsTAL -AvrXa7
NG-NI-NN-HD-NI-HD-HD-NG-NN-NN-NG-NG-NN-NN-NI-NN-NN-NN
T A G C A C C T G G T T G G A G G G

OsTAL GUS
NI-NN-NI-NI-NI-HD-HD-HD-HD-NI-NI-HD-HD-HD-NN-NG-NN-NT
TA 6 A A A C C C C A A C CC G T G A

5.5 Phianotypen der BAI3AzalC-Stimme mit oder ohne kiinstlichen TALE nach

Entfirben
BAI3AtalC
tal10 talC tal8 tal7 tal-7 ev MgCi2

| |

Abbildung 5.4 Phinotypen der BAI3AfalC-Stimme mit oder ohne kiinstlichen TALE nach
Entfarben Der Stamm BAI3Afa/C mit TAL10 konnte den Virulenzphdnotyp in Reis S5dpi nicht
wiederherstellen. Allerdings konnte 1dpi OsSWEETI4 Transkript gemessen werden (Abb2.5). Nach
Entfarben der in Abb. 2.5 dargestellten Reisblitter mit 95% Ethanol und 5% Glycerin konnte fiir TAL10
dunkelbraune Lésionen (Pfeil) nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu sind die hellbraunen Lésionen
beispielhaft fiir die Stimme mit talC, tal8, tAL7, tal-7 sowie das ev Konstrukt und nach Inokulation mit

MgCl, dargestellt. Die dunkelbraunen Lasionen lassen eine HR ausgeldst durch ta/l0 vermuten.
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5.6 Alignment der Hax3 repeats
Hax3 TALE Protein

repeat-Region
11,5 x34 Aminoséauren

Alignment Hax3 repeats

1 RVD 34
rep1
rep2
rep3
rep4
rep5 QQVVAIA Sighy

(ST TPOOVVATAS G GGEQALETVQRLLPVLCQAHG
[T YAT TPOOVVATASN BGGKQALETVQRLLPVLCQAHG
rep8
rep9
rep10 |NN3 C._I"\/"%.r" ATAS EWGGEKQALETVQRLLPVLCQAHG
(YN TP RO VVAIASN

(YRR TPQOVVATASN

Abbildung 5.5 Alignment der Hax3 repeats

Dargestellt ist das Hax3 Protein mit N- und C-terminaler Region sowie der zentralen repeat-Doméne.
Das Alignment der Aminoséduresequenz (mittels Boxshade) der 11,5 repeats von Hax3 zeigt eine hohe
Konservierung (schwarz). Die grofite Variabilitét ist an Position 12 und 13 dem RVD zu finden (griin
umrahmt)
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