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1 Einleitung

Chloroplasten sind die griinen Organellen von Pflanzen, die sich aus einem Endosymbio-
seereignis herleiten. Ein photosynthetisch aktives Eubakterium und eine nicht photosyn-
thetisch aktive eukaryotische Wirtszelle gingen eine intrazellulire Symbiose ein (Bhat-
tacharya und Medlin, 1998; Mereschkowsky, 1905). Die n#chsten heute lebenden Ver-
wandten dieser Eubakterien sind Cyanobakterien (Bhattacharya und Medlin, 1998; Mar-
tin et al., 2002). Im Verlauf der Integration des Cyanobakteriums in den eukaryotischen
Wirt, wurde ein Grofteil der genomischen Information aus dem Plastiden in den Zellkern
des Wirts iibertragen (Martin und Herrmann, 1998), weshalb Plastiden heute ein deutlich
reduziertes Genom von nur 100-200 Genen (Bock, 2007; Marin-Navarro et al., 2007) im
Vergleich zu mehr als 3000 Genen in Cyanobakterien (Kaneko et al., 1996) enthalten. Das
plastididre Genom enthilt genetische Information fiir Proteinkomplexe, die in der Pho-
tosynthese und in der Expression der auf dem Plastom kodierten Information eine Rolle
spielen. Die Mechanismen zur Expression der genetischen Informationen des Plastoms

ahneln prokaryotischen Systemen (Maliga, 1998; Zerges, 2000).

Ubereinstimmungen des Translationsapparates finden sich in den 70 S-Ribosomen, die aus
30 S- und 50 S-Untereinheiten bestehen, im Gegensatz zu eukaryotischen 80 S-Ribosomen.
Die kleinere 30 S-Untereinheit enthilt die Bindungsstellen zur Dekodierung der Informa-
tion in der gebundenen mRNA, die grofere 50 S-Untereinheit die Reaktionszentren zur
Bildung von Peptidbindungen (Yamaguchi et al., 2002). Im Laufe der Gentransfers des
Endosymbionten an den Wirt wurde ein Grofteil der Gene, deren Produkte am Aufbau
der Ribosomen Anteil haben, an den Wirt iibertragen. So ergab sich fiir die 30S ribo-
somale Untereinheit eine Verteilung von 12 plastiddr kodierten Genen und 13 Genen im
Kerngenom. Die 50 S ribosomale Untereinheit wird aus Produkten von neun im Plastom
und 24 im Kerngenom enthaltenen Genen aufgebaut. Im weiteren Prozess erhielten einige
ribosomale Proteine des Plastiden im Vergleich zu E. coli zusétzliche Doménen, wie z.B.
das S2-Protein in plastiddren Ribosomen in Spinat (Yamaguchi und Subramanian, 2000).
Weiterhin wurden fiinf neue Proteine eingefiigt, die kein Homolog in F. coli besitzen, und
sechs E. coli-Proteine verloren, die keine Homologe in Plastiden besitzen (Yamaguchi und
Subramanian, 2000; 2003; Yamaguchi et al., 2000).

Zusitzliche Ahnlichkeiten der plastidiren und prokaryotischen Systeme finden sich auf
Ebene der mRNA. Hierzu gehoren fehlende Cap-Strukturen und Poly(A)-Sequenzen am
3’Ende (Peled-Zehavi und Danon, 2007).

Eine weitere Gemeinsamkeit ist die Existenz von Sequenzen in der 5’ UTR, die komple-
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Abbildung 1.1: Der Translationsinitiationsmechanismus in E. coli nach Laursen et al. (2005). Die Ribo-
somenuntereinheiten sind in hellgrau (30S) und dunkelgrau (50 S) dargestellt. Zusétzlich sind die Initia-
tionsfaktoren IF 1 (rot), IF 2 (blau), IF 3 (griin), eine mRNA (gelb) und eine fMet-tRNA™et (magenta)
dargestellt.

mentir zu Teilen der 3’ Sequenz der 16 STRNA sind (Shine und Dalgarno, 1974). Diese
Shine-Dalgarno-Sequenzen wurden in Transkripten aller bisher untersuchten Prokaryoten
und Plastiden gefunden (Ma et al., 2002; Zerges, 2000). Hierzu zéhlen unter anderem
Escherichia coli als ein Vertreter der y-Proteobakterien, Synechocystis und Nostoc als
Beispiele fiir Cyanobakterien und Plastiden von Nicotiana tabacum, eine hohere Pflanze

aus der Familie der Solanaceae.

1.1 Genexpression in E. coli

In Eubakterien, wie dem v-Proteobakterium E. coli, sind alle Genexpressionsprozesse stark
aneinander gekoppelt. Die Translation beginnt noch widhrend der Transkription an der
naszierenden mRNA (Peled-Zehavi und Danon, 2007). Aus diesem Grund findet die Re-
gulation der Genexpression in K. coli hauptséichlich auf Ebene der Transkription statt.
Betrachtet man die Translation, besteht diese aus vier Schritten. Hierzu zéhlen die Initi-
ation, Elongation und Termination der Translation sowie die Ribosomendissoziation. Von
diesen vier Schritten liegt der Schwerpunkt der Regulation auf der Translationsinitiation
(Laursen et al., 2005).

1.1.1 Translationsinitiation in E. coli

Ribosomen befinden sich in einem Kreislauf aus Translationsinitiation, -elongation und
-termination. Im Prozess der Translationstermination dissoziieren die Ribosomenunterein-
heiten. Hierbei bindet der Initiationsfaktor 3 (IF 3) an die 30 S-Untereinheit des Ribosoms,
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stellt sie einer erneuten Initiation zur Verfiigung und verkniipft somit Ribosomendissozia-
tion mit Translationsinitiation. IF 3 erfiillt eine Vielzahl von Aufgaben. Hierzu zdhlen die
Verhinderung der Reassoziation der Ribosomenuntereinheiten (Sacerdot et al., 1996), die
Forderung der Dissoziation von tRNAs, die nicht der Initiator-tRNA entsprechen (Hartz
et al., 1989) und die Férderung der Assoziation der mRNA mit der 30 S-Untereinheit und
Basenpaarung der Initiator-tRNA mit dieser mRNA (Wintermeyer und Gualerzi, 1983).
In bisher ungeklarter Reihenfolge binden nach IF 3 die folgenden weiteren Faktoren: die
beiden Initiationsfaktoren IF 1 und IF2-GTP, eine mRNA und eine korrekt beladene
Initiator-tRNA (fMet-tRNA™¢") (Rinke-Appel et al., 1994; Barraud et al., 2008). IF 1
blockiert die A-Stelle der 30 S-Untereinheit, sodass an dieser Stelle keine tRNAs binden
konnen. Fiir IF 2-GTP wurde gezeigt, dass dieser an die 30 S-Untereinheit und IF 1 bin-
det (Boelens und Gualerzi, 2002). Zusétzlich ermittelten Simonetti et al. (2008), dass
IF 2 mit Stamm-Schleifen-Strukturen der Initiator-tRNA in Kontakt tritt und so zur
Selektion der korrekten tRNA beitragt (siehe auch Caserta et al., 2006). Bei korrekter
Bindung der fiir die Translationsinitiation bendtigten Komponenten verdndert IF 2 die
Kinetik der Assoziation von 30S- und 50 S-Untereinheit zu einem Gleichgewichtspunkt
auf Seiten der Assoziation (McCarthy und Gualerzia, 1990; Rasmussen et al., 2008). So
stellen die Initiationsfaktoren IF 1 und IF 2 sicher, dass die korrekte Initiator-tRNA an
die 30 S-Untereinheit gebunden wird, und IF 3, dass es zu keiner Assoziation der Riboso-
menuntereinheiten kommt, solange keine korrekt positionierte mRNA und tRNA an die
30 S-Untereinheit gebunden sind (Antoun et al., 2006).

Der Mechanismus der Bindung der mRNA ist nicht vollstindig geklart. Entgegen einer
direkten Bindung von Ribosomen an die SD-Sequenz (Zerges, 2000), schlagen Studer und
Joseph (2006) sowie Vimberg et al. (2007) vor, dass die 30 S-Untereinheit unstrukturierte
AU-reiche Sequenzen 5’ der Shine-Dalgarno-Sequenz bindet (Qing et al., 2003; Komarova
et al., 2002). in vivo-Experimente weisen ebenfalls auf eine zweistufige Bindung der Ribo-
somen an die mRNA hin (Zhang und Deutscher, 1992). Komarova et al. (2002) zeigten,
dass diese ,yvorlaufige* Bindung auf das ribosomale Protein S1 zuriick geht. Anschliefend
geht die SD-Sequenz Basenpaarungen mit dem 3’ Ende der 16 S rRNA ein und bildet
einen offenen Initiationskomplex, der zu einer korrekten Positionierung des Startcodons
in der P-Stelle des Ribosoms fiihrt. Die korrekte Bindung aller Komponenten vorausge-
setzt, geht der offene Initiationskomplex in einen geschlossenen Initiationskomplex iiber
(siehe auch Kaminishi et al., 2007). Die Bildung des offenen Initiationskomplexes kann
durch Bindung einer einzelstriangigen Region der 5’ UTR beschleunigt werden (de Smit
und van Duin, 2003).

Im Laufe der Bindung der 50 S-Untereinheit des Ribosoms an diesen Komplex kommt es
zu einer Dissoziation der TF 1 und IF 3 aus dem Komplex. Dies fiihrt zu einer verstiarkten
GTPase-Aktivitat des IF 2 und der Hydrolyse des gebundenen GTP. Anschliefend verlas-
sen GDP und IF 2 das vollsténdig assemblierte Ribosom. Komplexe aus Elongator-tRNAs
und EF-Tu stellen anschliefend die Grundlage zur Bildung der entstehenden Peptidkette
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dar. Wahrend der Elongation dekodiert das Ribosom ein Codon nach dem anderen, was
zu einer Translokation um drei Nukleotide nach jeder Peptidbindung fiihrt. SD-Sequenzen
fithren wéhrend dieses Prozesses zu einer Verlangsamung der Elongationsreaktion (Wen
et al., 2008), was auf eine starke Bindung Ribosom-mRNA hindeutet.

Zusitzliche Faktoren, die die Translationsinitiation beeinflussen, sind cis- und trans- Fak-
toren. Hierzu zahlt unter anderem die Sekundérstruktur der 5> UTR, (de Smit et al., 2008;
Neupert et al., 2008). Weiterhin kann die Ausbildung von Sekundérstrukturen als Grund-
lage fiir Proteinbindung dienen. So wurde der Einfluss der Sekundérstruktur und Protein-
bindung fiir die Initiationsmechanismen der Translation der Threonin-tRNA-Synthetase
(Schlax et al., 2001; Schlax und Worhunsky, 2003; Jenner et al., 2005), rpsO (Marzi et al.,
2007) und rpsA (Boni et al., 2000; 2001) beschrieben. Als bisher wichtigstes Element in

der Translationsinitiation wurde die SD-Sequenz identifiziert.

1.1.2 Nachweise der Bedeutung von SD-Sequenzen in E. coli

E. coli Ribosomenbindestelle I

=

—= -
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= &=
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Abbildung 1.2: Nukleotidhéufigkeiten in der 5’ UTR von E. coli. Die Grofte der Buchstaben ist ein Maft
fiir die Hiufigkeit des jeweiligen Nukleotids. Gut erkennbar ist das Startcodon (ATG) und die purinreiche
SD-Sequenz zwischen -12 und -7nt (nach Schneider und Stephens, 1990)

In E. coli befindet sich die Shine-Dalgarno-Sequenz in der 5’ UTR eines grofen Anteils
(61 %) der proteinkodierenden Gene in konserviertem Abstand von 4-7 nt zum Startcodon
und ist komplementér zur Sequenz am 3’ Ende der 16 S rRNA (Shine und Dalgarno, 1974;
Chang et al., 2006; Chen et al., 1994). Durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen beiden komplementiren Sequenzen wird die Bindung der mRNA an
die 30 S-Untereinheit des Ribosoms verstiarkt (Uemura et al., 2007). Eine Bindung der
SD-Sequenz und der Anti-SD-Sequenz (aSD-Sequenz) positioniert das Initiatorcodon im
Bereich der P-Stelle des Ribosoms. Dies ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die Trans-
lationsinitiation, da die A-Stelle der 30 S-Untereinheit damit frei fiir die Bindung einer

zweiten Aminoacyl-tRNA ist und fiir die Translation genutzt werden kann.

10



Einleitung

Die Bedeutung der SD-Sequenz in E. coli wurde in verschiedenen Experimenten unter-
sucht, die die hohen Transformationsraten von E. coli nutzen. Aus diesem Grund liegen fiir
Prokaryoten iiberwiegend in vivo Daten vor. Hierzu zéhlen die Ergebnisse von Jacob et al.
(1987), die zeigen, dass eine Mutation in der aSD-Sequenz zu einer massiven Verinderung
der Translationsinitiation fiir eine Vielzahl von Transkripten fiihrt. Eine Verringerung der
Bindungsstirke des mRNA-Ribosom-Komplexes fiihrte ebenso zu einer Verringerung der
Proteinmenge, wie die Vergrokerung der Bindungsstéirke durch die eingebrachte Mutati-
on zu einer Verstirkung der Translation fiihrte. Eine Verringerung der Bindungsstirke
durch Verkiirzung der SD-Sequenz fiihrt ebenfalls zu einer Verringerung der Translati-
onseffizienz (Vellanoweth und Rabinowitz, 1992). Weitere breit angelegte experimentelle
Ansitze verfolgten Barrick et al. (1994) und Lee et al. (1996). So wurden mit Hilfe von
Zufallsmutagenese Sequenzen in der 5’ UTR ermittelt, die eine hohe Translationsinitia-
tionsrate ermoglichen. Hierzu zéhlten die SD-Sequenz und Startcodons (Barrick et al.,
1994). In weiteren Versuchen wurden Kombinationen der 5’ UTR und dem 3’ Ende der
16 S TRNA ermittelt, die der SD-Sequenz-aSD-Sequenz-Paarung dhneln (Lee et al., 1996).
Es wurden purinreiche Sequenzen dhnlich der SD-Sequenzen ermittelt. Ebenso konnten
von Park et al. (2007) durch Einzelnukleotidaustausche in der SD-Sequenz in vitro starke
Verdnderungen in der Translationsrate des Reportertranskripts gfp ermittelt werden.
Detaillierte Untersuchungen der SD-Sequenzen zeigten, dass diese in ihrer Effizienz der
Translationsinitiation von ihrer Linge und dem Abstand zum Startcodon abhéngig ist
(Ringquist et al., 1992). Es wurde eine direkte Korrelation der Translationsraten mit der
Linge der SD-Sequenz festgestellt, wobei jedoch bei Uberschreiten einer optimalen Linge
ein Abfall der Translationsraten beobachtet wurde. Die Bedeutung der SD-Sequenz konnte
durch Mutationen in dieser nachgewiesen werden. So zeigten schon kleine Verdnderungen
einen massiven Effekt auf die Translationsinitiationsrate (Dunn et al., 1978; Hall et al.,
1982). Eine Erhohung der Translationsrate erzielten Fargo et al. (1998) in einem Expe-
riment, in dem die Komplementaritit der SD-Sequenz zur aSD-Sequenz erhéht wurde.
Auch die Verldngerung der SD-Sequenz erhéhte die Translationsrate eines Reportergens.
Eine weitere Verlingerung der SD-Sequenz und damit eine stirkere Basenpaarung fiihrte
jedoch zu einem Abfall der Initiationseffizienz (Vimberg et al., 2007).

Keinen Effekt auf die Translation konnten Melangon et al. (1990) durch die Deletion der
aSD-Sequenz ausmachen, wobei diese Versuche in vitro durchgefiihrt wurden. de Smit und
van Duin (2003) heben jedoch die grofkere Zuverlissigkeit von in vivo-Daten gegeniiber in
vitro-Daten hervor.

Zusitzlich erlaubt die Bindung der SD-Sequenz eine Uberwindung nachteiliger Sekundii-
strukturen der 5’ UTR (de Smit und van Duin, 1994), wenn diese Bindung in Konkurrenz
zur Ausbildung der doppelstriangigen Bereiche der 5’ UTR steht. Die gleiche Arbeitsgrup-
pe um de Smit und van Duin (2003) ermittelte spéter, dass eine ,yorlaufige* Bindung an
einzelstringige Regionen der 5’ UTR und anschliefend die Bindung an die SD-Sequenz
die Bindungskinetik der 30 S-Untereinheit der Ribosomen an die mRNA gut erklirt. Ei-
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ne Entfaltung von strukturierter mRNA durch ein Ribosom und anschlieftende Bindung
einer SD-Sequenz ist eine Voraussetzung fiir Translationskopplung (Yoo und RajBhan-
dary, 2008). So werden in dicistronischen Transkripten ohne SD-Sequenz 5’ des zweiten
ORF im Vergleich zu Konstrukten mit SD-Sequenz nur 10 % der Proteinmenge gebildet
(Spanjaard und van Duin, 1989), auch wenn die SD-Sequenz des zweiten ORFs durch
Sekundérstrukturen verdeckt ist (Kimura et al., 2005). SD-Sequenzen konnen im Zusam-
menspiel mit weiteren cis-Elementen, z.B. viralen Expressionssignalen, eine Verstarkung
der Translationsinitiation bewirken (Gallie und Kado, 1989). Die in E. coli untersuchten
SD-Sequenzen erzielten aufserdem noch weitere Effekte. So konnten Jin et al. (2006) nach-
weisen, dass eine SD-Sequenz zur Selektion des korrekten Startcodons aus alternativen
Startcodons beitriigt. Ahnlich lautende Ergebnisse erzielten Calogero et al. (1988), die in
der SD-Sequenz eine wichtige Rolle in der Markierung des Startcodons sahen.

Weitere Effekte auf den Elongationsprozess wurden in vitro ausgemacht. So fiithrten inter-
ne SD-Sequenzen zu einer Fixierung der Ribosomen an der mRNA und einem Pausieren
des Translationsvorgangs (Wen et al., 2008). Zusitzlich erkannten Giacco et al. (2008)
eine geringere Fehlerrate wihrend der ersten Reaktion in der Bildung der Polypeptid-
kette, wenn eine SD-Sequenz vorhanden ist. Aukerdem konnte von Starmer et al. (2006)
gezeigt werden, dass die Nutzung von GUG-Startcodons, die keine perfekte Basenpaarung
zwischen Initiator-tRNA und Startcodon bilden kénnen, vermehrt ermoglicht wird, wenn
eine SD-Sequenz in der 5’ UTR vorhanden ist.

Somit erfiillen SD-Sequenzen in FE. coli Rollen in der festen Bindung der mRNA wiéh-
rend der Translationsinitiation, Positionierung der 30 S-Untereinheit des Ribosoms zum

Startcodon und korrekten Beginn der Synthese der Polypeptidkette.

1.2 Genexpression in Plastiden von N. tabacum

In Plastiden sind Transkription und Translation im Vergleich zu Prokaryoten weniger
stark gekoppelt (Peled-Zehavi und Danon, 2007). Den Gentransfer vom Endosymbionten
in den Zellkern begleitend, kam es im Laufe der Evolution hin zum Plastiden zu einer
Verschiebung der Regulationsebene von der Transkription zur Translation (Gold, 1988;
Kahlau und Bock, 2008). Dem Gentransfer folgend, besitzen dennoch zahlreiche kernko-
dierte Proteine ihren Wirkungsort im Plastiden, wodurch sich die Akkumulation von 1500
bis 4500 Proteinen im Plastiden ergibt (Richly und Leister, 2004; Sun et al., 2004). Hier-
von sind nur wenige Hundert Proteine fiir Stoffwechselreaktionen notwendig, weshalb fiir
die restlichen Proteine eine regulatorische Funktion angenommen werden kann (Neuhaus
und Emes, 2000).

Diverse der kernkodierten Proteine haben einen Effekt auf die Genexpression in Plasti-
den (Allison, 2000; Barneche et al., 2006; Hedtke et al., 2002; Rochaix et al., 2004). So
wird die plastidenkodierte RNA-Polymerase durch kernkodierte Sigma-Faktoren gesteu-

ert, (Allison, 2000) sowie die Transkription einiger plastidenkodierter Gene von kernko-
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dierten RNA-Polymerasen durchgefiihrt (Hedtke et al., 2002). Die anschliefende RNA-
Prozessierung wird ebenfalls von kernkodierten Proteinen, z.B. PPR-Proteinen, erméglicht
(Chateigner-Boutin et al., 2008). Zusitzlich greifen kernkodierte Proteine in die Trans-
lation plastiddarer Transkripte ein. Es konnte zuséatzlich gezeigt werden, dass das Prote-
in ATAB2 unter anderem einen Einfluss auf die Translation des psaA/psaB-Transkripts
ausiibt (Barneche et al., 2006). Ebenso sind die Proteine MCA1 und TCA1 fiir die Ak-
kumulation und Translation der petA-mRNA notwendig (Raynaud et al., 2007). Um eine
abgestimmte Regulation des Eingriffs kernkodierter Proteine in die Genexpression zu ge-
wahrleisten, entwickelte sich anterograde (Kern—Plastid) und retrograde (Plastid—Kern)
Signalwege. Hierzu gehoren unter anderem die Aktivierung der plastiddren Transkription
wahrend der Chloroplastenentwicklung durch die kernkodierte RNA-Polymerase und die
Signalisierung des energetischen Status des Plastiden (Brautigam et al., 2007).

1.2.1 Translationsinitiation in N. tabacum-Plastiden

In Chloroplasten ist die Translation schwécher an die Transkription gekoppelt als in Pro-
karyoten (Danon, 1997; Peled-Zehavi und Danon, 2007) und die Translationsregulation
ein Zusammenspiel von plastiddren und nukleiren Faktoren (Marin-Navarro et al., 2007).
Zusétzlich zu diversen plastidenlokalisierten Proteinen wurden in Plastiden Orthologe fiir
alle in F. coli an der Translationsinitiation beteiligten Proteine von Beligni et al. (2004) er-
mittelt (IF 1, IF 2 und IF 3). Auf Grund der Ahnlichkeit der eubakteriellen und plastidéiren
Ribosomen, liegen dhnliche Mechanismen zur Initiation der Translation nahe. So konnte
gezeigt werden (Zerges, 2000), dass die 30 S-Untereinheit der plastiddren Ribosomen wie in
E. coli an die drei genannten Initiationsfaktoren bindet. Zusétzlich sind jedoch eine Reihe
weiterer kernkodierter Proteine fiir die Translation in Plastiden von Bedeutung (Manuell
et al., 2007). So gibt es Hinweise auf die Regulation der Translation in Abhéngigkeit von
Licht bzw. des Redoxstatus des Plastiden. Hierbei greifen RNA-bindende Proteine in die
Translationsinitiation ein (Barnes und Mayfield, 2003) oder ribosomale Untereinheiten
interagieren direkt mit Thioredoxin (Balmer et al., 2004; Lemaire et al., 2004). Wie die
Bindung der Proteine an die mRNA, so spielt ebenso die Beschaffenheit der 5’ UTR eine
wichtige Rolle fiir den Prozess der Translationsinitiation. In der 5’ UTR befinden sich Bin-
dungsstellen fiir Proteine, die in trans wirken (Schmitz-Linneweber et al., 2005b; Rochaix
et al., 2004), sowie Sekundérstrukturen, die auf die Bindung von Ribosomen Einfluss ha-
ben konnen (Klinkert et al., 2006; Nakamoto, 2006). Inwieweit zusétzliche kernkodierte
ribosomale Proteine, die keine homologen Proteine in E. coli besitzen, einen Effekt auf die
Translation zeigen, ist nicht publiziert. Bisher wurden die PSRP genannten Proteine nur
strukturell, jedoch nicht funktional, beschreiben (Yamaguchi und Subramanian, 2003).
Weiterhin sind N- und C-terminale Erweiterungen von ribosomalen Proteinen (Manuell
et al., 2007; Yamaguchi et al., 2000; Sharma et al., 2007) und Initiationsfaktoren (Yu

und Spremulli, 1998) bekannt, bei denen ein Einfluss auf die Regulation der Translation
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Tabelle 1.1: Einfluss von SD-Sequenzen auf die Translation von Transkripten verschiedener Organismen
(nach Peled-Zehavi und Danon, 2007).

Spezies SD-Sequenz SD-Sequenz
essenziell nicht essenziell
C. reinhartiic  psbA, psbD petD, atpB, atpFE, rps4, rps7
E. gracilis atpH rbel
N. tabacum  atpFE, psbC, rbcL, rpsiy atpB, petB, psbA, rpsi2

vermutet wird (Peled-Zehavi und Danon, 2007). Fiir zu E. coli homologe ribosomale Pro-
teine konnten, wie z.B. fiir das Protein PRPL11, ebenso homologe Funktionen bestimmt
werden (Pesaresi et al., 2001).

In E. coli sowie in Plastiden gibt es Hinweise auf einen Einfluss von A- bzw. U-reichen Se-
quenzen auf die Translationsinitiation. So konnten Hirose und Sugiura (1996) zeigen, dass
solch ein Sequenzelement in der psbA-5’UTR iiber die Bindung eines Proteins Einfluss
auf die Translation nimmt. Dass es sich bei dem bindenden Protein um das ribosomale
S1-Protein handelt, zeigten Franzetti et al. (1992) und Alexander et al. (1998). Zu den
cis-wirkenden Faktoren der Translationsinitiation zédhlen Sequenzen, die der SD-Sequenz
ahnlich sind (Shine und Dalgarno, 1974). Diese zeigen Homologie zum 3’ Ende der plasti-
didren 16 S TRNA. Im Gegensatz zu SD-Sequenzen, die in Eubakterien gefunden werden,
zeigen die potentiellen SD-Sequenzen des Plastiden jedoch einen deutlich geringeren Grad
an Konservierung dieser Sequenz. Im Gegensatz dazu ist die Konservierung des 3’ Endes
der 16 S Ribosomenuntereinheit sehr stark (Fargo et al., 1998). Die bioinformatisch identi-
fizierten potentiellen SD-Sequenzen befinden sich im weniger konservierten Abstand (Ruf
und Kossel, 1988) von bis zu 100nt zum Startcodon (Sugiura et al., 1998) im Gegen-
satz zum in E. coli gefundenen Abstand von 4-7nt (Chen et al., 1994). Zwei Drittel der
plastidaren Transkripte von Tabak enthalten keine SD-dhnliche Sequenz in konserviertem
Abstand zum Startcodon, jedoch iiber 60 % der Transkripte eine solche in 20 nt Abstand
zum Startcodon.

In den néchsten frei lebenden Verwandten des Plastiden, den Cyanobakterien Synecho-
cystis und Nostoc (Martin et al., 2002), enthalten ca. 30 % der 5’ UTRs eine SD-Sequenz
in konserviertem Abstand zum Startcodon (Chang et al., 2006). Diese Ergebnisse deuten

darauf hin, dass es bereits Variabilitdt innerhalb der Eubakterien gibt.

in vitro-Nachweise zur Wirksamkeit der SD-Sequenz

Die Untersuchung von in vivo Effekten von Manipulationen an SD-dhnlichen Sequenzen
in transplastomischen hoheren Pflanzen ist aufgrund der notwendigen Selektionsschritte
sehr arbeitsaufwendig. Zur Umgehung dieses Schritts wurden in vitro-Methoden zur De-
tektion von Einfliissen von Verdnderungen in SD-dhnlichen Sequenzen entwickelt.

in vitro-Methoden wurden zur Untersuchung der Rolle von SD-dhnlichen Sequenzen in

Euglena gracilis und N. tabacum genutzt.
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Der positive Einfluss der SD-Sequenz auf die Translationsinitiation, die im atp H-Transkript
von E. gracilis ermittelt wurde, konnte so von Betts und Spremulli (1994) nachgewiesen
werden. In der 5’ UTR der rbcL-mRNA aus FE. gracilis konnte keine SD-Sequenz identifi-
ziert werden. Wurde jedoch eine Ribosomenbindestelle in die 5’ UTR eingefiigt, konnte eine
Steigerung der Translationsinitiationsrate ermittelt werden (Koo und Spremulli, 1994).
Wie fiir Transkripte aus E. gracilis konnten auch fiir N. tabacum widerspriichliche Ergeb-
nisse fiir die Rolle von SD-Sequenzen bzw. SD-dhnliche Sequenzen ermittelt werden. Im
Transkript des Gens rpl2 konnte durch Deletion der SD-dhnlichen Sequenz eine Verbes-
serung der Translationsinitiation erreicht werden, was bisher nur fiir dieses eine Tran-
skript beobachtet wurde (Plader und Sugiura, 2003). Hier ist die Rolle von weiteren cis-
Sequenzen bisher ebenfalls unklar. Kein Effekt von Mutationen der SD-Sequenz auf die
Translation konnte bei weiteren Transkripten ermittelt werden. Hierzu zéhlen die Tran-
skripte von petB und rpsi12, bei denen durch Mutation der SD-Sequenzen, die sich in
unkonserviertem Abstand zum Startcodon befinden, keine Verdnderung der Proteinmen-
ge erkennen lief (Hirose und Sugiura, 2004a).

Fiir die Transkripte der plastidiren Gene atpE, rbeL und rpsl/ in N.tabacum (Hirose
und Sugiura, 2004a; Hirose et al., 1998) konnte eine essentielle Rolle der SD-ahnliche Se-
quenz nachgewiesen werden. Ebenso konnte von Hirose und Sugiura (1996) nachgewiesen
werden, dass zwei SD-dhnliche Sequenzen einen wesentlichen Effekt auf die Translation
des psbA-Transkripts besitzen. In der 5’ UTR des atpB-Transkripts konnte keine SD-
dhnliche Sequenz ermittelt werden. Wird jedoch eine SD-Sequenz und ein Startcodon in
die 5’ UTR eingefiigt, wird diese als Initiationsstelle genutzt (Hirose und Sugiura, 2004b).
Kim und Mullet (1994) ermittelten mit Hilfe von ,toeprinting Analysen, dass Riboso-
men aus Chloroplasten und F. coli die SD-Sequenz in der 5’ UTR des rbcL-Transkripts
an der SD-Sequenz binden. Zusétzlich wurde ein unterschiedliches Verhalten von E. coli-
und Plastidenribosomen ermittelt, wobei E. coli-Ribosomen eine SD-dhnliche Sequenz in
psbA binden, jedoch plastiddre Ribosomen in der Ndhe des Startcodons anzutreffen sind.
Diese Bindung stellt einen wesentlichen Schritt im Prozess der Translationsinitiation dar
und zeigt Unterschiede im Bindungsverhalten prokaryotischer und plastidirer Ribosomen
deutlich auf. So band das eubakterielle plastidire Ribosom an einer unkonservierten Stelle
die 5’ UTR von psbA. Eine weitere Rolle von SD-Sequenzen ist die Forderung der Trans-
lationsinitiation an ungewohnlichen Startcodons. So wurden SD-Sequenzen in N. tabacum
und Chlorella vulgaris identifiziert, die die Selektion eines GUG- bzw. UUG-Startcodons
der Transkripte von psbC und infA ermoglichen (Kuroda et al., 2007; Hirose et al., 1999).

Dies zeigt Parallelen zur Selektion von Startcodons in E. coli und Plastiden auf.

in vivo-Nachweise des Einflusses von SD-Sequenzen

in vivo-Untersuchungen in Plastiden beinhalten ausschlieflich Untersuchungen am Mo-

dellorganismus C. reinhardtii, was auf eine hohe Transformationsrate mit Hilfe etablierter
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Transformationsprotokolle zuriickzufiihren ist. Auch mithilfe dieses Systems wurden wi-
derspriichliche Daten — wie bei in vitro-Untersuchungen — ermittelt.

Untersuchungen an der petD-5"UTR ergaben keinen Effekt von Mutationen der SD-
ahnlichen Sequenz (Sakamoto et al., 1994). Ebenfalls keine Verdnderung der Translati-
onsinitiation ermittelten Fargo et al. (1998), nachdem sie die SD-dhnlichen Sequenzen
der atpB-, atpE-, rps4- und rps7-5" UTRs mutiert hatten. Im Fall von atpFE liegen somit
zwei Datensitze vor (in wvitro — Tabak, in vivo — Chlamydomonas), die widerspriichli-
che Ergebnisse lieferten. So zeigten N. tabacum-in vitro-Daten, dass der SD-Sequenz eine
essentielle Rolle in der Translationsinitiation zukam (Hirose und Sugiura, 2004a). Die
Chlamydomonas-in vivo-Daten zeigten jedoch, dass die SD-Sequenz fiir eine effiziente
Translationsinitiation entbehrlich war (Fargo et al., 1998).

Wurde eine SD-Sequenz in die 5’ UTR der Gene atpB und rpsj eingefiigt, erzielten Fargo
et al. (1998) nur in E. coli eine hohere Translationsrate. Eine positive Rolle spielt die SD-
Sequenz in der 5’ UTR des Transkripts von psbA in C. reinhardtii (Mayfield et al., 1994).
Ebenso konnte die SD-dhnliche Sequenz in der 5’ UTR des psbD-Transkripts als fiir die
Translation wesentliches cis-Element identifiziert werden (Nickelsen et al., 1999).
Abschliefsend ist die Abhéngigkeit der Ergebnisse zur Rolle der SD-Sequenz vom unter-
suchten Organismus auffillig. Dies spiegelt sich zum Beispiel in den Ergebnissen fiir atpFE
wider (Peled-Zehavi und Danon, 2007). Sequenzunterschiede in der 5’ UTR konnen als
Ursache der unterschiedlichen Abhéngigkeit der Translationsinitiation in N. tabacum und
C. reinhardtic nicht ausgeschlossen werden. Einen Einfluss der experimentellen Methode

— in vivo- bzw. in vitro-Messungen — muss ebenfalls beachtet werden (de Smit und van
Duin, 2003).

1.3 Zielstellung zur Untersuchung der Rolle von

Shine-Dalgarno-Sequenzen in E. coli und Plastiden

Diverse Mutationsexperimente belegten die Funktion der SD-Sequenz als Ribosomenbin-
destelle. Diese Sequenz fiihrt zu einer korrekten Positionierung der P-Stelle des Ribosoms
relativ zum Startcodon (Kozak, 2005). Im weiteren Verlauf des Initiationsprozesses fiihrt
die Bindung weiterer Initiationsfaktoren zu einer korrekten Initiation der Translation.

In Plastiden hoherer Pflanzen konnte kein klares Bild zur Rolle der SD-Sequenzen in der
Translationsinitiation gezeichnet werden. So sind Ergebnisse zur Rolle der SD-Sequenz
in verschiedenen Organismen, in vitro und in vivo ermittelt worden, die teilweise Wider-
spriiche beinhalten. Bisher ist die Funktion der SD-Sequenzen in der 5’ UTR plastidarer
Transkripte unklar. Ebenso konnte die Rolle von SD-Sequenzen nicht in vivo in Plastiden
hoherer Pflanzen untersucht werden.

Ziel dieser Arbeit war es, systematisch die Rolle von SD-Sequenzen in Plastiden und im
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Vergleich dazu in E. coli ndher zu untersuchen.

Aufgeklart werden sollte die Bedeutung von SD-Sequenzen in der 5 UTR von Transkripten
des Reportergens gfp. Hierbei sollte untersucht werden, inwieweit die Verdopplung oder
Verdreifachung von potentiellen Ribosomenbindestellen (SD-Sequenzen) bzw. Translati-
onsinitiationsstellen (SD-Sequenz in Kombination mit Startcodon) einen Einfluss auf die
Translationsinitiation hat. Zusétzlich wurde untersucht, inwiefern in Plastiden (und im
Vergleich dazu in E. coli) Translationsreinitiation von Ribosomen stattfindet und inwie-
weit der Status des Ribosoms (Initiations- oder Elongationskomplex) hierbei eine Rolle
spielt. Des Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss multiple Translationsinitiations-
stellen (SD-Sequenz und Startcodon) im Vergleich zu einfachen Ribosomenbindestellen

(SD-Sequenz) auf die Translationsinitiation haben.

17



Einleitung

1.4 Untersuchungen zur Bastardbleichheit in

Pelargonium

Chloroplasten sind die photosynthetisch aktiven Organellen von Pflanzen. Sie verfiigen
iiber eine Vielzahl an Proteinen, die u.a. in der Photosynthese, der Lipidbiosynthese und
der Aminosduresynthese involviert sind. Zusédtzlich enthalten diese Organellen ein eige-
nes Genom von ca. 150kb, dessen Grofe jedoch deutlich zwischen verschiedenen Arten
schwanken kann. So findet man in parasitidren Pflanzen Genomgrofen von nur 70 kb ( Epi-
fagus virginiana, Wolfe et al., 1992) und in einigen Bliitenpflanzen Genomgrofen bis zu
217kb (Pelargonium zonale, Chumley et al., 2006).

Im Vergleich zu den frei lebenden cyanobakteriellen Vorfahren, z.B. Nostoc und Synecho-
cystis, besitzen Plastiden ein deutlich verkleinertes Genom. Dies ist auf einen massiven
Gentransfer aus dem endosymbiotischen Organismus in den Zellkern zuriickzufiihren. Der
Prozess des Transfers genetischen Materials ist auch heute noch zu beobachten (Huang
et al., 2004; Stegemann et al., 2003; Stegemann und Bock, 2006). Heutige plastidire Ge-
nome enthalten Gene fiir 4 rRNA-Molekiile, 30 tRNAs und ca. 80 Proteine.

Als Konsequenz aus dem Transfer genetischen Materials muss es zu einem Transport von
Genprodukten zuriick in den Plastiden kommen, um dessen Funktionsfihigkeit aufrecht
zu erhalten. Nach der erfolgten Reduktion des plastidédren Genoms von iiber 3000 auf ca.
120 Gene (Kaneko et al., 1996; Bock, 2007), wurden Mechanismen entwickelt, die den Im-
port von 1500 bis 4500 Proteinen ermdoglichen (Richly und Leister, 2004; Sun et al., 2004).
Ein Import von RNA konnte bisher nicht stichhaltig gezeigt werden. Die Abstimmung der
genetischen Systeme des Kerns und des Plastiden erfolgt iiber anterograde (Kern-Plastid)
und retrograde (Plastid-Kern) Signale (Brautigam et al., 2007).

Neben dem genannten Gentransfer fiihren ebenso Mutationen und Umlagerungen im Plas-
tidengenom statt. So konnten in einigen gut untersuchten Gattungen auch in nah ver-
wandten Spezies Unterschiede in der Sequenz der plastiddren Genome erkannt werden.
Hierzu zéhlen die Spezies der Gattung Oenothera und Pelargonium (Gordon et al., 1982;
Metzlaff et al., 1981). So wurden in Oenothera fiinf und in Pelargonium vier verschiedene
Plastidentypen gefunden (Gordon et al., 1982; Metzlaff, 1983).

1.4.1 Struktur- und Sequenzunterschiede plastidarer Genome

In Plastiden hoherer Pflanzen konnten diverse Sequenzunterschiede ermittelt werden. So
ist in einigen Familien zu beobachten, dass die viergeteilte Struktur des Plastoms aufge-
16st wurde. Die viergeteilte Struktur der plastidiren DNA besteht aus zwei invertierten
Duplikationen (,inverted repeat”, IR) und zwei Einzelsequenzen (,small“ bzw.  large sin-
gle copy region“, SSC, LSC). Die inversen Duplikationen sind in einigen Leguminosen,
Koniferen und Geraniaceae nicht ausgebildet. In allen weiteren hoheren Pflanzen ist die-

se Struktur zwar vorhanden, jedoch gibt es auch hier massive Gréfenunterschiede. Das
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als Standardplastom etablierte Tabak-Plastom (Shinozaki et al., 1986) gilt mit ca. 25kb
inversen Duplikationen als typische Plastomvariante der verschiedenen untersuchten An-
giospermen. Im Gegensatz hierzu sind diese Bereiche in Pelargonium zonale mit ca. 76 kb
durch Ausweitung in die Einzelregionen, deutlich vergrofert (Chumley et al., 2006).
Zusitzlich zur Grofse der Genome unterscheidet sich der Gengehalt, was unter anderem
auf Duplikationen in den inversen Bereichen zuriickzufiihren ist. Ebenso unterscheidet
sich die Anzahl an essentiellen Genen. Ein Beispiel hierfiir ist das Gen accD, eine Un-
tereinheit der Acetyl-CoA-Carboxylase. In Plastiden von Nachtschattengewéchsen, wie
Tomaten und Tabak, ist dieses Gen essentiell (Kahlau und Bock, 2008; Kode et al., 2005).
In anderen Pflanzenfamilien — z.B. Poaceae — ist dieses Gen nicht mehr im Plastom ent-
halten (Katayama und Ogihara, 1996; Konishi et al., 1996) und vermutlich in den Kern
transferiert. Gleiches trifft auch fiir Pelargonium zu (Chumley et al., 2006). Hier wurde
gezeigt, dass nicht nur das accD-Gen nicht mehr im Plastom vorliegt, sondern auch die Se-
quenz fiir das Gen rpoA, eine Untereinheit der RN A-Polymerase, so stark im Vergleich zu
anderen Pflanzen verdndert ist, dass keine funktionale Kopie mehr ermittelt werden konn-
te (Chumley et al., 2006). Gleichzeitig kommt es im plastidiren Genom von Pelargonium
zu massiven Umlagerungen. FEine betrachtliche interspezifische Variabilitdt konnte unter
anderem auch in verschiedenen Spezies der Gattung Oenothera und Familie der Fabaceae,
ermittelt werden (Hachtel et al., 1991; Palmer et al., 1988). Im Rahmen der Umlagerungen
ist hdufig zu beobachten, dass Pseudogene oder duplizierte Gene im Plastom verbleiben.
Als Ursache der Umlagerungen werden Inversionen durch homologe Rekombination dis-
kutiert (Raubeson und Jansen, 2005). Als Erklarung fiir die Ausdehnung der invertierten
Duplikationen in die Einzelsequenzen wird Genkonversion angenommen (Goulding et al.,
1996).

1.4.2 Plastom-Genom-Inkompatibilitat

Die Natur der Plastiden als Endosymbionten wurde von Mereschkowsky erstmals korrekt
beschrieben (Mereschkowsky, 1905). Ebenso erkannte er die Notwendigkeit eines langen
Evolutionsprozesses vom ersten Auftreten des Symbioseereignisses zum heutigen Zustand.
Im Rahmen der Koevolution des Plastiden- und Kerngenoms kam es zu speziesabhéngigen
Anpassungen, die durch einen unterschiedlichen Grad an Gentransfer oder unterschied-
liche Abhéingigkeit von Kernfaktoren gekennzeichnet sind (Hagemann, 2001; Herrmann
et al., 2003). Zu diesen Kernfaktoren zéhlen unter anderem Untereinheiten von Prote-
inkomplexen und mRNA Prozessierungsfaktoren plastidiarer Transkripte, wie z.B. Edie-
rungsfaktoren (Bock et al., 1994).

Die ersten Beobachtungen beziiglich der Plastom-Genom-Inkompatibilitit wurden zu Be-
ginn des 20. Jahrhunderts gemacht. Baur, Renner und Stubbe erkannten in den von ihnen
durchgefiihrten Untersuchungen an Pelargonium zonale und Oenothera spec. den Cha-

rakter der Kern-Organellen-Inkompatibilitit. Als Basis diente die Moglichkeit, Plastiden
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durch biparentale Vererbung der Organellen vor dem Hintergrund eines ausgetauschten
Kerngenoms zu beobachten (Baur, 1909). Der Modus der biparentalen Plastidenvererbung
wurde detailliert fiir Pelargonium zonale von Tilney-Bassett (1976) und Tilney-Bassett
und Almouslem (1989) studiert. Es wurde ermittelt, dass sich der paternale Beitrag an
Plastiden in den Hybriden bei verschiedenen Arten dieser Gattung unterscheidet, sodass
in Zygoten unterschiedliche Verhéltnisse von paternal und maternal vererbten Plastiden
auftreten.

Als Phanotyp der Inkompatibilitit der beiden Kompartimente in Hybriden wird hau-
fig ein Ausbleichen bzw. eine fehlende Ergriinung des Gewebes beobachtet. Aus diesem
Grund wird diese meist beobachtete Form der Plastom-Genom-Inkompatibilitdt auch als
Bastardbleichheit bezeichnet (Hagemann, 2001). Der Grad der Ausbleichung kann in Ab-
héngigkeit von duferen Faktoren variieren (Schotz, 1958). Die Hybride zeigen auf Grund
somatischer Segregation, der ungleichen Aufteilung der Plastiden beider Eltern auf Toch-
terzellen bei der Zellteilung wihrend der Ontogenese, zwei Typen von Chiméren. Als
erstes sind Periklinalchiméren zu nennen, die heterogene Zelllagen in den Blattern auf-
weisen (Tilney-Bassett, 1963). Die Schichtung bleicher und griiner Zelllagen geht auf eine
Entmischung der Plastiden in den Stammzellen des Apikalmeristems zuriick. Da die Ge-
webe eines Blattes aus einzelnen Zellgruppen des Apikalmeristems hervorgehen, kann die
Entmischung der Plastiden in diesen Zellen dramatische Effekte auf die Blattentwicklung
ausiiben (Bergann und Bergann, 1959; Satina und Blakeslee, 1941). Eine weitere Form der
Plastidenentmischung bei Bastardbleichheit bilden Sektorialchiméren, deren Blétter oder
Sprossachsen sektorial die Plastiden der Elternpflanzen aufgeteilt haben (Baur, 1909).
Dies geht auf Sektoren von Zellen mit entmischten Plastiden im Apikalmeristem zuriick
(Baur, 1909).

Als molekulare Grundlage fiir die Bastardbleichheit ist die fehlerhafte Interaktion von
plastidiaren und nukledren Faktoren denkbar, die einer Koadaptation unterlagen und durch
die neue Kombination in den Hybriden ihre Funktion nicht korrekt ausfithren (Schmitz-
Linneweber et al., 2005a). Hierzu zahlt unter anderem mRNA-Prozessierung in Form von
Edierung. Bei diesem Prozess werden durch Desaminierung auf RNA-Ebene konservierte
Nukleotide wieder hergestellt (Bock et al., 1994). Im Falle von fehlenden Edierungsfakto-
ren kommt es so zur Expression von Mutationen auf Proteinebene, was zur Fehlfunktion
des entsprechenden Proteins fithren kann (Schmitz-Linneweber et al., 2005a).
Koadaptation ist die Konsequenz aus dem fortlaufenden Prozess des Gentransfers und
der Koevolution des Plastiden- und Kerngenoms in isolierten Populationen. Die Folgen
von Koadaptation, die zur Plastom-Genom-Inkompatibilitat fiihren, wurden in Oenothera
(Herrmann et al., 2003) und Pelargonium (Metzlaff et al., 1982) beschrieben und spéter,

unter anderem auch in Solanaceae (Schmitz-Linneweber et al., 2005a), ndher untersucht.
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Beispiele fiir Plastom-Genom-Inkompatibilitdt

Solanaceae bieten die Moglichkeit Plastiden und Kerngenome nah verwandter Arten
kiinstlich zu kombinieren. Aufgrund der fehlenden biparentalen Plastidenvererbung muss
bei der Herstellung der Hybriden auf Zellfusion somatischer Zellen und anschliefsende
Regeneration von Pflanzen zuriickgegriffen werden. Hierbei entstehen verschiedene Fusi-
onsprodukte mit teilweise gemischten sowie homozygoten Kerngenomen. Hybride, die die
cytoplasmatischen Komponenten eines Fusionspartners und das Kerngenom des anderen
enthalten, werden als cytoplasmatische Hybride oder Cybride bezeichnet (Kushnir et al.,
1991).

Werden hierfiir N. tabacum und Atropa belladonna genutzt, kommt es zu zwei unterschied-
lichen Beobachtungen. Atropa-Plastiden bei nukleirem Tabak-Hintergrund bilden griine
Chloroplasten aus (Kushnir et al., 1987). Wird jedoch die entgegengesetzte Kombinati-
on gewahlt, sind die N.tabacum-Plastiden in den hybriden Zellen nicht ergriinungsfihig
(Kushnir et al., 1991). Mit Hilfe der vollstindigen Sequenzaufklirung der Plastiden beider
Spezies (Schmitz-Linneweber et al., 2002; Shinozaki et al., 1986) konnten detaillierte Un-
tersuchungen angestellt werden, die den Verdacht auf eine unterschiedliche Abhéngigkeit
von RNA-Edierung lenkten. Die Aufklarung des Verdachts gelang mit Hilfe der geneti-
schen Verdnderung des Tabak-Plastoms (Svab und Maliga, 1993) und bestétigte sich mit
der Abhéingigkeit des Atropa-Plastoms von kernkodierten Edierungsfaktoren, die spezi-
fisch die mRNA des Gens atpA modifizieren (Schmitz-Linneweber et al., 2005a).

Die Gattung Oenothera war zu Beginn des vergangenen Jahrhunderts ein bevorzug-
tes Untersuchungsobjekt zur Plastidenvererbung (Renner, 1924; 1934; 1936), wobei diese
Gattung auch weiterhin intensiv untersucht wird (Cleland, 1972; Greiner, 2008; Harte,
1994; Stubbe und Raven, 1979).

In Oenothera wurden fiinf Plastidengenome identifiziert (Gordon et al., 1982). Die Nukleo-
tidsequenz dieser Plastidengenome konnte aufgeklirt und direkt miteinander verglichen
werden (Greiner et al., 2008a;b; Hupfer et al., 2000), woraus jedoch keine klare Ursachen
fiir die beobachtete Plastom-Genom-Inkompatibilitdt (Stubbe, 1959) hervorgingen. Die
ermittelten Plastidengenome kénnen durch Kreuzungen mit drei Haplotypen kombiniert
werden. Durch Kombination der Haplotypen, sind folglich die fiinf Plastidengenome mit
sechs Kerngenomen kombinierbar (Stubbe, 1989). Es wurde ermittelt, dass aufgrund des
biparentalen Erbgangs dieser Gattung in hybridem Material zwei Plastidentypen vorkom-
men kénnen. Durch somatische Segregation kommt es zu einer Entmischung der Plastiden
wiahrend der Ontogenese der Individuen. Durch aufwindige Kreuzungsversuche konnte
aufgeklart werden, welche Plastidengenome vor welchem nukledren Hintergrund Bastard-
bleichheit ausbilden (Lindenhahn et al., 1985; Stubbe, 1989). Die Bastardbleichheit dufert

sich bei der Gattung Oenothera in einer Bandbreite von Phanotypen. So konnten unter
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Abbildung 1.3: Bastardbleichheit in Pelargonium. Bastardbleiches Material in einer sektorialchiméren
Hybride aus P.roseum und P. zonale cv. Stadt Bern, wobei die von P. zonale cv. Stadt Bern vererbten
Plastiden (Typ I) ausbleichen und die von P.roseum vererbten Plastiden (Typ R) vollstéindig ergriinen
(nach Metzlaff, 1983).

anderem weife und gelbe Blattfarbungen als Phanotypen ermittelt werden (Renner, 1936;
Stubbe, 1959). Zusétzlich wurde ermittelt, dass es in den untersuchten Plastomtypen Un-
terschiede in der , Toleranz” gegeniiber den Kerngenomen gibt. So behalten einige Plastid-
typen in Kombination mit mehreren Kerngenomen ihre Ergriinungstiahigkeit, wohingegen
andere Plastidengenome nur in Kombination mit einem bestimmten Haplotyp Chloroplas-
tenentwicklung durchlaufen (Stubbe, 1959; 1989). Wurden die bleichen Plastiden wieder
in den nativen nukledren Kontext gebracht, entwickelten wieder griine Chloroplasten. Dies
ist ein wesentliches Merkmal der Plastid-Genom-Inkompatibilitdt: Die Ergriinungsfihig-
keit der Plastiden bleibt erhalten und ist nur vom nukledren Hintergrund abhingig. Es
erfolgt keine Mutation des Plastidengenoms durch die Hybridisierung (Hagemann, 2001).
Phylogenetische Untersuchungen stellen die Entwicklungsgeschichte der Oenothera-Plas-
tidengenome dar und fassen die Unterschiede der fiinf Genome zusammen. Diese Un-
terschiede sind im Vergleich zu den ermittelten Unterschieden innerhalb der Solanaceae
deutlich zahlreicher. Mit Hilfe der Vergleiche konnten potentielle Ausloser der Bastard-
bleichheit identifiziert werden. Hierzu zdhlen Umlagerungen innerhalb der Plastome und
Mutationen in intergenischen Regionen. Edierung wie bei den Solanaceae scheint eine

untergeordnete Rolle zu spielen (Greiner et al., 2008a;b).

Pelargonium zeigt &hnlich wie Oenothera Bastardbleichheit, wobei dieser Phénotyp
ahnlich friith wie bei Oenothera beschrieben wurde (Baur, 1909). Seit dem 18. Jahrhun-
dert unterliegt die Gattung Pelargonium mit ihrem Ursprung in Siidafrika andauernden
und intensiven Kreuzungen und Hybridisierungen (Grieger, 2007; James et al., 2004).
Bisher konnten fiir diese Gattung vier Plastidengenome identifiziert und drei durch die
Untersuchung ihrer Restriktionsmuster niher beschrieben werden (Metzlaff, 1983). In der

genannten Arbeit wurden diese als Plastomtyp I, Il aus P. zonale-Hybriden und R aus
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P. roseum bezeichnet. In Kreuzungsversuchen, die ihren Anfang mit der Arbeit von Baur
(1909) nahmen, wurden die Plastidentypen I und II als kompatible Partner in Kombi-
nation mit ihren jeweiligen Kerngenomen ermittelt. Das Plastidengenom Typ R und das
entsprechende Kerngenom verursachte jedoch Bastardscheckungen in Kombination mit
den beiden Plastidentypen I und II (Abb. 1.3). Hierbei zeigte sich, dass die Plastidenty-
pen [ und IT weife Plastiden ausbilden, wohingegen sich Plastiden des Typs R im gleichen
nukledren Hintergrund zu normalen griinen Chloroplasten entwickelten. Hierbei zeigt sich
eine wesentliche Eigenschaft der Bastardbleichheit in Pelargonium zonale. Sie ldsst sich
beispielsweise vor identischem nukledren Hintergrund in Plastiden des Typs I und nicht
in Plastiden des Typs R beobachten (Metzlaff et al., 1981; 1982). Daraus lief sich folgern,
dass die Bastardbleichheit in Pelargonium ein plastidenkodiertes Merkmal ist (Abb. 1.4).
Aus diesen Beobachtungen konnte zusétzlich gefolgert werden, dass dieser Effekt domi-
nant negativ ist, da die Bastardbleichheit bereits im heterozygoten Zustand auftritt. Auf
mikroskopischer Ebene konnte beobachtet werden, dass die bastardbleichen Plastiden un-
ter Lichteinfluss vakuolisieren (Hagemann, 2001).

Die Ursache der Bastardbleichheit wurde bisher nicht gekldrt. Spekulationen iiber Se-
quenzunterschiede in der 5’ Region der 5S rRNA als Ursache der Plastom-Genom-Inkom-
patibilitdt konnten bisher nicht bestdtigt werden (Metzlaff, 1983). Weitere dominant-
negative Effekte, die z.B. auf fehlerhafte RN A-Prozessierung dhnlich zur Plastom-Genom-
Inkompatibilitiat zwischen N.tabacum und A. belladonna zuriickzufiithren sind, konnten

ebenfalls nicht ermittelt werden.

[ A [ J A

F1

\ Typ| ) TPl ypR ) { TypR )

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Entstehung der Bastardbleichheit. Durch Hybridisierung
inkompatibler Plastiden- und Kerngenome verlieren inkompatible Plastiden ihre Ergriinungsfihigkeit
(Typ I). Somatische Segregation in den F1-Hybriden fiihrt zu gemischten oder entmischten weiffen (Typ I)
bzw. griinen (Typ R) Plastidenpopulationen in den Hybridzellen.
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Weitere Pflanzengattungen zeigen ebenfalls Bastardbleichheit, womit dieser Phéno-
typ kein auf die genannten Gattungen begrenztes Phénomen ist. So konnte in Aronstab-
gewéichsen ebenfalls Bastardbleichheit nachgewiesen werden (Yao et al., 1994). Weiterhin
konnte Plastom-Genom-Inkompatibilitdt von Hybriden in Rhododendron (Ureshino et al.,
1999) und FEpilobium (Schmitz und Kowallik, 1986) nachgewiesen werden. Die Ursache
der Plastom-Genom-Inkompatibilitit ist in diesen Gattungen wie in Oenothera und Pe-

largonium nicht geklart.

Dobzhansky-Muller-Inkompatibilitat

Als Ursache der Inkompatibilitit von Organellen- und Kerngenom kénnen verschiedene
Prozesse in Betracht gezogen werden. Hierzu ziahlen fehlerhafte Protein-Protein-Interak-
tionen, RNA-Prozessierung oder Mutationen in intergenischen Bereichen, die zu verénder-
ten Expressionssignalen fithren (Greiner et al., 2008a). Als Ursache dessen wird eine Ko-
adaptation von Plastiden- und Kerngenom betrachtet (Schmitz-Linneweber et al., 2005a),
wobei eine Ansammlung von Mutationen in beiden Genomen in Abhéngigkeit zueinander
zu keiner Reduktion der Fitness fithrt (Burke und Arnold, 2001). Wie von Metzlaff et al.
(1982) in Pelargonium und Stubbe (1959) in Oenothera beobachtet, fithrte die Kombina-
tion von Organellen mit nicht koadaptierten Kerngenomen zur Inkompatibilitdt und zu
photosynthetisch inaktivem Material.

Das Bateson-Dobzhansky-Muller-Modell (BDM) (Bateson, 1909; Dobzhansky, 1936; Mul-
ler und Pontecorvo, 1940) trifft fiir Kerngenome die Aussage, dass sich in Subpopulatio-
nen aufgeteilte urspriingliche Populationen (aa/bb) unterschiedliche Allele (AA/bb bzw.
aa/BB) fixieren konnen. Diese kommen in ihrem adaptierten Hintergrund vollstindig
ihrer Aufgabe nach. Werden sie allerdings durch Hybridisierung von Individuen der Sub-
populationen wieder zusammengebracht (aA/bB), kann es zu einem epistatisch negativen
Effekt des einen Allels iiber das andere kommen, was zu geringerer Fitness, z.B. geringe-
rer Fruchtbarkeit, filhren kann (Burke und Arnold, 2001). Beschrieben wurde das Modell
der Inkompatibilitat fiir die Interaktion verschiedener Kerngenome, wie der von Helian-
thus annuus und H. petiolaris. Da grofe Bereiche des Kerngenoms von Umlagerungen
und Inversionen betroffen sind, ist es bisher nicht gelungen die ursédchlichen Unterschie-
de der Genome fiir die Inkompatibilitit zu ermitteln. Weitere Ergebnisse erzielten Wang
et al. (2006) bei der Untersuchung von Hybriden aus Arabidopsis thaliana und A. arenosa.
Hier konnte eine unerwartete Verdnderung der Transkriptmuster im Vergleich zu den El-
ternpflanzen ermittelt werden, wobei sich A. arenosa in einigen Transkripten als dominant
erwies. Die Identifikation einzelner Gene, die die Abgrenzung von Arten untereinander be-
wirken, fithrte zur Bildung des Begriffs Speziesgene bzw. Artbildungsgene. Solche konnten
bisher in Drosophila und Reis entdeckt werden. Brideau et al. (2006) zeigten, dass Hybrid-
populationen aus D. melanogaster und D. simulans keine mannlichen Individuen aufgrund

der Interaktion zwischen den Genen lhr (D. simulans) und hmr (D. melanogaster) ent-
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halten. Eine gestorte Interaktion dieser Gene durch Mutation eines Partners annullierte
diesen Effekt. Ahnliches konnte in Reis von Jiang et al. (2008) beobachtet werden. Hier in-
teragieren die Gene hwhl und hwh2 miteinander, wodurch die Fitness der Hybridpflanzen
in Form der Samenproduktion massiv zuriickgeht. Hierdurch ergibt sich ein Selektions-
nachteil fiir die Hybriden und die Trennung der Subpopulationen weiter voranschreitet.

Dass Plastiden ebenfalls in die Inkompatibilitit von Spezies involviert sind, zeigt das Bei-
spiel Oenothera (Stubbe und Raven, 1979). Ahnliche Ergebnisse wurden von Pohlheim
(1986) ermittelt, der Plastom-Genom-Inkompatibilitdt zwischen Pelargonium zonale und
P. inquinans untersuchte. Inkompatible Eltern erzeugten Hybride, die eine geringere Fit-
ness durch eine behinderte Plastidenentwicklung und damit verringerte bzw. fehlende

Photosyntheseleistung besitzen.

1.5 Zielstellung zur Untersuchung der

Bastardbleichheit in Pelargonium zonale

Die Ursache von Bastardbleichheit als Konsequenz von Plastom-Genom-Inkompatibilitét
ist bislang noch nicht verstanden. Voraussetzung zur Untersuchung dieses Phinomens ist
die Moglichkeit zur Hybridisierung verschiedener Arten oder Kultivare. Mit Pelargonium
zonale-Hybriden liegt eine Vielzahl verschiedener Kultivare vor, die sowohl untereinander
als auch mit anderen Arten der Gattung Pelargonium hybridisiert werden kénnen (Har-
ney und Chow, 1971; Pohlheim, 1986). Zu diesen Kultivaren zéhlen unzihlige Hybride,
die auf die Art Pelargonium zonale zuriickzufiihren sind (Metzlaff, 1980) und im Rahmen
dieser Arbeit durch P.zonale cv. Stadt Bern und P. zonale cv. Trautlieb vertreten sind.
Diese konnten mit P.roseum, einer andere Art der Gattung Pelargonium, zusétzlich ge-
kreuzt werden, wobei in den Nachkommen Plastom-Genom-Inkompatibilitat in Form von
Bastardbleichheit beobachtet werden konnte.

Voraussetzung fiir die Beobachtung dieser Inkompatibilitit ist die biparentale Plastiden-
vererbung in der Gattung Pelargonium (Baur, 1909). Die erfolgreiche Hybridisierung der
Pelargonium-Arten iiber Speziesgrenzen hinweg ist in dieser Gattung moglich. Jedoch
zeigte sich in der Ausbildung der Bastardbleichheit ein Zeichen der Aufrechterhaltung von
Artgrenzen durch Reduktion der Fitness der Nachkommen (Burke und Arnold, 2001). Zur
Aufklarung der Ursache der Plastom-Genom-Inkompatibilitéit ist vergleichende Genom-
sequenzierung ein probates Mittel (Schmitz-Linneweber et al., 2005a).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Phinomen der Bastardbleichheit in Hybriden aus
verschiedenen Kultivaren von Pelargonium zonale untersucht (Metzlaff, 1980; 1983). Hier-
zu zahlt als eine der urspriinglichen Pelargonium-Arten Pelargonium roseum, P.zonale
cv. Stadt Bern (Plastidentyp I) und P. zonale cv. Trautlieb (Plastidentyp II) (Metzlaff,
1980). Durch Sequenzierung und Vergleich der Plastidengenome aller drei Kultivare sollte

die Ursache der Bastardbleichheit in Pelargonium zonale weiter untersucht werden, die
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seit einiger Zeit einer Aufklarung harren (Baur, 1909; Metzlaff, 1983). Anschliefend er-
gibt sich die Mdoglichkeit Mechanismen zur Artbildung und deren molekulare Grundlagen

aufzudecken.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Abkiirzungen

APS
AS
BAP
BSA
CTAB
DEPC
DTT
EGTA
EDTA
GFP
IR
LSC
NAA
ORF
PAGE
POD
SDS
SD-Sequenz
SSC
Tris
TEMED
UTR

Ammoniumpersulfat

Aminoséure

N6-Benzyladenin

Rinderserumalbumin
Cetyltrimethylammoniumbromid
Diethylpyrocarbonat

1,4-Dithiothreitol
Ethylenglycoltetraacetat
Ethylendiamintetraacetat

griin fluoreszierendes Protein

Inverted Repeat (invertierte Duplikation)
Large Single Copy region (groke Einzelregion)
Naphthylessigsdure

Open Reading Frame (offenes Leseraster)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Meerrettichperoxidase
Natriumdodecylsulfat
Shine-Dalgarno-Sequenz

Small Single Copy region (kleine Einzelregion)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin
untranslatierte Region

2.2 Losungen

Losung I fiir Plasmidisolation aus E. col:
50 mM Glukose, 10mM EDTA, 25 mM Tris

Losung II fiir Plasmidisolation aus E. col:
0,2M NaOH, 1% SDS

Losung III fiir Plasmidisolation aus E. colz
3M CH3COOK



Materialien und Methoden

CTAB-Puffer
2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM EDTA, 100 mM Tris, 100 mM (-Mercaptoethanol,
pHS8
(Doyle und Doyle, 1987)

TE-Puffer
10mM EDTA, 100 mM Tris, pH 8

RNA-Extraktionspuffer
100mM Tris; 100mM LiCl; 10mM EDTA; 1% SDS; pH8; 50 % wassergesittigtes
Phenol
(Verwoerd et al., 1989)

Proteinisolationspuffer
I 50mM HEPES, 10mM CH3;COOK, 5mM (CH3COO0);Mg, 1mM EDTA,

ImM DTT, 1 mM Pefablock (Roth), pH7,5
(Kuroda und Maliga, 2001)
IT 50mM HEPES, 300 mM NaCl, 0,5% SDS, pH8

Gelpuffer fiir PAGE (Schaegger und von Jagow, 1987)
0,1% SDS, 3M Tris, pHS8,9

Kathodenpuffer fiir PAGE (Schaegger und von Jagow, 1987)
0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1% SDS, pH 8,25

Anodenpuffer fiir PAGE (Schaegger und von Jagow, 1987)
0,2M Tris, pH 8,9

3x Ladepuffer fiir PAGE (Schaegger und von Jagow, 1987)
36 % Glycerol, 0,15 M Tris pH 6,8, 12% SDS, 0,3M DTT, 0,03 % Coomassie G250

Elektrodenpuffer fiir PAGE (Laemmli, 1970)
25mM Tris, 1,44 % Glycin, 1% SDS, pH 8,3

Trenngelpuffer fiir PAGE (Laemmli, 1970)
1,5M Tris pH 8,8

Sammelgelpuffer fiir PAGE (Laemmli, 1970)
0,5M Tris, pH6,8

6x Ladepuffer fiir PAGE (Laemmli, 1970)
375 mM Tris pH 6,8, 60 % Glycerol, 12,6 % SDS, 600 mM DTT, 0,09 % Bromphenol-
blau
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Transferpuffer fiir ,,Semidry*“-Transfer
25mM Tris, 192mM Glycin

TBS-T fiir Western Blot
200 mM Tris, 1370 mM NaCl, 0,1 % Tween—20, pH 7.4

Polysomenisolationspuffer
0,2 M Tris, 0,2 M KCIL, 35 mM MgCl,, 25 mM EGTA, 0,2 M Saccharose, 1 % Triton X—
100, 2 % Polyoxyethylen-10-Tridecylether, 0,5 mg/ml Heparin, 0,1 M 5-Mercaptoethanol,
100 pg/ml Chloramphenicol, 25 pug/ml Cycloheximid, pH 9

Losung fiir Saccharosegradienten
40mM Tris, 20mM KCI, 10mM MgCly, 5mM EGTA, 56/40/30/15 % Saccharose,
0,5 mg/ml Heparin, 100 pg/ml Chloramphenicol, pH9

Hybridisierungspuffer /Church-Puffer
1% BSA; 1mM EDTA; 0,5M NaH;POy; 7% SDS; pH 7,2
(Church und Gilbert, 1984)

Waschpuffer 11 fiir Northern- und Southern-Hybridisierungen
0,5 x SSC; 0,1 % SDS

20x SSC
3M NaCl; 0,3M NagCitrat

Puffer A fiir Chloroplastenisolation
0,3 M Saccharose, 50 mM Tris, 50 mM EDTA, 0,1 % BSA, 3mM S-Mercaptoethanol,
0,5 % Polyvinylpyrrolidon-10, pH 8

Puffer B fiir Chloroplastenisolation
0,3M Saccharose, 50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8

Puffer C fiir Chloroplastenisolation
50mM Tris, 25 mM EDTA, 25mM MgCl,, pH 8 versetzt mit 30 %, 45% bzw.
60 % Saccharose

Chloroplastenlysepuffer
50mM Tris, 20mM EDTA, 2 % Laurylsarkosin, pH 8
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2.3 Oligonukleotide

Name Sequenz 5°— 3’

GFP-Mon-R GGGAGAAGCACTGAACACC

P16Srrn-F CAAGCGGTGGAGCATGTGG

P16Srrn-R GGCGGTGTGTACAAGGCCC

P7247 CCCAGAAAGAGGCTGGCCC

P7244 CCCAAGGGGCGGGAACTGC

PaadA136 TCGATGACGCCAACTACC

PZF9 TTTTCATATGAGTAAAGGAGAAGAACTT
PZF10 TTTTATTAATGATTAGTTCATCCATGCC
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2.4 Materialien

Von dieser Aufzéhlung sind Verbrauchsmaterialien, die zur Standardausriistung eines La-

bors zdhlen, ausgeschlossen. Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Che-
mikalien von Merck (Darmstadt), Sigma (Miinchen), Roth (Karlsruhe) oder Duchefa (Nie-

derlande) bezogen.

Reaktionskits

Chemikalien

Verbrauchsmaterialien

Gerite

Software und Datenbanken

BCA Protein Assay
ECL Plus
MegaPrime Kit
Nucleobond AX
NucleoSpin Extract

0,5-10kb RNA Marker

0,6 um Goldpartikel

GeneRuler

Hyperladder V

LivingColors A.v. monoclonal
Antibody (JL-8) (antiGFP)
Rabbit anti Mouse

Rotiquant
TriFast

Acrylamid Gel 40 (29:1)
Hybond P (PVDF-Membran)
Kodak BioMax XAR Film
Miracloth

Rotiphorese Gel A
Rotiphorese Gel B

Gradientenmischer
Growbanks
Optima L 80-XP

PDS-100/He

Sonifier W-250D
SW-60Ti

Typhoon Trio+
Waring-Blender 8010E

GenBank
ImageQuant
Vector NTI

Pierce, Rockford, USA

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
GE Healthcare

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland
Macherey-Nagel

Invitrogen, Paisley, UK

BioRad, USA

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Bioline, Ludwigsfelde, Deutschland
Clontech, Mountain View, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutsch-
land

Roth, Karlsruhe, Deutschland
PeqLab, Erlangen, Deutschland

Roth

GE Healthcare
Sigma-Aldrich
Calbiochem/VWR,
Deutschland

Roth

Roth

Darmstadyt,

1tf Labortechnik,
Deutschland

CLF Laborgerite,
Deutschland
Beckman Coulter, Krefeld, Deutsch-
land

BioRad, Hercules, USA

Branson, Danbury, USA

Beckman Coulter

GE Healthcare

Waring Commercial, New Hartford,
USA

Wasserburg,

Emersacker,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
GE Healthcare
Invitrogen

2.5 Klonierung der SD-Sequenz-Konstrukte

Als Basis der Konstrukte wurde der Chloroplastentransformationsvektor pRB 95 (Ruf
et al., 2001) gewahlt und das Plasmid pDK 45, ein Plasmid mit pBluescript SK (+)-Geriist
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(Stratagene, La Jolla, USA) und einer Expressionskassette fiir ¢fp mit ribosomalem rRNA-
Operon-Promotor (N. tabacum-Plastidengenom) und rps16 Terminator (N. tabacum-Plas-
tidengenom). In die multiple Klonierungsstelle von pRB 95 wurde die gfp Expressionskas-
sette des Plasmids pDK 45 nach Verdau mit den Restriktionsenzymen Sacl und HindIII
mit Hilfe einer T4 DNA-Ligase (Fermentas) nach Herstellerprotokoll eingefiigt. Das re-
sultierende Plasmid pRB 95-GFP enthilt das pRB 95-Grundgeriist mit zwei Selektions-
markern: Die kodierende Region fiir $-Lactamase, aktiv in E. coli, und dem Gen fiir die
Aminoglycosid-3’-Adenylyltransferase, in Plastiden genutzt. Zuséatzlich enthilt pRB 95-
GFP das GFP-kodierende Gen unter Kontrolle des stark exprimierten Promotors fiir das
rRNA Operon (De Cosa et al., 2001) mit der 5’UTR des prfA-Gens aus Listeria monocy-
togenes und rps16 Terminator. Mit Hilfe des gewdhlten Promotors wurde das gfp sowohl
in E. coli als auch in Plastiden exprimiert. Anschliefsend konnte mit Hilfe von syntheti-
schen Oligonukleotiden (Kap. 2.3) die prfA-5’'UTR ausgetauscht werden.

Die synthetischen Insertionen bestanden aus doppelstringiger DNA, die mit Hilfe von
einzelstréangigen Oligonukleotiden erzeugt wurde.

Die Oligonukleotide wurden &dquimolar (je 50 uM) gemischt, auf 94°C erhitzt und mit
3,6 K/min auf 20°C abgekiihlt. Nach erfolgter Aneinanderlagerung der Einzelstringe la-
gen DNA-Doppelstringe mit einem Uberhang kompatibel zu den benétigten Restrikti-
onsenzymen vor.

Zur Herstellung des Plasmids pOD1 (Abb. 3.1) wurde das Plasmid pRB95-GFP mit
BamHI und Neol gedfinet und anschliefend das entsprechende Oligonukleotid (5° BamHI-
Uberhang, 3’ Ncol-Uberhang) eingefiigt. Zur Herstellung des Plasmids pOD 2 wurde
pOD 1 mit BamHI und Pstl gedffnet und das Oligonukleotid (5° BamHI-Uberhang, 3’
PstI-Uberhang) inseriert. pOD 3 basiert analog auf pOD 2.

Die Plasmide pOD 4, 5, 6, 7, 8 und 9 basieren ebenfalls auf pOD 1. Dieses wurde fiir diese
Klonierung mit PstI und Ncol gedffnet und die entsprechenden Oligonukleotide (5 PstI-
Uberhang, 3’ Ncol-Uberhang) eingefiigt.

Die Einfiihrung einer Tabak-Atzvirus-Peptidaseschnittstelle (TEV-Schnittstelle) wurde
ebenfalls iiber die Insertion eines Oligonukleotids durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Plasmid
pOD 1 mit Neol gespalten, das Konstrukt fiir pOD 10 ungerichtet eingefiigt und mittels
Sequenzierung (MWG Biotech, Miinchen) Klone mit korrekter Orientierung der Insertion
identifiziert. Das resultierende Plasmid (pOD 10) diente analog zu pOD1 als Grundlage
fiir die Herstellung der Plasmide pOD 11 (pOD4) und pOD 12 (pOD5). Das Plasmid
pOD 13 resultierte aus dem Austausch der 5’UTR des Plasmids pOD 10 nach Spaltung
mit BamHI und Ncol und anschliefendem Einfiigen der entsprechenden Insertion. Das
Plasmid pOD 13 diente nach Spaltung mit BamHI und PstI als Grundlage fiir das Plasmid
pOD 14. Das Plasmid pOD 15 konnte durch die Spaltung des Plasmids pOD 14 mit BamHI
und Pstl und die Insertion des Oligonukleotids fiir pOD 14 gewonnen werden, wodurch
zu einer Verdopplung des pOD 14 SD-Sequenzbereichs kam. pOD 22 basiert dementspre-
chend auf pOD 15 und fiihrte zu einer Verdreifachung des SD-Sequenzbereichs.
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Die letztgenannten Plasmide pOD 11-22 enthalten eine TEV-Schnittstelle. Analog zur
Herstellung dieser Plasmide wurde pOD 1 als Basis verwendet, die folgenden Konstrukte
zu generieren, wobei die entsprechenden Plasmide mit TEV-Schnittstelle in Klammern an-
gegeben sind: pOD 17 (pOD 11), pOD 18 (pOD 12), pOD 19 (pOD 13), pOD 20 (pOD 14),
pOD 21 (pOD 15).

2.6 Genetische Transformation

2.6.1 Transformation von Tabakplastiden

Tabelle 2.2: Zusammensetzung RM-Medium  Tabelle 2.3: Zusammensetzung RMOP-Medium

Makronéhrelemente Makronihrelemente
1,9g/1 KNO3 1,9g/1 KNO3
0,37g/1 MgS0O4 x 7H20 0,37g/1 MgSO, x 7TH,0
0,44¢g/1 CaCly x 2H20 0,44g/1 CaCly x 2H,0
0,17g/1 KH>PO,4 0,17g/1 KH,PO,
1,65g/1 (NH4)NO3 1,65g/1 (NH4)NO3
Mikron&dhrelemente Mikronihrelemente
1,69mg/1 MnSO4 x H20 1,69 mg/1 MnSO, x Hy0
0,62mg/1 H3BO3 0,62 mg/1 H3BO3
0,86 mg/1 ZnS04 x 7TH20 0,86 mg/1 ZnS0, x 7TH,0
83 pg/1 KI 83 g/l KI
25 Mg/l NazMoO4 x 2H20 25 /J,g/l NasMoO4 x 2H50
2,5 ug/1 CusS04 x 5H20 2,5 ug/1 CuSO4 x 5H,0
2,5 g/l CoCl; x 6H20 2,5 ug/1 CoCly x 6H50
0,05 % FeNaEDTA 0,05 % FeNaEDTA
30g/1 Saccharose 30g/1 Saccharose
pHS5,8 1mg/1 Thiamin-HCl
6g/1 Agar 1mg/1 BAP

1mg/1 NAA

100mg/1 Myo-Inositol

pH 5,8

6g/l Agar

Als Pflanzenmaterial zur Transformation wurde steriles Blattmaterial von N. tabacum
cv. Petit Havanna gewéhlt, das in Sterilkultur (Tab. 2.4) angezogen wurde.
Die Transformation des pflanzlichen Blattmaterials wurde mit Hilfe der biolistischen Me-
thode durchgefiihrt. Hierbei werden DNA-beschichtete Goldpartikel (BioRad, USA) in
einer Partikelkanone (PDS-100/He, BioRad) stark beschleunigt, wodurch sie die Zell-
wand der ersten Zellschichten des Blattmaterials durchschlagen konnen.
Zur Vorbereitung dieses Schritts wurden 1,4 mg Goldpartikel (Korngrofe 0,6 um) je Schuss
mit 20 ug Plasmid-DNA durch Mischen und Inkubation mit CaCl, und Spermidin be-
schichtet. Hierbei wurde eine Beschichtung der Goldpartikel durch Prazipitation der DNA
mit Ethanol auf die Partikel erreicht.
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Zum Beschuss wurde eine Petrischale mit agarverfestigtem RM-Medium vollstindig mit
Blattern mit der abaxialen Seite nach oben ausgelegt. Mit Hilfe der Partikelkanone wurden
die beschichteten Goldpartikel mit einem Druck von 75,8 bar (1100 psi rupture disk, Bio-
Rad) beschleunigt. Anschlieflend wurden das beschossene Blattmaterial in 5x5 mm grofe
Stiicke zerschnitten und auf Selektionsmedium, RMOP (Svab et al., 1990) mit 500 mg/1
Spectinomycin, ausgelegt. Zellen, die transformierte Plastiden enthielten, iiberlebten auf
diesem Medium und wurden durch die zugesetzten Hormone und deren Verhéltnis zuein-
ander zur Zellteilung und Callusbildung oder zur direkten Sprossregeneration angeregt.
Nach erfolgter Bildung von Callusmaterial kam es zur Regeneration von Sprossmateri-
al. Dieses war mit hoher Wahrscheinlichkeit kein homoplasmatisches Gewebe und wurde
aus diesem Grund weiteren Regenerationsrunden unterzogen. Die Regenerationsversuche
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, wobei Growbanks (CLF Laborgerite,
Emersacker) genutzt wurden und mit den in Tabelle 2.4 beschriebenen Einstellungen be-
trieben wurden.

Regenerierte Pflanzen konnten ins Glasgewéchshaus ausgebracht (Kap. 2.7.1) und bis zur
Samenreife kultiviert werden. Gelegentlich auftretende ménnliche Sterilitit wurde durch
manuelle Bestdubung mit Wildtyp-Pollen kompensiert.

Zur Bestitigung der Homoplasmie wurde das erzeugte Saatgut auf RM-Platten mit
500 mg/1 Spectinomycin und RM-Platten mit 500 mg/1 Spectinomycin und Streptomy-
cin ausgebracht. Nach erfolgter Keimung des Saatguts wurde der Homoplasmiestatus an
Hand des Vorhandenseins weiflicher Keimlinge bewertet. Traten diese vereinzelt auf, war
zu folgern, dass die Mutterpflanze einen heteroplasmatischen Genotyp beziiglich des aa-
dA-Gens aufwies. Eine homogene Population an Keimlingen wurde als Bestitigung der
Homoplasmie der Mutterpflanze interpretiert. Da mit Hilfe der Samentests eine begrenz-
te Aussage iiber die Homoplasmie des vollstindigen Konstrukts getroffen werden konn-
te, wurden gleichzeitig Southern Blots (Kap. 2.9) mit DNA-Isolaten der Mutterpflanzen
durchgefiihrt.

2.6.2 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli mit Hilfe der Hitzeschockmethode ist mechanistisch nicht
vollstandig geklart, wird jedoch standardméfig verwendet.

Zur Transformation wurden 200 ul kompetenter TOP10F’Zellen (Invitrogen) genutzt, die
nach einer Rubidiumchloridmethode (Miilhardst, 2000) hergestellt wurden. Diese wurden
mit 5yl eines Ligationsansatzes (Kap. 2.5) versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. 15s bei
42 °C fithrten zur Transformation mittels Hitzeschock. Anschliefsend wurden die Zellen
auf Eis abgekiihlt. Auf eine einstiindige Inkubation bei 37°C folgte die Ausbringung des
Gemisches aus transformierten und untransformierten Zellen auf Selektionsmedium (LB
versetzt mit 1,25 % Agar und 50 ug/ml Ampicillin). Die auf dem verfestigten Medium

als Kolonien gewachsenen Zellen konnten anschliefend als Ausgangspunkt fiir Proteini-
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solationen (Kap. 2.8.3) oder zur Gewinnung von DNA- und RNA-Proben (Kap. 2.8.1,
Kap. 2.8.2) genutzt werden.

2.7 Kulturbedingungen

2.7.1 Wachstumsbedingungen fiir Tabak

Tabelle 2.4: Kulturbedingungen fiir Tabak wihrend der Sterilkultur

Lichtintensitit und - 50-55pumol x s™' *m™2, 16 h
dauer

Temperatur 25°C/20°C

Tag/Nacht

Tabelle 2.5: Kulturbedingungen fiir Tabak im Phytotron

Lichtintensitit und - 120 pumol x s™' *m™2, 16h

dauer

Temperatur 20°C/18°C
Tag/Nacht

Luftfeuchte 70 %

Tabelle 2.6: Kulturbedingungen fiir Tabak im Glasgewdchshaus

Lichtdauer 16h
Temperatur 25°C/20°C
Tag/Nacht

Luftfeuchte 55 %

Tabaksamen wurden direkt auf Erde ausgelegt. Nach Keimung und Vorkultur in einem
Phytotron (Tab. 2.5) fiir zwei Wochen wurden die Pflanzen pikiert und ins Glasgewéchs-
haus transferiert. Die Kultur der Tabakpflanzen im Glasgewichshaus erfolgte unter den
in Tabelle 2.6 angegebenen Bedingungen.

Die Kultur erfolgte in drei biologischen Replikaten in randomisierter Aufstellung im Ge-
wichshaus. Nach sechswochigem Wachstum wurde das jiingste vollstindig entwickelte
Blatt komplett geerntet und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Kultur fiir die Transformanden pOD 1 bis pOD 15 und pOD 17 bis pOD 21 erfolg-
te aus zeitlichen Griinden separat. In beide Versuche wurden Wildtyppflanzen sowie die
Transformanden S5 (Bock et al., 1994) und pOD 1 als Kontrollen integriert.
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2.7.2 Wachstumsbedingungen fiir E. coli

Transformierte E. coli TOP10F’ (Invitrogen) wurden bei 37 °C in YT-Medium (Sambrook
und Russell, 2001) iiber Nacht unter Schiitteln kultiviert. Die Kultur mit sehr hoher Zell-
dichte wurde anschlieffend 1:50 verdiinnt und bei gleichen Bedingungen bis zu einer op-
tischen Dichte von 0,6 bis 0,7 bei 37°C kultiviert. Die Isolation der kultivierten Zellen
erfolgte durch Zentrifugation bei 4 °C und 3000 g. Alle weiteren Arbeitsschritte der Ernte
erfolgten auf Eis.

Nach Entfernung des Mediums konnten die abzentrifugierten Zellen in fliissigem Stickstoff
eingefroren werden.

Zur Vorbereitung der Proteinisolation (Kap. 2.8.3) wurde 1 ml Kultur und zur Material-
gewinnung fiir eine RNA-Isolation (Kap. 2.8.2) 10 ml genutzt.

Fiir DNA-Isolationen konnte 1 ml der Ubernacht-Kultur genutzt werden.

2.8 lIsolation von Proteinen und Nukleinsauren

2.8.1 lIsolation von DNA
Tabak

Die Isolation der DNA wurde angelehnt an die Methode von Doyle und Doyle (1987)
durchgefiihrt. Fiir die DNA-Isolation wurden 50 mg homogenisierten Blattmaterials mit
500 pul CTAB-Puffer versetzt. Eine Inkubation bei 60 °C fiir 30 min sorgte fiir einen Auf-
schluss des Gewebes. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform und Zentrifugation bei Raum-
temperatur und 15.000 g fiir 10 min trennten sich unlosliche Zellbestandteile ab.

Ein weiterer Extraktionsschritt des Uberstands mit 150 ul Chloroform fiihrte zu einer wei-
teren Reinigung des Isolats. Mit Zusatz von 0,8 Volumen Isopropanol erfolgte die Féllung
der DNA bei Raumtemperatur. Eine Zentrifugation der Proben bei 4 °C und 15.000 g fiir
20 min fiihrte zur Sedimentation der DNA. Nach erfolgtem Waschen des DNA-Sediments
mit 70 % Ethanol konnte die DNA in TE-Puffer mit 100 ug/ml RNase A-Zusatz gelost

und weiteren Analysen (z.B. 2.9) zugefiihrt werden

E. coli

Die Isolation von Plasmid-DNA aus F. coli wurde nach der Methode der alkalischen Ly-
se, wie in Sambrook und Russell (2001) beschrieben (nach Birnboim und Doly (1979)),
durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen von 1 ml einer Kultur, die iiber Nacht bei 37°C
angezogen wurde, bei 3.000g und 4 °C fiir 5min sedimentiert. Dieses Sediment wurde in
einem isoosmotischen Puffer (Losung I) aufgenommen und anschliefend die Zellen in ei-
ner alkalischen SDS-haltigen Losung (Losung II) aufgeschlossen. Neutralisation (Losung
IIT) und Abzentrifugation unloslicher Bestandteile, wie ausgeféllter genomischer DNA

und Proteine, resultierte in Plasmid-DNA angereichertem Uberstand. Dieser Uberstand
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wurde mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) von kontaminierenden
Proteinen gereinigt. Zentrifugation bei 10.000g fiir 5min fiihrte zu einer Ansammlung
der kontaminierenden Proteine an der Interphase. Mit 0,8 Volumen Isopropanol konnte
die Plasmid-DNA aus dem Uberstand prizipitiert und durch Zentrifugation bei 13.000 g
sedimentiert werden. Das Sediment konnte nach anschliefender Lufttrocknung in TE-

Puffer, versetzt mit 100 ug/ml RNase A, aufgenommen werden.

Chloroplasten

Die Isolation von DNA aus Plastiden erfolgte nach Metzlaff (1983). Bei der Isolation der
Plastiden war zu beachten, dass die plastiddre DNA durch Proteine an die Membransys-
teme des Plastiden gebunden ist. Eine schnelle Auflésung der Membransysteme wihrend
der Isolation konnte so zu einer Fragmentierung der DNA fiihren. Einen unvollsténdigen
Aufschluss der Membransysteme galt es im Sinne einer mdglichst vollstdndigen DNA-
Isolation zu vermeiden.

Zur Isolation der plastiddren DNA wurde ein Chloroplastenlysepuffer genutzt, in dem die
Plastiden aufgenommen wurden. Sorgfiltiges Mischen und eine anschliefende Inkubation
auf Eis flir 5min fiihrte zu einer Lyse der Chloroplasten. Die Losung wurde anschliefend
mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und vollstandig ge-
mischt. Die Phasentrennung der Emulsion wurde durch Zentrifugation bei 1500 g und 4 °C
fiir 5min beschleunigt. Der Uberstand wurde anschliefend mit 0,1 Volumen Na-Acetat
pH 4,8 und 0,8 Volumen Isopropanol versetzt. Eine Inkubation auf Eis beschleunigte die
Fallungsreaktion. Die ausgeféillte DNA wurde bei 15000 g sedimentiert. Das noch mit
Salzen kontaminierte Sediment wurde anschliefend mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation und Trocknung des Sediments konnte die DNA in 25 ul TE-Puffer
(100 ug/ml RNase A) aufgenommen werden.

2.8.2 lIsolation von RNA
Tabak

Die Isolation von RNA aus Pflanzenmaterial wurde mit Hilfe von TriFast (PeqLab) nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Fiir einige Proben war es jedoch nicht méglich, mit die-
ser Methode intakte RNA in ausreichender Reinheit zu isolieren. Kontaminierende Salze
und Proteine fiihrten zu einer schlechten Loslichkeit des Sediments und uneinheitlichem
Laufverhalten in denaturierenden Agarosegelen.

Als Alternative diente ein Protokoll nach Verwoerd et al. (1989).

Bei dieser Methode wurden ca. 200 mg homogenisierten Pflanzenmaterials (Kap. 2.7.1) in
1ml auf 80°C vorgewdrmten RNA-Extraktionspuffer aufgenommen. Eine anschliefsende
Zugabe von 400 pl Chloroform fiihrte zu einer Phasentrennung wéihrend der Zentrifugation
bei 4°C und 15.000 g fiir 15 min. Der Uberstand wurde entfernt, im Verhéltnis 1:1 mit 4 M
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LiCl versetzt und auf Eis iiber Nacht inkubiert. Unter diesen Bedingungen fiel RNA aus
der Losung aus und liefs sich durch Zentrifugation bei 4°C und 20.000 g fiir 30 min sedi-
mentieren. Nach Waschen mit 70 % Ethanol konnte das Sediment in DEPC-behandeltem

Wasser gelost werden.

E. coli

Die Isolation von RNA aus E. coli erfordert grofe Sorgfalt, da die groke Anzahl an RNasen
und die geringe Stabilitdt der RNA zu einer schnellen Degradation fithren kénnen.

Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Proben aus Kap. 2.7.2 wurden mit 1 ml auf 80°C
vortemperierten RNA-Extraktionspuffer versetzt und durch heftiges Pipettieren gemischt.
Mit Hilfe anschliefender Zentrifugationsschritte und Fallung mit 4 M LiCl konnte, wie bei

der Isolation von RNA aus pflanzlichem Material, gereinigte RNA gewonnen werden.

2.8.3 lIsolation von Protein

Tabak

Die Proteinisolation aus pflanzlichem Material wurde nach Kuroda und Maliga (2001)
durchgefiihrt. Ca. 50 mg homogenisierten Blattmaterials wurden in stickstoffgekiihltem
Zustand mit 500 ul Proteinisolationspuffer I versetzt. Durch heftiges Mixen konnte das
Material mit dem eiskalten Proteinisolationspuffer I gemischt werden. Das Gemisch wur-
de anschliefend 5min auf Eis inkubiert. Eine Zentrifugation bei 4°C und 20.000 g fiir
5min trennte unldsliche Bestandteile der Probe ab. Der Uberstand wurde zur Proteinbe-
stimmung (Kap. 2.10) und zum Nachweis des GFPs (Kap. 2.11) genutzt.

E. coli

Das stickstoffgefrorene Sediment aus der Kultur von E. coli (Kap. 2.7.2) wurde mit 500 pl
Proteinisolationspuffer II versetzt und durch Pipettieren sorgfiltig gemischt. Die Suspen-
sion wurde auf Eis gelagert und die Zellen mit Ultraschall im Sonifier W-250D 15 s bei 5 %
Amplitude aufgeschlossen. Eine Zentrifugation bei 4 °C und 20.000 g fiir 5 min trennte un-
16sliche Zellbestandteile ab. Der Uberstand konnte anschlieend der Proteinbestimmung
(Kap. 2.10) und dem Nachweis des GFPs (Kap. 2.11) zugefiihrt werden.

2.9 Nachweis von Nukleinsiauren

Die Transformation des Chloroplastengenoms (Kap. 2.6.1) resultierte in der Einfiihrung
eines Restriktionslingenpolymorphismus. Die Integration des DNA-Konstrukts fiihrte zu
einer Verlangerung eines BgllI-Restriktionsfragments des Plastidengenoms. Auf Grund
der komplexen Mischung verschiedener DNA-Fragmente nach Verdau der isolierten DNA

(Kap. 2.8.1) war es notwendig dieses Fragment spezifisch nachzuweisen. Dies erfolgte mit
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Hilfe von Southern Blots (Sambrook und Russell, 2001).

Zum Nachweis der Transkripte des gfp und der 16SrRNA wurden Northern Blots (Sam-
brook und Russell, 2001) durchgefiihrt.

Diese Blot-Techniken dienen dazu, mittels radioaktiv markierter Sonden geringste Men-
gen an Nukleinsdurefragmenten zu detektieren.

Die Proben, die das nachzuweisende DNA- oder RNA-Fragment enthielt, wurden in ei-
nem 1% bzw. einem 1% denaturierenden Agarosegel (Sambrook und Russell, 2001) aufge-
trennt. Mit Hilfe eines Kapillarblots wurde das aufgetrennte Nukleinsduregemisch auf eine
Nylon-Membran (HyBond-XL, GE Healthcare) iibertragen. Zur Detektion des gesuchten
Nukleinsdurefragments wurde ein einzelstringiges radioaktiv markiertes DNA-Fragment
als Sonde bendétigt. Zur Vorbereitung der Sonde wurde ein Fragment plastidarer DNA mit
Hilfe von PCR amplifiziert. Hierzu wurden folgende Oligonukleotide eingesetzt:

Sonde 5" Oligonukleotid 3’ Oligonukleotid
16 S rRNA  P16Srrn-F P16Srrn-R

GFP PZF9 PZF10

psaB pP7247 P7244

Die Sonden wurden mit Hilfe der PCR-Amplifikate und des Megaprime Kits (GE Heal-
thcare) hergestellt, wobei das Herstellerprotokoll eingehalten wurde.

Die Markierungsreaktion basiert auf der Nutzung des Klenow-Fragments der E. coli-DNA-
Polymerase, das 5’-3’ Polymerase- und 3’-5" Exonukleaseaktivitit zeigt. Nach Denaturie-
rung der PCR-Amplifikate und Anlagerung von Oligonukleotiden zufélliger Sequenz an
diese DNA, konnte die Polymeraseaktivitit genutzt werden, um bei 37°C einen kom-
plementéiren DNA Strang aufzubauen. Das vorliegende [o**P|dCTP im dNTP Gemisch
fiihrte zu einer radioaktiven Markierung dieses Strangs. Anschlieffende Denaturierung der
doppelstriangigen DNA und schnelles Abkiihlen des Gemisches fiihrte zu einem einzel-
strangigen Sondengemisch aus radioaktiv markierter und nicht-radioaktiver DNA.

Die Membran mit transferierter DNA oder RNA wurde in Church-Puffer auf Hybridi-
sierungstemperatur von 55 °C gebracht und das Sondengemisch zugesetzt. Nach Hybri-
disierung von 2h bis 4h konnte {iberfliissige und unspezifisch gebundene Sonde von der
Membran mit Waschpuffer II entfernt werden. Die Abbildung des Hybridisierungsmusters
erfolgte mit Hilfe einer Exposition auf Phosphorscreens (GE Healthcare), welche mit Hilfe

des Laserscanners Typhoon (GE Healthcare) ausgelesen wurden.

2.10 Proteinbestimmung

2.10.1 BCA-Nachweis

Der Bichinonsdurenachweis basiert auf einer Reduktion von Kupferionen in Abhéngigkeit

von anwesenden Aminosduren (Tryptophan, Tyrosin, Cystein). Anschliefend chelieren
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das reduzierte Kupferion zwei Bichinonsiduremolekiile und bilden dabei einen stark bei
562 nm absorbierenden Komplex. Die Menge an gebildetem Kupfer(I)ionen korreliert mit
der Stoffmenge der in Losung befindlichen Proteine.

Als Reagenz kam ein BCA-Reaktionskit zum Einsatz. Es wurde nach Herstellerprotokoll
angewendet.

Da der BCA-Nachweis tolerant gegeniiber SDS in Losung ist, konnte dieser Nachweis
fiir Proteinisolate aus E. coli eingesetzt werden. Hierfiir wurde eine Kalibrationsreihe mit
BSA in Konzentrationen von 5 pg/ml bis 1,5 mg/ml in Proteinisolationspuffer II erstellt.
5 ul Tsolat (Kap. 2.8.3) bzw. 25 ul Kalibrationslésung wurden mit 1 ml BCA-Reagenz ver-
mischt, 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieffend bei 562 nm photometrisch vermessen.

Der Proteingehalt konnte anschlieffend mit Hilfe der Kalibrationsreihe errechnet werden.

2.10.2 Proteinnachweis nach Bradford (1976)

Dieser Nachweis beruht auf der Anfarbung von Proteinen durch den Farbstoff Coomassie.
Es werden vorrangig basische Aminosduren durch Coomassie G250 gebunden. Zur Durch-
fiithrung der Proteinfirbung nach Bradford (1976) kam ein vorbereitetes 5 x Konzentrat
(RotiQuant, Roth) zum Einsatz, das nach Herstellerprotokoll angewendet wurde.

Da der BCA-Nachweis eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber reduzierenden Substanzen
wie DTT zeigt, das im Proteinisolationspuffer I enthalten ist, wurde der Nachweis nach
Bradford fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration von Isolaten aus N. tabacum ge-
nutzt. Als Voraussetzung dient eine in Proteinisolationspuffer T erstellte Kalibrationsrei-
he mit Konzentrationen von 5 ug/ml bis 1,5 mg/ml BSA als Standardprotein. 5 ul Isolat
(Kap. 2.8.3) bzw. 50 ul Kalibrationslésung wurden mit 1 ml 1 x Bradford-Reagenz versetzt
und photometrisch bei 595nm vermessen. Uber die als Referenz dienende Kalibrations-

reihe konnten Riickschliisse auf den Proteingehalt der Probe gezogen werden.

2.11 Nachweis von Proteinen

2.11.1 Proteingelelektrophorese in Tris/Tricin-Gelen

Tabelle 2.7: Zusammensetzung des Tris/Tricin-Gels

15% 20% Sammelgel
Acrylamid Gel 40 (29:1) 7,5ml  10ml 2ml

Glycerol 1,26g  4,2g

Gelpuffer 6,66ml 6,66ml 6,66ml
Wasser 4,9ml 1,1ml 11,3ml
10% APS 40 pl 40 pl 200 pl
TEMED 10 pl 10 pl 20 pl
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Tris/Tricin-Gele beruhen auf einem Gelsystem, das in Schaegger und von Jagow (1987)
beschrieben wurde. Es zeichnet sich durch hohe Trennschérfe aus.
In dieser Arbeit wurden lineare Gradientengele genutzt, die einen Konzentrationsbereich
von 15 % bis 20 % abdeckten.
Die Gelmischungen wurden nach der genannten Rezeptur (Tab. 2.11.1) hergestellt und mit
Hilfe eines Gradientenmischers (Itf Labortechnik, Wasserburg) wurde ein lineares Gradi-
entengel von 15 % bis 20 % geschichtet. Nach abgeschlossener Polymerisation konnte die
Gelmischung fiir ein Sammelgel aufgeschichtet werden, in das ein Probenkamm eingefiigt
wurde. Dieser konnte entfernt werden, sobald das Sammelgel auspolymerisiert war. In
die Taschen konnten dann bei 95 °C fiir 3 min denaturierte Proteinproben eingefiillt wer-
den, die mit 0,3 Volumen 3 x Ladepuffer versetzt waren. Die eingesetzten Proteinmengen

variierten zwischen 15 pg und 25ng.

2.11.2 Proteingelelektrophorese in Tris/Glycin-Gelen

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des Tris/Glycin-Gels

Sammelgel (4% T, 3% C) Trenngel (156% T, 3% C)

Rotiphorese Gel A 1,94 ml 24,35 ml
Rotiphorese Gel B 0,9ml 9,75ml
Sammelgel-, Trenngelpuffer 3,75 ml 12,5 ml
10% SDS 150 pl 0,5ml
Wasser 8,1ml 2,7ml
10% APS 150 pl 200 pl
TEMED 15 pl 20 pl

Die Proteingelelektrophorese in Tris/Glycin-Gelen (Laemmli, 1970) zeichnet sich durch
gute Auflésung aus, wobei keine Schichtung linearer Gradienten anféllt. Die Auflosung ist
der von Tris/Tricin-Gelen jedoch unterlegen. Auf Grund des geringeren Zeitaufwands bei
der Herstellung der Gele, wurden diese zur Uberpriifung der Integritit der Proteinisola-
te genutzt. Die Herstellung des Gels erfolgt analog zur Herstellung der Tris/Tricin-Gele
(Kap. 2.7). Die Proteinisolate wurden ebenfalls bei 95 °C fiir 3 min denaturiert, nachdem
0,2 Volumen 6 x Ladepuffer zugesetzt wurde. Es wurden jeweils 10 ug 16slichen Gesamt-

proteins auf das Gel aufgetragen.

2.11.3 Western Blot

Der Nachweis des GFP-Proteins wurde mit Hilfe von Western Blots und anschliefender
Immundetektion nach Towbin et al. (1979) durchgefiihrt.
Beim Western Blot werden Proteine aus einem Polyacrylamidgel (Kap. 2.7) auf eine hy-

drophobe Membran iibertragen. Anschliefend kénnen Proteine spezifisch mit Hilfe von
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Antikorpern und einer Féarbereaktion nachgewiesen werden.

Der Western Blot wurde im Semidry-Verfahren durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurde ei-
ne ,,Semidry“ Blot Aperatur (Bio—Rad) verwendet. Bei 3mA /cm? fiir 90 min wurden alle
Proteine auf eine PVDF-Membran (Hybond P), die nach Herstellerangaben mit Methanol

und anschliefender Inkubation mit Transferpuffer aktiviert wurde, iibertragen.

2.11.4 Immundetektion von Proteinen

Proteine, die auf eine Membran mit Hilfe des Western Blots iibertragen wurden (Kap. 2.11.3),
konnen mit spezifischen Antikorpern auf dieser nachgewiesen werden.

Um freie Bindungsstellen auf der Membran abzuséttigen, wurde die Membran (aus Kap. 2.11.3)
30 min mit 0,5% BSA Loésung inkubiert. Anschliefslend konnte das GFP spezifisch mit ei-
nem Maus—anti-GFP-Antikorper (Clontech) nachgewiesen werden. Dieser kam in einer
Verdiinnung von 1:5000 zum Einsatz. Nach erfolgter Inkubation fiir 1 h wurde iiberschiis-
siger Antikorper durch Waschen mit TBS-T von der Membran entfernt. Darauf folgend
konnte dieser Antikorper mit Hilfe eines zweiten Antikorpers nachgewiesen werden, der an
eine Meerrettichperoxidase gebunden ist. Diese wurde mittels eines Chemolumineszenz—
Kits (ECL Plus) nachgewiesen. Zur Detektion des ausgesandten Lichts wurden Rontgen-
filme (Kodak BioMax XAR Film) genutzt.

2.12 Quantifizierung von RNA- und Proteingehalten

Die Quantifizierung der Signalintensitét der Northern Blots (Kap. 2.9) bzw. die Schwiir-
zung der Rontgenfilme aus Kap. 2.11.4 konnte mit Hilfe der ImageQuant Software (GE
Healthcare) durchgefiihrt werden. Hierfiir wurden die Dateien geladen, die zu quantifi-
zierenden Bereiche ausgewihlt und eine automatische Quantifizierung durchgefiihrt. Als
Hintergrundkorrektur kam die Methode ,,Object Average* zur Verwendung, wofiir ein wei-

terer Quantifizierungsbereich in den Hintergrund der Abbildung gelegt wurde.

2.13 Polysomenisolation

Die Polysomenisolation dient zur Aufklirung der Menge an aktiv translatierter RNA.
Hierfiir wird RNA unter nativen Bedingungen unter Anwesenheit von Translationsinhibi-
toren — Cycloheximid und Chloramphenicol — isoliert, um zu gewédhrleisten, dass vor der
Ernte initiierte Ribosomen nicht von der mRNA dissoziieren. Die Isolation wurde ange-
lehnt an Barkan (1993) durchgefiihrt.

Ca. 200 mg stickstoffgekiihlten homogenisierten Blattmaterials aus Kap. 2.7.1 wurden mit
1,5 ml Polysomenisolationspuffer versetzt und sorgfiltig gemischt. Eine Zentrifugation bei
13000 g und 4 °C fiir 5min trennte unlosliche Zellbestandteile ab.

Ein Aliquot des Gemisches wurde einer Puromycinbehandlung (Blobel und Sabatini, 1971)
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unterzogen, die die Ribosomen von der RNA ablost. Hierfiir wurde in diesem Aliquot eine
KCl-Konzentration von 0,5M eingestellt. Nachfolgend fand bei einer Puromycinkonzen-
tration von 0,5 mg/ml und 37 °C fiir 10 min die Dissoziation der Ribosomen von der mnRNA
statt. Anschliefsend erfolgte eine Zugabe von EDTA zur Einstellung einer Konzentration
von 20mM. Die daraus folgende Absenkung der Konzentration freier Magnesiumionen
forderte eine weitere Dissoziation der Ribosomen.

In allen Aliquots wurden restliche Mikrosomen mit Hilfe einer Zugabe von 1/20 Volumen
10 % Desoxycholat 5 min auf Eis solubilisiert. Eine nachfolgende Zentrifugation bei 13000 g
und 4 °C fiir 15 min sedimentierte letzte feste Bestandteile des Probenmaterials.

500 pl der Probe oder Puromycinkontrolle wurden auf einen linearen Saccharosegradienten
15 %—56 % aufgetragen und bei 200000 g und 4 °C fiir 90 min zentrifugiert. Der Gradient
wurde anschliefend mit Hilfe eines Fraktionssammlers in 10 Fraktionen geteilt.

Die Aufarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte nach Verdiinnung der Proben mit
0,7 Volumen Wasser und Versetzen mit EDTA und SDS bis zu einer Konzentration von
20mM bzw. 0,5%. Die Entfernung von Proteinen aus den Proben erfolgte durch Zuga-
be von 1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (Roti P/C/I, Roth) und
Zentrifugation bei 10000 g und 4°C fiir 5min. Der Uberstand wurde mit 1 Volumen 4 M
LiCl versetzt und bei 4 °C iiber Nacht inkubiert, um eine Fallung der RNA zu erreichen.
Zentrifugation bei 4 °C und 20.000 g fiir 30 min sedimentiert die RNA. Nach Waschen mit
70 % Ethanol kann das Sediment in DEPC-behandeltem Wasser gelost werden.

7,5 ul jeder Fraktion wurden auf denaturierende Agarosegele aufgetragen und die Menge
an Transkript mit Hilfe von Northern Blots (2.9) bestimmt.

2.14 Chloroplastenisolation

Tabelle 2.9: Kulturbedingungen fiir Pelargonium zonale im Glasgewichshaus

Lichtdauer 16h
Temperatur Tag/Nacht 22°C/20°C
Luftfeuchte 50 %

Die Chloroplastenisolation wurde angelehnt an die Arbeiten von M. Metzlaff (Metzlaff,
1980; 1983)) durchgefiihrt.
Die Isolation von Chloroplasten aus Pelargonium zonale erfolgte aus Pflanzen, die zwi-
schen drei und fiinf Monaten im Gewéchshaus kultiviert (Tab. 2.9) wurden. In Vorberei-
tung der Isolation wurden die Pflanzen einen Tag dunkel gestellt. Der geringere Stéarkean-
teil der Blétter fiilhrte zu einem erhdhten Anteil intakter Plastiden im Isolat.
Zur Isolation wurden 75-100g jungen Blattmaterials eingesetzt. Dieses wurde in einem
Waring Blender (Waring Commercial, USA) mit vier Pulsen je 5s (2x Stufe  high“, 2x
Stufe ,Jow*) in Puffer A homogenisiert. Eine Filtration durch Verbandmull und Miracloth
(Calbiochem, USA) trennte nur grob zerkleinertes Blattmaterial ab. Das Filtrat wurde
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anschlieftend bei 3000g und 4°C fiir 1min zentrifugiert, um die Chloroplasten zu se-
dimentieren. Zur Steigerung der Ausbeute konnte der Uberstand nochmals mit 6000 g
zentrifugiert werden. Nach Waschen mit Puffer B wurde diese Fraktion direkt fiir weitere
Untersuchungen genutzt. Der Anteil intakter Plastiden war in dieser Fraktion sehr gering.
Das 3000 g-Sediment enthielt noch eine Vielzahl weiterer Zellbestandteile wie Zellkerne
und Mitochondrien. Diese wurden mit Hilfe eines Saccharosegradienten (30 %-45 %-60 %)
abgetrennt. Hierzu wurde das Sediment in Puffer B aufgenommen und auf den Saccha-
rosegradienten aufgetragen. Eine Zentrifugation bei 6000 g und 4 °C fiir 20 min fiihrte zu
einer Auftrennung des Gemisches im Gradienten. Intakte Chloroplasten sammelten sich
an der Grenzschicht zwischen 45 %-60% und beschidigte Chloroplasten an der Grenz-
schicht zwischen 30 %-45 %. Die Plastiden wurden aus diesen Grenzschichten vorsichtig

abgesaugt und konnten fiir weitere Versuche genutzt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung von

Shine-Dalgarno-Sequenz-Konstrukten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse Shine-Dalgarno-Sequenz (SD-Sequenz)-Varian-
ten untersucht, um den Einfluss dieser Sequenz auf die Translation in FEscherichia coli
und Plastiden von Nicotiana tabacum zu untersuchen. Hierzu wurde die 5’ UTR des Gens
10 des T7 Phagen (Ye et al., 2001) als Basis genutzt und durch Einfiihrung weiterer
SD-Sequenzen modifiziert. Mit Hilfe der Konstrukte sollten verschiedene Fragestellungen
bearbeitet werden.

Stellt die SD-Sequenz eine eineindeutige Ribosomenbindestelle dar? Um diese Frage zu be-
antworten wurden vier Konstrukte (Abb. 3.1) entworfen, die mit zwei (pOD 2 und pOD 6)
oder drei (pOD 3 und pOD 7) SD-Sequenzen eine Vervielfiltigung von potentiellen Ribo-
somenbindestellen zur Verfiigung stellten. Die Konstrukte pOD 6 und 7 enthielten simpel
aneinandergereihte SD-Sequenzen, um die Anzahl potentieller Bindestellen zu erhéhen.
Ribosomen decken ca. 35nt der gebundenen mRNA ab (Borisova et al., 1979; Steitz,
1969). Durch eine potentielle Bindung mehrerer Ribosomen gleichzeitig an der 5’ UTR
sollte eine Steigerung der Ribosomenkonzentration an der mRNA erreicht werden. Hier-
durch konnte sich eine potentielle Steigerung der Translationsinitiation ergeben. Hierfiir
wurden in pOD 2 und 3 (Abb. 3.1) SD-Sequenzen mit einem Abstand von 39 nt zueinander
eingefiigt.

Im Gegensatz zu den vorgenannten Konstrukten enthielten alle weiteren Konstrukte eine
oder mehrere Translationsinitiationsstellen. Diese bestanden aus einer SD-Sequenz als Ri-
bosomenbindestelle und einem Startcodon im Abstand von 8 nt (Kozak, 1983; Chen et al.,
1994). Im weiteren Verlauf der Beschreibung dieser Arbeit wird somit zwischen Riboso-
menbindestellen und Translationsinitiationsstellen unterschieden (Kozak, 1983; Vellano-
weth und Rabinowitz, 1992).

Entsprechend wurden zwei weitere Konstruktserien zur Untersuchung des Einflusses des
Status des Ribosoms hergestellt. Hierzu wurden Konstrukte mit kleinen ORF (offenes
Leseraster) in der 5’ UTR erzeugt. Hier wurde ebenfalls das Muster der Verdopplung
und Verdreifachung zur Steigerung der potentiellen Bindestellen angewandt. Die Kon-
strukte pOD4 und 5 enthielten zwei bzw. drei ORFs mit Startcodon und gleich dar-

auf folgendem Stopcodon (Abb. 3.1). Hierbei sollten Ribosomen einen Initiationskomplex
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Prrn SD GFP
pOD1
Prrn SD SD GFP Prrn SD SD SD GFP
pOD2 l»]-agmj—[ pOD3 1/‘]-39nt139ntu
Prrn SD SD GFP Prrn SD SD  SD GFP
pOD4 pOD5
ATGTAA ATGTAAYATGTAA
Prm QG GFP Prm 222 GFP
pOD6 pOD7
Prr SD  SD GFP Prm SD SD  SD GFP
pOD8 poD9 |,
ATGGGTTAA ATGGGTTAA ATGGGTTAA
Prrn SD SD TEV GFP Prrn SD SD SD TEV GFP
pOD11 pOD12
— ATG L ATG ATG
Prm SD TEV GFP
pOD13 1,
Prr SD SD TEV GFP Prrn - SD SD SD TEV GFP
pOD14 pOD15
— ATG l ATG ATG
Prrn SD SD GFP Prm SD SD SD GFP
pOD17 I |! pOD18 I |! |!
— ATG L ATG ~ATG
Prrn SD GFP
pOD19 L l
Prm SD SD GFP Prm SD D SD GFP
pOD20 pOD21
- ATG l ATG ATG
Prrn SD SD SD TEV GFP

SD
bl
ATG

0oD22
ooz |1

ATG

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Shine-Dalgarno-Sequenz-Konstrukte. Angegeben sind die
SD-Sequenzen (SD), Peptidase Schnittstelle (TEV), ein Teil des ribosomalen RNA Operon-Promotors
(Prrn) und des gfp Gens. ,,//“ stellt eine Aussparung von 27nt dar. pOD 19 enthélt im Gegensatz zu
pOD 1 keine Stopcodons in dieser Region und diente als Basis fiir pOD 20 und 21.

bilden. Anschliefsend besteht die Chance die nichste Translationsinitiationsstelle zu er-
kennen oder am Reportergen in einen Elongationskomplex iiberzugehen. Die Konstrukte
pOD 8 und 9 enthielten innerhalb der ORFs ein Glycincodon, wodurch Ribosomen in
einen Elongationskomplex iibergehen (Marshall et al., 2008). Diese Konstrukte dienten
der Untersuchung, inwiefern Ribosomen als Elongationskomplex in der Lage sind, ei-
ne Reinitiation der Translation durchzufiihren. Die letztgenannten Konstrukte konnten
ebenfalls rudimentére polycistronische Transkripte darstellen, da diese ebenfalls mehrere
ORFs innerhalb eines Transkripts beherbergen. Die folgenden Konstruktserien enthielten
ausschlielich Translationsinitiationsstellen. Untersucht werden sollte, ob eine Vervielfilti-
gung der Translationsinitiationsstellen zu einer Verstirkung der Translation fiihrt, indem

Ribosomen an mehreren Stellen der 5> UTR die Translation initiieren konnten. Es wurde
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das Muster der aneinandergereihten Initiationsstellen zur einfachen Vervielfiltigung der
potentiellen Binde- und Initiationstellen in den Konstrukten pOD 11, 12 sowie pOD 17
und 18 umgesetzt (jeweils zwei bzw. drei Initiationsstellen; Abb. 3.1). Da Ribosomen
bei der Bindung der 5’ UTR einen der Teil der mRNA abdecken, wurden auch fiir diese
Konstrukte mit Translationsinitiationsstellen in einem der Lénge der durch das Ribosom
verdeckten mRNA entsprechenden Abstand hergestellt und als pOD 14, 15 und pOD 20
und 21 bezeichnet. Somit war eine potentielle Erh6hung der Ribosomenkonzentration an
5’ UTRs mit Translationsinitiationsstellen gewéhrleistet. Die Nutzung der zusdtzlichen
Translationsinitiationsstellen hat N-terminale Verlingerungen zur Folge, die durch den
Grofenunterschied des resultierenden GFP nachgewiesen werden konnte.

Eine TEV-Schnittstelle (,tobacco etch virus®, Tabak—Atzvirus) in den Konstrukten pOD 11,
12, 14 und 15 ermoglichte die Abspaltung der heterogenen N-Termini, die aus der Nutzung
der verschiedenen Translationsinitiationsstellen hervor gehen. Zusammenfassend wurden

folgende Konzepte beim Entwurf der Konstrukte verfolgt:

i eine Erhohung der Anzahl von Ribosomenbindestellen (pOD 6 und 7)

ii Hinzufiigen von Nukleotiden, um eine gleichzeitige Bindung mehrerer Ribosomen

zu ermoglichen (pOD 2 und 3)

iii (i) und (ii) mit zusétzlichen Startcodons zur Erzeugung von vollstindigen Transla-
tionsinitiationsstellen (pOD 11-21)

a) mit Peptidaseschnittstelle (pOD 11-15)
b) ohne Peptidaseschnittstelle (pOD 17-21)

iv (iiib) mit auf das Startcodon folgendem Stopcodon zur Untersuchung der Reinitia-

tion nach erfolgter Initiation (pOD 4 und 5)

v (iv) mit kodierendem Codon (Gly) als Mini-ORF zur Untersuchung der Reinitiation
nach erfolgter Elongation (pOD 8 und 9)

Als Kontrollen dienten Konstrukte mit einer SD-Sequenz. Hierzu zéhlte pOD 1 mit der
5 UTR des Gens 10 des Phagen T7 (Ye et al., 2001) als Kontrolle fiir die Konstrukte pOD 2
bis pOD 9. Fiir alle Konstrukte mit TEV-Schnittstelle diente pOD 13 als Kontrolle, dass
die 5’ UTR des Gens 10 und die kodierende Sequenz fiir die TEV-Peptidaseschnittstelle
enthielt. Fiir Konstrukte ohne TEV-Schnittstelle, jedoch mit vervielfachten Translations-
initiationsstellen, diente pOD 19 als Kontrollkonstrukt. Dieses ist pOD 1 &hnlich, enthélt
jedoch keine Stopcodons 5’ der SD-Sequenz, die in den darauf aufbauenden Konstrukten
(pOD 20 und 21) zu einem Abbruch der Translation gefiihrt hétten.

Alle genannten Konstrukte wurden als synthetische Oligonukleotide in die 5’ UTR des
Reportergens gfp eingebracht (Kap. 2.5). Anschliefend konnten sie mit Hilfe des Transfor-
mationsvektors pRB 95 (Ruf et al., 2001) in E. coli und N. tabacum-Plastiden eingebracht

werden.

48



Ergebnisse

3.2 Plastidentransformation von N. tabacum

Der Transformationsvektor pRB 95 enthélt 5° und 3’ zur multiplen Klonierungsstelle zum
Plastidengenom von N. tabacum homologe Sequenzen, welche in Folge der Transformation
von N. tabacum-Plastiden zu homologer Rekombination zwischen Transformationsvektor
und Plastidengenom fiihren. Die im Rahmen dieser Arbeit in die multiple Klonierungs-
stelle eingebrachten Reportergenkonstrukte wurden so zusammen mit dem Selektionsmar-
kergen aadA in das Plastidengenom integriert.

Mit Hilfe biolistischer Transformation wurde junges Blattmaterial von N. tabacum cv. Pe-
tit Havanna mit den in Kapitel 3.1 beschriebenen Konstrukten transformiert (Kap. 2.6.1).
Um fiir alle Konstrukte mindestens zwei unabhéngige homoplasmatisch transplastomische
Linien zu erhalten, wurden zwei bis drei Regenerationsrunden auf Selektionsmedium be-
notigt. Der Nachweis eines homogenen Plastidengenoms erfolgte mit Hilfe des Nachweises
des in Abbildung 3.2 skizzierten Restriktionslingenpolymorphismus.

Hierfiir wurde von Pflanzen der homoplasmatischen Linien Blattproben genommen. Aus
diesen wurde Gesamt-DNA isoliert (Kap. 2.8.1) und diese mit dem Restriktionsenzym
Bglll geschnitten. Durch die Vielzahl an Schnittstellen in der genomischen DNA fiihrt
ein Verdau dieser zu keinem Bandenmuster nach Auftrennung in einem 1 %igen Aga-
rosegel. Ein Bandenmuster der plastidiren DNA ist ebenfalls nicht zu erkennen, das
die als ,,Schmier” getrennte genomische DNA {iberlagert. Es muss folglich das DNA-
Fragment, das das eingebrachte Konstrukt enthélt, mit einer spezifischen Sonde nach-
gewiesen werden (Kap. 2.9, Abb. 3.3). Mit der in Kap. 2.9 beschriebenen Sonde lisst
sich ein BglIl-Fragment nachweisen, das einen Teil des psaB-Gens und die genomische
Region bis zum Gen psbZ enthélt. Dieses Fragment erfihrt durch Integration des jeweili-
gen pOD-Konstrukts inklusive dem Selektionsmarkergen aadA eine Vergroferung um ca.
2,4kb (Abb. 3.2, 3.3).

Mit Hilfe von Samentests auf Selektionsmedium (Kap. 2.6.1) konnte die Homoplasmie des
transformierten Plastidengenoms bestétigt werden. Homoplasmatisch transplastomische
Mutterpflanzen brachten eine homogene F;-Population hervor, deren Keimlinge auf Selek-
tionsmedium vollstindig gegen das enthaltene Antibiotikum resistent waren (Abb. 3.4A,
C). Das Saatgut heteroplasmatischer Mutterpflanzen fithrt hingegen zu einer Mischung
von Keimlingen, die antibiotikasensitiv und -resistent waren. Diese waren durch die weife
Farbe der Keimblitter (Abb. 3.4B) zu erkennen.

Ein unerwartetes Ergebnis zeigte sich wihrend der Samentests. Die Transformanden zeig-
ten einen hellgriinen gescheckten Phéanotyp der Kotyledonen (Abb. 3.4), der jedoch in den
Laubbléttern nicht beobachtet werden konnte.

Durch Kreuzungen mit untransformierten Pflanzen konnte eine maternale Vererbung
nachgewiesen werden, was auf einen plastidenspezifischen Effekt schliefen ldsst. Der Pha-
notyp der Keimblétter korrelierte weder mit der Menge des akkumulierten GFP (Kap. 3.3.4)
noch mit der Transkriptmenge (Kap. 3.3.3) des Transgens gfp. Auch eine Abhéngigkeit
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Nt-ptDNA

trnfM
tnG
psbZ

psaB rps14 trnS psbC 1kb

Sonde

trnfM
Trps16
TpsbA
trnG

psbZ

psaB rps14

trnS psbC

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung eines Ausschnitts des Wildtypplastidengenoms und transfor-
mierten Plastidengenoms. Fiir diese Arbeit wesentliche Restriktionsschnittstellen sind schematisch darge-
stellt. Wihrend der Herstellung des Plasmids pRB 95 deletierte Schnittstellen sind in Klammern gezeigt.
aadA — Aminoglycosid-Adenylyltransferase, Prrn und Prrn-SD — ribosomaler RNA-Operon-Promotor
ohne und mit SD-Sequenz-Variantenn, TpsbA und Trps16 — Terminatoren der Gene psbA und rps16
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Abbildung 3.3: Nachweis transplastomischer Linien mittels Southern-Blot. BglII-geschnittene plastidére
DNA wurde in 1%igen Agarosegelen aufgetrennt und mit einer psaB-Sonde nachgewiesen. Die BgIII-
geschnittene DNA aus Wildtypproben (WT) und die der Kontrolltransformande (S5, Bock et al., 1994)
zeigte eine Bande bei 3,5 kb und transformierte Pflanzen ein Signal bei 5,9 kb.

des Phinotyps von der Art des Transgens konnte nicht beobachtet werden, da auch Trans-
formationen dhnlicher Konstrukte mit npt/l als plastidar kodiertes Transgen diesen teil-
weise zur Folge hatten (Juliane Neupert, persénliche Kommunikation). Zusétzlich konnte
dieser Phéanotyp nicht mit anderen Konstrukten erkannt werden, die auf pRB 95 als Trans-
formationsvektor und gfp als Transgen basierten — pDK 60 (Daniel Karcher, personliche
Kommunikation). Mit Hilfe von Sequenzierungen konnte ausgeschlossen werden, dass Mu-
tationen in der Homologieregion des Plasmids pRB 95 mit der entsprechenden Region im
Plastom als Ursache des Phénotyps in Frage kommen.

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten, wurden soweit mdoglich fiir wei-
tere Experimente nur Linien ausgewahlt, die den genannten Phénotyp in den Kotyledonen
zeigten. Fiir weitere Analysen wurden jedoch voll entwickelte Laubblitter verwendet.
Pflanzen der Linien, die mit den Konstrukten pOD 12 und 18 transformiert wurden, zeig-
ten helle Bereiche in den Laubbldttern (Abb. 3.5). Das Auftreten dieses Phianotyps korre-
lierte mit der gemessenen Proteinmenge in Extrakten aus Laubblattern (vgl. 3.3.4). Beide
genannten Konstrukte fiihrten in Tabak zu einer sehr hohen GFP-Akkumulation, woraus
sich eine leichte Toxizitdt des GFP in hohen Konzentrationen ableiteten liasst (Tab. 3.3).
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e 2

Abbildung 3.4: Samentests zur Bestitigung des homoplasmatischen Status einiger transgener Linien.
Ausgewihlte Samentests zeigen die Bestatigung der Homoplasmie von (A) pOD 17#10A-20, (B) Wildtyp,
(C) pOD 4#4A-20. Die Keimlinge wuchsen zwei Wochen auf RM-Medium (500 mg/ml Spectinomycin).

Abbildung 3.5: Der Phinotyp einiger Transformanden, der in voll ausgebildeten Laubblittern deutlich
wird. (A) Wildtyp, (B) pOD 18, (C) pOD 1. Transformanden des Konstrukts pOD 18 zeigen hellgriine
Laubblitter, wohingegen ein Grofsteil der weiteren erzeugten Transformanden wie pOD 1 den Wildtypp-
h&notyp zeigen.

3.3 Vergleich der Reportergenexpression in E. coli und

Tabakplastiden

Der Nachweis der gfp-Transkripte erfolgte nach Auftrennung in 1%igen denaturieren-
den Agarosegelen mit Hilfe von Hybridisierungen mit einer radioaktiv markierten gfp-
spezifischen Sonde (Kap. 2.9). Zusétzlich erfolgten Hybridisierungen mit Sonden (Kap. 2.9)
komplementér zur 16SrRNA. Die Expression der 16SrRNA wurde als konstant angenom-
men und diente daher als Referenz zur Kontrolle der gleichméfigen Beladung des de-
naturierenden Agarosegels. Unterschiedlich starke Hybridisierungssignale der 16SrRNA
waren auf eine ungleichméfige Beladung des Blots mit Gesamt-RNA zuriickzufiihren. Die
Hybridisierungssignale konnten mit Hilfe von ImageQuant (GE Healthcare) quantifiziert
werden. Die Signale, die aus der Hybridisierung mit einer GFP-spezifischen Sonde gewon-
nen wurden, wurden mit Hilfe der Werte aus der Hybridisierung mit einer 16S rRNA-

spezifischen Sonde normalisiert.

GFP — Signal
16SrRN A — Signal
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Anschlieffend wurden die gewonnenen relativen Werte mit dem als Referenz dienenden
Wert des Konstrukts pOD 1 ins Verhiltnis gesetzt.

relatives Signal pODzx

relatives Signal pOD1

Die Proteinakkumulation der FE. coli und Tabak-Transformanden wurde nach Isolation
des gesamten 16slichen Proteins mit Hilfe von Western-Blots (Kap. 2.11.3) nachgewiesen.
Der Nachweis des GFPs erfolgte mit Hilfe spezifischer Antikérper und Chemolumiszenz-
reaktionen, die mittels Schwirzung von Rontgenfilmen detektiert wurde. Die Schwirzung
wurde anschliefend analog zur Analyse der Transkriptakkumulation mit ImageQuant
quantifiziert. Die gewonnen Werte konnten darauf folgend zum Referenzkonstrukt pOD 1

in Relation gesetzt werden.

3.3.1 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die
gfp-Transkriptakkumulation in E. coli

Der Promotor des plastiddren ribosomalen RNA-Operons wurde auch in F. coli erkannt
und fiihrte zur Transkription des Transgens gfp. Die gfp-Transkriptmenge wurde mit Hilfe
von Northern-Blot-Analysen nachgewiesen (Kap. 2.9). Als Referenz diente eine zweite Hy-
bridisierung der Membran mit einer 16S rRNA-spezifischen Sonde (Tabelle in Kap. 2.9).
Hierdurch wurde es mdéglich, die relative gfp-Transkriptmenge zu bestimmen.

Es wurde deutlich, dass die Transkriptmengen abhéngig von der Konstruktidentitit zwi-

schen 2% und 136 % der Transkriptmenge in Bezug zu pOD 1 schwankten. Die relativen
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Abbildung 3.6: Northern-Blot-Hybridisierungen von gfp-Transkripten und der 16SrRNA verschiedener
SD-Sequenz-Konstrukte in E. coli nach Auftrennung der RNA in 1% denaturierenden Agarosegelen.
pRB 95 wurde als Kontrolle genutzt und entspricht dem leeren Transformationsvektor.

Transkriptmengen beziiglich des Referenzkonstrukts wurden in Tabelle 3.1 dargestellt.

Die Transkriptakkumulation des gfp-Gens verringerte sich in den meisten Transforman-
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den im Vergleich zum Expressionsniveau des Konstrukts pOD 1 (Abb. 3.6), jedoch nicht
in Transformanden der Konstrukte pOD 14, 20 und 21.

Die Anzahl der SD-Sequenzen hatte einen Einfluss auf die Akkumulation des gfp-Trans-
kripts. Im Vergleich der Konstrukte von drei Ribosomenbindestellen zu solchen mit zwei
Bindestellen zeigten Konstrukte mit vollstdndigen Translationsinitiationsstellen jedoch
nur eine geringe Abnahme der Transkriptmenge. Hierzu zdhlten die Konstrukte mit klei-
nen ORFs pOD4 und 5 (siehe Abb. 3.1), wo eine Reduktion um 5% beobachtet wurde,
was innerhalb der Messungenauigkeit liegt. In Konstrukten mit ein bzw. zwei glycinko-
dierenden ORFs (pOD 8 und 9) zeigte sich eine Verminderung von 21 %.

Enthielten die untersuchten Konstrukte nur SD-Sequenzen als Ribosomenbindestellen war
der Effekt der Anzahl dieser deutlich stérker. So fiihrte die erhéhte Anzahl in Konstrukten
mit Abstand zwischen den SD-Sequenzen (pOD 2 und 3) zu einer Abnahme von 44 % und
ohne Abstand (pOD 6 und 7) zu 58 % Reduktion der gfp-Transkriptmenge.

Eine vergroferte Zahl von kleinen ORFs hat einen geringeren Effekt als eine Vielzahl von
Ribosomenbindestellen in der 5’ UTR.

In den Konstrukten mit multiplen Translationsinitiationsstellen im Abstand von je 41 nt
hatte die Vervielfiltigung einen starken Abfall der gfp-Transkriptmenge zur Folge. In
den Konstrukten pOD 14, 15 und 22 (zwei bis vier Translationsinitiationsstellen) konnte
eine Verringerung um bis zu 98 % ermittelt werden. Die &hnlichen Konstrukte ohne TEV-
Peptidaseschnittstelle (pOD 20 und 21) zeigten hingegen ein vollig anderes Bild. Hier stieg
die gfp-Transkriptmenge mit zunehmender Anzahl der Translationsinitiationsstellen um
21 % im Vergleich zueinander an.

Konstrukte mit TEV-Schnittstelle zeigten einen Abfall der Transkriptmenge, Konstrukte
ohne Peptidaseschnittstelle einen Anstieg der Akkumulation des gfp-Transkripts.

Eine direkte Aneinanderreihung von Translationsinitiationsstellen in den Konstrukten
pOD 11, 12 sowie pOD 17 und 18 (Abb. 3.1) hatte einen leichten Anstieg der Transkript-
akkumulation mit zunehmender Anzahl der Initiationsstellen zur Folge. So akkumulierte
pOD 12 46 % und pOD 18 31 % mehr gfp-Transkript als pOD 11 bzw. pOD 18.

Der Vergleich der Konstrukte, die nur eine SD-Sequenz enthalten, zeigte ebenfalls Un-
terschiede in der Akkumulation des gfp-Transkripts. pOD 13, das die Gen 10 5’ UTR mit
einer TEV-Erkennungsstelle kombiniert, erreichte nur 55 % der mRNA-Menge von pOD 1.
Einzelne Nukleotidaustausche in der 5’ UTR entfalten hingegen nur einen geringen Effekt,
da im Konstrukt pOD 19 die Entfernung von potentiellen Stopcodons 5’ der SD-Sequenz
zu einer Akkumulation von 90 % der gfp-Menge fiihrte.

3.3.2 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die

Proteinakkumulation von GFP in E. coli

Die Proteinakkumulation in den verschiedenen E. coli-Transformanden wurde mit Hilfe
von Western-Blots (Kap. 2.11.3) bestimmt und ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Hierbei
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Tabelle 3.1: gfp-Transkriptmenge und GFP-Akkumulation in E. coli fiir jedes Konstrukt im Verhéltnis
zum Konstrukt pOD 1 normalisiert auf den Gehalt der 16SrRNA.

RNA Protein

Name pODx/pOD1 pODx/pOD1 Effizienz

pOD1 1,00 1,00 1,00

pOD 2 0,66 0,81 1,23

pOD 3 0,56 0,78 1,39

pOD4 0,20 0,01 0,05

pOD5 0,19 0,06 0,31

pOD6 0,24 0,12 0,49

pOD 7 0,10 0,05 0,48

pOD S8 0,14 0,01 0,05

pOD9 0,11 0,05 0,47

pOD 11 0,37 0,62 1,68

pOD 12 0,54 0,73 1,36

pOD 13 0,55 0,06 0,10

pOD 14 1,35 1,35 1,00

pOD 15 0,11 1,70 14,94

pOD 17 0,39 0,72 1,84

pOD 18 0,51 1,25 2,47

pOD 19 0,90 1,11 1,23

pOD 20 1,12 1,26 1,13

pOD 21 1,36 1,40 1,03

pOD 22 0,02 1,68 71,10
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Abbildung 3.7: GFP-Akkumulation in FE. coli, die mit Hilfe eines Western-Blots nachgewiesen wurde.
Unterschiedliche Mengen an aufgetragenem gesamtloslichen Protein sind jeweils fiir jede Probe angegeben.
Als Kontrolle diente E. coli transformiert mit leerem pRB 95.

zeigte sich, dass wie fiir die Transkriptmengen eine grofe Fluktuation iiber die Konstrukt-
varianten erkannt werden kann (Tab. 3.1). Bezogen auf die Proteinmenge des Konstrukts
pOD 1 kommt es zu Schwankungen zwischen 1% (pOD 8) und 170 % (pOD 15).
Konstrukte, die keine Vervielfachung von Translationsinitiationsstellen enthielten, die di-
rekt zur Translation des gfp fiihrten (pOD 2 bis pOD9), hatten eine Verringerung der
Proteinakkumulation im Vergleich zum Referenzkonstrukt (pOD 1) zur Folge. Im Gegen-
satz dazu fiihrte die Einfiihrung von multiplen Translationsinitiationsstellen in nahezu
allen Konstrukten zu einer Erh6hung der GFP-Menge.

Die Erh6hung der Anzahl der Ribosomenbindestellen bzw. Translationsinitiationsstellen
hatte in F. coli einen Effekt auf die GFP-Akkumulation. So fiihrten direkt aneinanderge-
reihte Ribosomenbindestellen (pOD 6 und 7; Abb. 3.1) in E. coli im Vergleich der beiden

Varianten zueinander zu einer Verringerung der Akkumulation um 58 %. Ribosomenbinde-
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Tabelle 3.2: Relative Anteile der aus der Nutzung von verschiedenen Translationsinitiationsstellen resul-
tierenden GFP-Varianten an der gesamten GFP-Akkumulation der jeweiligen E. coli-Transformanden.
Die Nummerierung erfolgt in 3°’—5’ Richtung, wodurch die erste SD-Sequenz, die der GFP kodierenden
Region néchstliegende ist.

Konstrukt  SD-Position Anteil an der
33— GFP-Akkumulation

49,26 %
50,74 %

40,41 %
31,08%
28,52 %

14,73 %
85,27 %

15,57 %
51,98 %
32,46 %

11,71 %
54,02 %
11,28 %
22,99 %

56,14 %
43,86 %

49,11 %
20,10 %
30,80 %

32,20%
67,80 %

20,75 %
46,49 %
32,76 %

—

pOD 11

pOD 12

pOD 14

pOD 15

pOD 22

pOD 17

pOD 18

pOD 20

pOD 21

W N = N W N = N = 02 DN — LN = N = LN N

stellen, die die gleichzeitige Bindung mehrerer Ribosomen an die 5’ UTR erlauben (pOD 2
und 3), fiihrten mit steigender Anzahl der Ribosomenbindestellen zu einer nahezu gleich-
bleibenden Proteinakkumulation des Reporterproteins (Tab. 3.1). Im Vergleich zu Kon-
strukten mit direkt aneinandergereihten Ribosomenbindestellen erreichten Konstrukte,
die eine erhohte Ribosomenkonzentration erzielen sollten, eine deutlich hohere Protein-
akkumulation. So erzielten die Konstrukte pOD 2 und 3 ca. 80 % des Referenzkonstrukts,
jedoch pOD 6 und 7 nur ca. 8 %.

Kleine ORFs in der 5’ UTR entfalten bei Vervielfiltigung einen &hnlichen Effekt. So stieg
die Proteinakkumulation bei einem ORF im Vergleich zu zwei ORFs an. Dieser Anstieg
war unabhéngig davon, ob der ORF ein Glycincodon oder kein Codon enthielt (pOD 8,
9 und pOD4, 5; Abb. 3.1). Beide Konstruktserien fiihrten zu eine fiinf- bis sechsfachen
Proteinakkumulation bei Verdreifachung der Translationsinitiationsstellen im Vergleich

zur Verdopplung. Die Akkumulation im Vergleich zum Referenzkonstrukt pOD 1 lag mit
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im Durchschnitt 3 % sehr niedrig.

Bei einer Vervielfachung der Translationsinitiationsstellen konnte mit zunehmender An-
zahl dieser eine Verstiarkung der Translation ermittelt werden. Aneinandergereihte Trans-
lationsinitiationsstellen fiihrten bei einer Verdreifachung zu einer stirkeren Proteinakku-
mulation als bei einer Verdopplung. Bei den Konstrukten mit TEV-Erkennungssequenz
fiihrte die Verdreifachung (pOD 12) zu einem Anstieg der Proteinakkumulation um 18 %
im Vergleich zur Verdopplung der Translationsinitiationsstellen (pOD11). Ohne TEV-
Peptidaseschnittstelle war der Effekt mit einem Anstieg von 74 % deutlich starker aus-
geprigt. Konstrukte, die eine erhohte Ribosomenkonzentration durch gleichzeitige Bin-
dung an der 5’ UTR erlaubten, zeigten dhnliche Effekte. Mit kodierter TEV-Schnittstelle
(pOD 14 und 15) konnte eine Steigerung um 26 % und ohne diese Erkennungssequenz
(pOD 20 und 21) eine Steigerung um 11 % ermittelt werden.

Im Vergleich der Konstrukte, die nur eine SD-Sequenz enthalten (pOD1, 13 und 19),
konnte ebenfalls ein Effekt der TEV-Erkennungssequenz erkannt werden. So zeigte das
Konstrukt mit Gen 10 5’ UTR und TEV-Sequenz einen Riickgang der Proteinakkumulati-
on um 94 %. Im Gegensatz hierzu hatten einzelne Nukleotidaustausche zur Ausschaltung
von Stopcodons im Konstrukt pOD 19 (Abb. 3.1) nur einen geringen Einfluss und verur-

sachten eine Steigerung der GFP-Menge um 10 %.

Fiir Konstrukte mit multiplen Translationsinitiationsstellen konnte mit Hilfe des Western-
Blots gezeigt werden, dass diese in unterschiedlichem Mafe genutzt wurden. So zeigte das
Konstrukt pOD 14 ein Bandenmuster, das eine sehr starke Nutzung (85 %) der strang-
aufwirts gelegenen SD-Sequenz und nur eine sehr schwache Nutzung (15%) der Trans-
lationsinitiationsstelle, die im Konstrukt pOD 13 ebenfalls zu finden ist, erkennen liefs
(Tab. 3.2). Um einen Effekt des N-Terminus auf die GFP-Akkumulation in pOD 14 sowie
allen weiteren Konstrukten mit multiplen Translationsinitiationsstellen auszuschliefen,
wurde sichergestellt, dass der N-Terminus an den ersten zwei Positionen die gleiche Ami-
nosduresequenz enthilt. Ein dhnliches Bandenmuster zeigte die pOD 15-Transformande.
Hier konnte eine zuséitzliche Bande erkannt werden, die der dritten Translationsinitiati-
onsstelle zuzuschreiben war. Diese Bande war im Konstrukt pOD 22 stark abgeschwécht,
wobei jedoch eine zusétzliche starke Bande entsprechend der vierten SD-Sequenz zu be-
obachten war. Das Verhiltnis in den beiden letztgenannten Konstrukten betrug 5 —3’
32 %-52 %16 % in pOD 15 und 23 %-11 %54 %11 % in pOD 22. Ein ahnliches Muster
wie in pOD 14 und 15 liek sich fiir die Konstruktreihe pOD 19 bis 21 erkennen. Hier
zeigte sich jedoch, dass die von pOD 19 bereitgestellte Translationsinitiationsstelle eine
deutlich stirkere Nutzung erfuhr als die von pOD 13 in der Reihe von pOD 13 bis 15 so-
wie pOD 22. Deshalb trug die 3’ gelegene Translationsinitiationsstelle deutlich stirker zur
GFP-Gesamtmenge in pOD 20 (68 %32 %) und 21 (32 %46 %20 %) bei.

Fiir pOD 11 und 12 konnte kein Muster erkannt werden, dass eine unterschiedlich starke

Nutzung der SD-Sequenzen nahe legte. Hier waren alle beobachteten Banden im Western-
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Blot ungefihr gleich stark. So zeigte das Konstrukt pOD 11 eine Verteilung von 50 %-50 %
und die GFP-Akkumulation des Konstrukts pOD 12 ein Verhéltnis von 29 %-31 %-40 %.
Ein davon abweichendes Bild zeigten die Konstrukte pOD 17 und 18. Hier liefen sich Un-
terschiede in der Nutzung der SD-Sequenzen erkennen 5'—3’ 44 %-56 % (pOD 17) und
30 %—20 %50 % (pOD 18). In pOD 17 ist die Bande, die der Nutzung der 5’SD-Sequenz
entspricht geringfiigig schwicher als die der 3’ SD-Sequenz. In der Probe des Konstrukts
pOD 18 waren die Banden, die der Nutzung der 5 und 3’ Translationsinitiationsstelle
entsprachen, ungefahr gleich stark. Die schwache Bande, erkennbar zwischen den beiden
starken Banden (Abb. 3.7) in der Probe pOD 18, resultiert aus der Translationsinitiation

an der mittleren SD-Sequenz.

3.3.3 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die
gfp-Transkriptakkumulation in N. tabacum
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Abbildung 3.8: Northern-Blot-Hybridisierungen von gfp-Transkripten und der 16S rRNA verschiedener
SD-Sequenz-Konstrukte in N. tabacum. Als Vergleichslinie wurden Pflanzen der Linie S5 genutzt. WT
entspricht dem Wildtypkultivar Petit Havanna. Die obere Bande der Hybridisierung mit der GFP-Sonde
stellt Durchlesetranskripte dar, die durch unvollstindige Termination der RNA-Polymerisation gebildet
werden.

Die Transkriptmenge des gfp-Gens wurde mit Hilfe von Northern-Blots (Abb. 3.8) ana-
log zu den Transkriptmengen in FE. coli bestimmt. Nach Hybridisierung mit einer gfp-
spezifischen Sonde konnten zwei Banden detektiert werden. Hier zeigte sich, dass die
Termination der Transkription am rpsi6-Terminator nicht vollstindig verlduft. Die zwei-
te Transkriptspezies beinhaltet die Sequenz bis zum 3’ liegenden Gen der tRNA-fMet.
Weiterhin zeigte sich, dass es zu starken Unterschieden in der Transkriptakkumulation
im Vergleich der verschiedenen Konstrukte kam. Im Vergleich zu pOD 1 konnten Men-

genunterschiede von 8% bis zu > 250 % beobachtet werden (Tab. 3.3), was eine grofkere
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Schwankungsbreite als in E. coli darstellt.

Im Vergleich der Konstrukte mit steigender Anzahl der SD-Sequenzen zeigten sich deutli-
che Unterschiede. Die gfp-Transkriptmenge der Konstrukte pOD 2 und pOD 3 sowie pOD 6
und pOD 7, die eine Vervielfachung der Ribosomenbindestellen enthielten (Abb. 3.1), zeig-
ten eine Verringerung der Transkriptakkumulation um 14 % bzw. 11 % mit steigender
Anzahl der SD-Sequenzen. Hierbei spielte der Abstand der SD-Sequenzen eine unterge-
ordnete Rolle.

Uneinheitliche Ergebnisse lieferten die Konstrukte, die Start-Stopcodonkombinationen
(kleine ORFs) enthielten. Fiir das Konstrukte pOD 5 konnte eine um 69 % verringerte
gfp-Transkriptmenge im Vergleich zu pOD 4 ermittelt werden, wohingegen das Konstrukt
pOD 9 im Vergleich zu pOD 8 eine verstirkte Transkriptakkumulation um 34 % aufwies
(Tab. 3.3). Erstere Konstruktserie enthielt leere ORFs in der 5’ UTR, letztere enthielt ein
Glycincodon in den ORFs.

Konstrukte, die vollstindige Translationsinitiationsstellen enthielten, zeigten ebenfalls un-
einheitliche Ergebnisse. So zeigte sich fiir die Konstrukte, die eine Vervielfachung der
Translationsinitiationsstellen mit 41 nt Abstand enthielten, eine Abnahme der RNA-Akku-
mulation um 87 % im Vergleich zwischen pOD 20 und 21. Im Gegensatz hierzu konnte eine
Zunahme um 164 % fiir pOD 14 im Vergleich zu pOD 15 beobachtet werden. Der Unter-
schied zwischen diesen SD-Sequenz-Varianten ist die zusétzlich zu den Translationsinitia-
tionsstellen enthaltene TEV-Sequenz.

In Konstrukten, die dicht aufeinander folgende Translationsinitiationsstellen enthielten,
konnte eine gleichartige Abhéngigkeit der gfp-Transkriptakkumulation von der Anzahl der
Initiationsstellen gemessen werden. Fiir die Konstrukte pOD 11 und 12 war die Zunahme
jedoch deutlich starker mit einer 21-fachen Zunahme gegeniiber einer Erhohung der Tran-
skriptmenge um 110 % im Vergleich pOD 11 zu 12 bzw. pOD 17 zu 18.

Wurden die Konstrukte pOD 1, pOD 13 und pOD 19 verglichen (Abb. 3.1), fiel auf, dass
auch hier deutliche Unterschiede in der gfp-Akkumulation auftraten. So erhéhte sich die
RNA-Menge des Konstrukts pOD 13 im Vergleich zu pOD 1 um 21 % und die des Kon-
strukts pOD 19 um 120 %.

3.3.4 GFP-Akkumulation in Plastiden von N. tabacum in

Abhadngigkeit von verschiedenen SD-Sequenz-Varianten

Die Proteinakkumulation von GFP in transformierten Pflanzen unterlag ebenso wie in
E. coli starken Schwankungen im Vergleich der verschiedenen Konstrukte. So zeigte sich
eine Schwankungsbreite von keiner messbaren Akkumulation (pOD 13) bis hin zu einer
fiinffachen Menge an GFP (pOD 12) im Vergleich zu pOD 1.

In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse dargestellt. Es ist zu be-
achten, dass fiir einzelne Proben eine hohere bzw. niedrigere Menge an gesamtloslichem

Protein aufgetragen werden musste, um die Nachweisgrenzen des Western-Blots einzu-
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Tabelle 3.3: gfp-Transkriptmenge fiir jedes Konstrukt im Verhéltnis zum Konstrukt pOD 1 in N. tabacum
(normalisiert auf den Gehalt der 165rRNA)

RNA Protein
Name pODx/pOD1 pODx/pOD1 Effizienz
pOD1 1,00 1,00 1,00
pOD 2 1,57 1,12 0,71
pOD 3 1,36 0,92 0,68
pOD4 1,72 0,62 0,36
pOD5 0,53 0,19 0,36
pOD6 1,06 0,71 0,67
pOD 7 0,95 0,19 0,20
pOD 8 1,49 0,02 0,01
pOD9 2,00 0,03 0,02
pOD11 0,08 0,01 0,19
pOD 12 1,72 5,08 2,96
pOD 13 1,21 0,00 0,00
pOD 14 0,14 0,07 0,47
pOD 15 0,37 0,15 0,40
pOD 17 1,21 1,29 1,07
pOD 18 2,53 4,09 1,62
pOD 19 2,20 1,01 0,46
pOD 20 2.23 2,01 0,90
pOD 21 0,28 0,37 1,32

halten. Die Daten der Quantifizierung mit Hilfe von ImageQuant sind in Tabelle 3.3
zusammen mit den Daten zur RNA-Akkumulation zusammengefasst und im Verhéltnis
zum Referenzkonstrukt pOD 1 dargestellt.

Mit Zunahme der Anzahl an SD-Sequenzen konnte, in Konstrukten mit einer einfachen
Vervielfiltigung dieser, eine Abnahme der GFP-Akkumulation beobachtet werden. Es
zeigten pOD 2 verglichen mit pOD 3 sowie pOD 6 im Vergleich zu pOD 7 (Abb. 3.1) eine
Abnahme der GFP-Akkumulation von 18 % bzw. 73 % (Abb. 3.9). Fiir Konstrukte mit
Translationsinitiationsstellen in Kombination mit Stopcodons zeigte sich eine Abnahme
der Proteinmenge von 70 % zwischen pOD 4 und pOD 5. Da die GFP-Akkumulation der
Konstrukte pOD 8 und pOD9 am Rand der Nachweisgrenze lag, konnte hierfiir keine
verléssliche Aussage iiber die Menge an GFP getroffen werden. Ein Anstieg der Prote-
inmengen von GFP konnte in nahezu allen Konstrukten mit vollsténdigen Translations-
initiationsstellen im Vergleich der Konstrukte mit zwei zu drei Initiationsstellen erkannt
werden. Wurden die entsprechenden Translationsinitiationsstellen dicht aufeinander fol-
gend in die 5’ UTR eingefiigt, erhohte sich die GFP-Akkumulation in den Konstrukten
pOD 11 im Vergleich zu pOD 12 von einem nicht messbaren Wert auf das Fiinffache des
Referenzwertes von pOD 1. In pOD 17 verglichen mit pOD 18 erfolgte ein Anstieg auf das
dreifache. Wurde ein Abstand von 41 nt zwischen den Translationsinitiationsstellen einge-
fiigt, zeigte sich ein differenzierteres Bild. So konnte im Vergleich der Konstrukte pOD 14
und 15 eine Verdopplung der GFP-Akkumulation gemessen werden. Entgegengesetzt dazu
erreichte das Konstrukt pOD 21 nur 18 % der in pOD 20 gebildeten Proteinmenge.
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Im Vergleich der Konstrukte, die &hnlich zum Referenzkonstrukt waren (Abb. 3.1), lie-
fsen sich wie in E. coli wesentliche Unterschiede in der Proteinakkumulation erkennen
(vgl. Kap. 3.3.2). pOD 13, das im Vergleich zum Referenzkonstrukt pOD 1 eine TEV-
Erkennungssequenz enthielt, erzielte eine nicht messbare GFP-Akkumulation. pOD 19
hingegen mit Nukleotidaustauschen 5’ der einzigen SD-Sequenz erreichte eine gleich hohe

Proteinmenge wie pOD 1. Wihrend eine Vervielfiltigung von SD-Sequenzen zur gleichzei-
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Abbildung 3.9: GFP-Akkumulation in N. tabacum, die mit Hilfe von Western-Blots nachgewiesen wurde.
Die Mengen an aufgetragenem gesamtltslichen Protein sind fiir jede Probe angegeben.

tigen Bindung mehrerer Ribosomen in pOD 2 und pOD 3 noch zu einer zu pOD 1 vergleich-
baren Proteinakkumulation fiihrte, variierte die Gesamtmenge an GFP bei den anderen
getesteten Konstrukten stark im Vergleich zu pOD 1 (Tab. 3.3). In pOD 6 und pOD 7, die
direkt aneinandergereihte SD-Sequenzen enthielten und damit eine vergroferte Anzahl
von potentiellen Ribosomenbindestellen enthielten, konnten jedoch nur 70 % bzw. 19%
des Proteingehalts des Referenzkonstrukts pOD 1 nachgewiesen werden.

Fiir Konstrukte, die Translationsinitiationsstellen in Kombination mit Stopcodons enthiel-
ten, wurden ebenfalls sinkende GFP-Akkumulationen ermittelt. So zeigten die Konstrukte
pOD 4 und pOD 5, die leere ORFs enthielten, eine Akkumulation von nur 62 % bzw. 20 %
des Referenzkonstrukts pOD 1. pOD 8 und pOD 9 lagen hingegen mit einer extrem niedri-
gen Proteinmenge am Rand der Nachweisgrenze und konnten nicht quantifiziert werden.
In pOD 8 und 9 hatte die Translation des Dipeptids fMet-Gly offenbar einen negativen
Effekt auf die Translation des GFP-Leserasters.

Konstrukte, die vollstdndige Translationsinitiationsstellen enthielten, die dicht aufeinan-
der folgend in die 5’ UTR eingefiigt wurden, zeigten eine sehr hohe Proteinakkumulation

im Vergleich zu pOD 1, insbesondere wenn drei SD-Sequenzen vorhanden waren. So akku-
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Tabelle 3.4: Die relativen Anteile der aus der Nutzung von verschiedenen Translationsinitiationsstel-
len resultierenden GFP-Varianten an der gesamten GFP-Akkumulation der jeweiligen N.teabacum-
Transformanden. Die Nummerierung erfolgt in 3’—5’ Richtung, wodurch die erste SD-Sequenz, die der
GFP-kodierenden Region nichstliegende ist. Banden, die mit NA bezeichnet wurden, ergaben in der
Quantifizierung keine messharen Werte.

Konstrukt SD-Position Anteil an der
33—y GFP-Akkumulation

NA
100 %

5,78 %
18,34 %
75,88 %

NA
100 %

NA
55,93 %
44,07 %

40,01 %
59,99 %

4,43 %
17,75 %
77,82 %

19,90 %
80,10 %

2,38 %
71,26 %
26,35 %

—_

pOD 11

pOD 12

pOD 14

pOD 15

pOD 17

pOD 18

pOD 20

pOD 21

W N = N = W N = N = W N = N = W N =N

mulierten pOD 12 und 18 die fiinffache bzw. vierfache Menge an GFP. Wurde ein Abstand
zwischen die Translationsinitiationsstellen von 41 nt eingefiigt, ergab sich kein klares Bild.
So konnte fiir die Konstrukte pOD 14 und 15 eine GFP-Menge von lediglich ca. 10 % im
Vergleich zu pOD 1 ermittelt werden, wohingegen die Konstrukte pOD 20 und 21 eine
Proteinmenge von 200 % bzw. 37 % des Referenzkonstrukts erreichten.

Ebenso wie in E. coli fiihrten multiple Translationsinitiationsstellen zur Bildung verschie-
dener GFP-Varianten. Diese enthielten N-terminale Verldngerungen, wodurch sie sich mit
Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese auftrennen und einzeln quantifizieren liefen
(Tabelle 3.4). In Pflanzen, die mit dem Konstrukt pOD 11 transformiert wurden, konnte
nur die GFP-Variante, die aus der Nutzung der 5’ SD-Sequenz resultierte, nachgewiesen
werden (Abb. 3.9). Die 3’ SD-Sequenz erfuhr ebenso in pOD 12 eine sehr geringe Nutzung.
Hier zeigte die Translationsinitiationsstelle am 5" Ende des Konstrukts die stirkste Nut-
zung. Diese betrug ca. 76 %, wobei die zweite Translationsinitiationsstelle mit 18 % und
die 3’ gelegene SD-Sequenz mit 6 % zur Gesamtmenge an GFP beitrugen. Keine messbare
Nutzung der 3’ SD-Sequenz konnte in pOD 14 festgestellt werden. Dies lieft auf eine sehr

schwache oder keine Nutzung der SD-Sequenz schlieften, die als einzelne SD-Sequenz in
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pOD 13 vorhanden war, was konsistent mit der geringen Effizienz von pOD 13 war. In dem
Konstrukt pOD 15 zeigte sich ein &dhnliches Verhalten. Hier trugen nur die beiden 5’ gele-
genen SD-Sequenzen zur GFP-Akkumulation mit 44 % bzw. 56 % bei. Fiir die Konstrukte
pOD 17 bis 20 zeigte sich ein dhnliches Bild wie in den schon beschriebenen Konstruk-
ten, da auch hier die 5’ Translationsinitiationsstelle am stirksten zur GFP-Akkumulation
beitrug. So zeigte sich fiir die Konstrukte pOD 17 und 18 eine Langenverteilung von 60 %-—
40 % bzw. 78 %-18 %4 %(5’— 3'; Abb. 3.9). Im Konstrukt pOD 20 fiihrten die Translati-
onsinitiationsstellen, die eine Bindung mehrerer Ribosomen an der 5’ UTR ermdglichten,
zu einer Verteilung von 80 %—20 %. Die Translationsinitiationsstelle, die in pOD 20 zu ei-
ner starken Proteinakkumulation fiihrte, wurde auch in pOD 21 mit 71 % am stirksten
genutzt. Die Translation der verschiedenen GFP-Varianten fiihrte in diesem Konstrukt
zu einer Verteilung von 26 %71 %-2 %. Im Vergleich zu pOD 15, das pOD 21 bis auf die
TEV-Erkennungssequenz entspricht, kam es so zu einer Verschiebung der vorrangigen

Nutzung von der 5’ gelegenen SD-Sequenz zu der mittleren Initiationsstelle.

3.4 Einfluss der RNA-Faltung auf die

Translationsinitiation

Die Sekundéarstruktur der 5’ UTR besitzt einen wesentlichen Einfluss auf die Stabilitat und
Zugénglichkeit der RNA fiir Ribosomen (Neupert et al., 2008). Eine in vivo-Bestimmung
der RNA-Struktur war im Rahmen dieser Arbeit und ist generell nur mit grofem Auf-
wand nicht méglich. Aus diesem Grund wurde die Sekundérstruktur der 5 UTR mit Hilfe
des Programms mfold 3.2 (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003) bestimmt. Diese in silico
Methode dient ebenfalls der Abschitzung der freien Enthalpie der berechneten Sekun-
dérstruktur bei 37°C (Standardparameter). Als Grundlage der Berechnung wurde die
RNA-Sequenz genutzt, die vom Transkriptionsstart bis einschlieflich des Startcodons von
GFP reicht. Dies wurde auch bei Vorhandensein einer TEV-Erkennungssequenz beibe-
halten, weshalb die in silico gefaltete Sequenz wesentlich durch diese Sequenz verlangert
wurde. Es handelt sich in den verschiedenen Konstrukten (z.B. pOD 15 oder 22) nicht
um die reine 5’ UTR, da Teile dieser Sequenz ausgehend von 5’ gelegenen Startcodons
translatiert wurden.

Fiir die verschiedenen Konstrukte ergaben sich deutlich verschiedene Werte der Faltungs-
enthalpien, die in Tabelle 3.5 angegeben sind. Die in silico gewonnenen Sekundéarstruktu-
ren sind im Anhang (Abb. A.1 - A.20) dargestellt.

Die Werte der freien Enthalpie variierten sehr stark in Abhéngigkeit der Konstrukte. Den
hochsten Wert erreichte das Konstrukt pOD 4 (-12,80kJ/mol), den niedrigsten pOD 22 (-
44,99 kJ /mol), was eine deutlich stabilere Sekundérstruktur in pOD 22 impliziert. Dieser
Wert ergibt sich jedoch nicht durch eine grofte Stamm-Schleifen-Struktur, sondern durch

eine Vielzahl kleiner doppelstrangiger Bereiche.
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Tabelle 3.5: Freie Faltungsenthalpien der untersuchten Konstrukte unter Standardbedingungen von
mfold 3.2 (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003)

Konstruktname  freie Enthalpie Lange der 5’ UTR

(AG in kJ/mol) (bp)
pOD1 -13,80 79
pOD 2 220,48 125
pOD 3 -30,08 171
pOD 4 212,80 103
pOD 5 220,84 127
pOD 6 -14,40 89
pOD7 -15,60 99
pOD 8 219,80 106
pOD 9 222,30 133
pOD 11 292,11 127
pOD 12 226,12 148
pOD 13 -23,80 106
pOD 14 -31,91 154
pOD 15 -35,53 202
pOD 17 118,20 100
pOD 18 216,43 121
pOD 19 -16,60 79
pOD 20 -28 127
pOD 21 230,79 175
pOD 22 -44,99 250

Um den Effekt unterschiedlicher Lingen der betrachteten 5’ UTR auszugleichen, wurde die
freie Enthalpie auf die betrachtete Nukleotidzahl bezogen. So erreichten Konstrukte, die
wie das Referenzkonstrukt pOD1 (-0,174kJ/(molxbp)) nur eine SD-Sequenz enthalten,
sehr niedrige Werte. So ergab pOD 13 den sehr niedrigen Wert von -0,224 kJ /(molxbp)
und pOD 19 -0,21 kJ /(molxbp).

Mit zunehmender Lénge der 5’ UTR zeigte sich ein Trend zu niedrigeren Faltungsenthal-
pien. Dies zeigte sich am Beispiel von pOD 11 und 12 mit -22,1 kJ/mol bzw. 26,1 kJ/mol.
Diese Konstrukte enthielten vervielfiltigte Translationsinitiationsstellen, die direkt auf-
einander folgten. Fiir die &hnlichen Konstrukte pOD 17 und 18 traf diese Abnahme der
freien Enthalpie jedoch nicht zu. Bei diesen Konstrukten nahm die freie Enthalpie mit
zunehmender Linge der 5’ UTR zu.

Fiir nahezu keines der Konstrukte konnte eine stabile Sekundarstruktur ermittelt wer-
den, die eine oder mehrere SD-Sequenzen einbezog. Einzige Ausnahme bildete das Kon-
strukt pOD 3, fiir das ein ldngerer doppelstriangiger Bereich ermittelt wurde, der zwei
SD-Sequenzen umfasste (Abb. A.3). Jedoch konnte im Vergleich zu pOD 2 (Abb. A.2),
wo eine dhnliche Struktur nicht simuliert wurde, weder in Plastiden noch in FE. coli ein

auffilliger Unterschied in der Translationsinitiationseffizienz oder RNA-Stabilitdt beob-
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achtet werden (Tab. 3.1, Tab. 3.3).

Am Beispiel von pOD 12 (Abb. 3.1) konnte erkannt werden, dass die simulierte Sekundér-
struktur weder in E. colt noch in Plastiden einen wesentlichen Einfluss auf die Erkennung
einzelner SD-Sequenzen hat. So konnte in Abbildung A.11 (S. 128) im Bereich der zweiten
SD-Sequenz ein groferer einzelstringiger Bereich erkannt werden. Jedoch zeigte sich keine
bevorzugte Nutzung der zugehorigen Translationsinitiationsstelle in F. coli oder Plastiden
von Tabak (Tab. 3.2 (S. 55), Tab. 3.4 (S. 61)).

3.5 Zusammenfassung der Transkriptions- und
Translationsdaten zur Translationseffizienz in

beiden untersuchten Systemen

Nach Bestimmung der Transkriptmenge des gfp-Gens und der Proteinmenge war es mog-
lich, eine Gesamteffizienz der Translationsinitiation zu bestimmen. Hierzu wurden die auf
das Referenzkonstrukt pOD 1 bezogenen Daten genutzt. Die RNA- und Proteindaten wur-
den verrechnet, um Effekte unterschiedlicher RNA-Mengen auf die Proteinakkumulation
auszugleichen. Eine verringerte Transkriptmenge lief sich bei gleichbleibender Proteinak-
kumulation als eine Erh6hung der Initiationseffizienz interpretieren. Die Berechnung der

Effizienz erfolgte nach folgender Formel:

Protein pODx/pOD1
RNA pODz/pOD1

3.5.1 Untersuchung der Translationseffizienz in E. coli

Tabelle 3.6: Translationsinitiationseffizienz in Abhéngigkeit der Anzahl der SD-Sequenzen in E. coli.

Name Effizienz relative Verdnderung
2SD  3SD

pOD2,3 123 1,39 1,13
pOD4,5 005 031 62
pOD6,7 049 048 0,98
pOD8,9 005 047 94
pOD11,12 1,68 1,36 0,80
pOD 14,15 1 14,94 15
pOD 15,22 14,94 71,10 4,76
pOD17,18 184 247 1,34
pOD20 21 1,13 1,03 091

In Tabelle 3.1 sind die berechneten Werte fiir die Translationsinitiationseffizienz darge-
stellt und in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Teilweise starke Verringerungen der Proteinak-

kumulation korrelieren mit verringerten Transkriptmengen. Als Beispiel hierfiir konnten
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die Konstrukte pOD 6 und 7 angefiihrt werden.

Eine erhohte Anzahl von SD-Sequenzen bzw. Translationsinitiationsstellen fiihrte in na-
hezu allen untersuchten Konstrukten zu einer steigenden Translationseffizienz. Dies zeigte
sich unter anderem fiir die Konstrukte mit multiplen SD-Sequenzen mit oder ohne Ab-
stand von 39 nt. Im Vergleich der Konstrukte pOD 2 zu pOD 3, die einen Abstand von 39 nt
zwischen den SD-Sequenzen aufwiesen, konnte eine Steigerung um 13 % (Tab. 3.6) ermit-
telt werden. Die beiden Konstrukte ohne Abstand zwischen den SD-Sequenzen (pOD 6
und 7) zeigten jedoch keine Steigerung der Initiationseffizienz.

Konstrukte, die kleine ORFs in der 5> UTR beherbergten, zeigten einen sehr deutlichen An-
stieg der Translationseffizienz im Vergleich zueinander. Hier zeigte das Konstrukt pOD 5
im Vergleich zu pOD 4 einen Anstieg um 500 % und das Konstrukt pOD 9 verglichen mit
pOD 8 einen Anstieg von 800 %(Tab. 3.6). Die Konstrukte mit eingebetteten ORFs zeigten
somit massive relative Steigerungen, jedoch nur geringe absolute Werte im Vergleich zu
pOD 1. Es ergaben sich somit keine absoluten Steigerungen der GFP-Menge im Vergleich
zu pOD 1.

Fiir die untersuchten Konstrukte mit vervielfaltigten vollstindigen Translationsinitiati-
onsstellen wurden uneinheitliche Werte ermittelt. So zeigten einige Konstrukte mit direkt
aufeinanderfolgenden Translationsinitiationsstellen eine Verringerung der Initiationseffi-
zienz mit zunehmender Anzahl der Initiationsstellen. So sank die Initiationseffizienz von
pOD 11 verglichen mit pOD 12 um 20 %. Der Vergleich des Konstrukts pOD 17 mit pOD 18
zeigte jedoch eine Steigerung um 34 %. Fiir die Konstrukte mit Translationsinitiations-
stellen in einem Abstand von 41 nt wurde ebenfalls ein uneinheitliches Bild gefunden. So
erzielten die Konstrukte pOD 20 und 21 eine Senkung der Effizienz um 9 %, wohingegen
die Konstruktreihe pOD 14, 15 und 22 eine Steigerung der Effizienz auf das 15fache bzw.
um 370 % erreichten (Tab. 3.6).

Die Konstrukte, die &hnlich zu pOD 1 nur eine SD-Sequenz enthielten, erreichten ebenfalls
deutlich verschiedene Initiationseffizienzen. So konnte fiir pOD 13 ein Abfall auf 10 % des
Referenzwertes gemessen werden und fiir pOD 19 ein Anstieg um 23 % (Tab. 3.1).
Besonders auffillig waren die Konstrukte pOD 4 und pOD 8, die mit nur 5% des Refe-
renzkonstrukts pOD 1 eine sehr niedrige Initiationseffizienz aufwiesen (Tab. 3.1). Beide
Konstrukte enthielten zwei Translationsinitiationsstellen mit darauf folgenden Stopcod-
ons, folglich einen nicht kodierenden ORF. Eine sehr hohe Translationsinitiationseffizienz
zeigten hingegen die Konstrukte pOD 15 und 22. Diese enthielten ebenfalls mehrere Trans-
lationsinitiationsstellen, jedoch ohne Stopcodons und somit mit multiplen potentiellen
Startpunkten der Translation, und erreichten das 15fache bzw. 71fache des Referenzwer-
tes von pOD 1. Trotz der teilweise stark verringerten gfp-Transkriptmenge im Vergleich
zum Referenzkonstrukt, konnte eine erhohte GFP-Menge verglichen mit pOD 1 ermittelt
werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass vollstdndige Translationsinitiationsstellen

im Durchschnitt zu einer hoheren Initiationseffizienz fiihrten als isolierte SD-Sequenzen.
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3.5.2 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die

Translationseffizienz in Plastiden in N. tabacum

Tabelle 3.7: Translationsinitiationseflizienz in Abhéngigkeit der Anzahl der SD-Sequenzen in verschiede-
nen transplastomischen Tabaklinien.

Name Effizienz relative Verdnderung
2SD 35D

pOD2,3 071 068 095
pOD4,5 036 036 1
pOD6,7 0,67 020 03
pODS&, 9 001 002 2
pOD11,12 0,19 296 156
pOD 14,15 047 040 0,85
pOD17,18 1,07 1,62 1,5
pOD20 21 090 1,32 1,46

Die Translationsinitiationseffizienz in Chloroplasten von N. tabacum (Tab. 3.3) zeigte
deutlich geringere Schwankungen im Vergleich zu E. coli. Es kam zu einer maximalen Zu-
nahme der Initiationseffizienz auf das 3fache in pOD 12 im Vergleich zu pOD 1.
Sinkende Translationsinitiationseffizienzen konnten fiir Konstrukte mit multiplen SD-
Sequenzen ermittelt werden. Fiir pOD2 und pOD 3, mit 39nt Abstand zwischen den
SD-Sequenzen, konnte eine Reduktion der Initiationseffizienz um 5% (Tab. 3.7) ermit-
telt werden. Die Konstrukte mit direkter Wiederholung der SD-Sequenzen (pOD 6 und 7
Abb. 3.1) zeigten eine deutlichere Verringerung der Initiationseffizienz auf 30 %.

Im Gegensatz dazu fiihrten ORFs in der 5’ UTR der Konstrukte pOD 4 und pOD5 zu
einer gleichbleibenden Effizienz im Vergleich beider Konstrukte zueinander. Demgegen-
tiber stand die Verdopplung der Effizienz in pOD9 im Vergleich zu pOD 8 (Tab. 3.7).
Diese konnte jedoch auf Grund der geringen Proteinmenge (Tab. 3.3) nicht zuverlissig
bestimmt werden. Konstrukte mit vervielfachten Translationsinitiationsstellen in einem
Abstand von 39nt zeigten ebenfalls keinen klaren Trend. In den Konstrukten mit Pep-
tidaseschnittstelle (pOD 14 und 15) wurde ein Abfall der Initiationseffizienz um 15 % im
Vergleich beider Konstrukte miteinander, wohingegen das Konstrukt pOD 20 im Vergleich
zu pOD 21 zu einer Zunahme der Effizienz um 46 % fiihrte (Tab. 3.7). Eine hohere Zahl
direkt aufeinander folgender Translationsinitiationsstellen fiihrte im Konstrukt pOD 12
verglichen mit pOD 11 zu einer sehr starken Erhchung der Initiationseffizienz auf das
15fache. Fiir pOD 17 und 18 lag die Erhohung der Effizienz mit 50 %im Vergleich der
Konstrukte miteinander deutlich geringer.

Wurden Konstrukte mit einer SD-Sequenz &hnlich zu pOD 1 betrachtet, konnten sehr
starke Verdnderungen in der Initiationseffizienz gemessen werden. So konnte fiir pOD 13
bedingt durch die geringe Proteinmenge keine Initiationseffizienz berechnet werden. Eben-

so erreichte pOD 19 einen geringen Wert von 46 % im Vergleich zum Referenzkonstrukt
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(Tab. 3.3). Im Vergleich zum Referenzkonstrukt pOD 1 konnten zwei Konstrukte iden-
tifiziert werden, die eine deutlich erhohte Initiationseffizienz zeigten. Beide Konstrukte
(pOD 12 und 18) enthielten drei Translationsinitiationsstellen, die direkt aufeinander folg-
ten. Sie erreichten eine Initiationseffizienz von 300 % bzw. 160 % im Vergleich zu pOD 1.

3.5.3 Vergleich der Ergebnisse beider Organismen auf Ebene der

Translation und der Translationseffizienz
Vergleich der GFP-Akkumulation in E. coli und Plastiden von N. tabacum

Die Proteinakkumulation konnte fiir £. coli und Plastiden von N. tabacum bestimmt wer-
den. Im Vergleich der beiden Organismen zeigten sich Ahnlichkeiten in den Mustern
der Proteinmengen des Reporterproteins GFP, wurden die Verdnderungen in Bezug zur
Anzahl der SD-Sequenzen gesetzt. Fiir Konstrukte mit einer Vervielfiltigung von SD-
Sequenzen, die direkt aufeinander folgten (pOD 6 und 7), konnte in beiden Organismen
ein Anstieg der Proteinakkumulation im Vergleich beider Konstrukte zueinander ermit-
telt werden (Tab. 3.1 und 3.3). Wurde ein Abstand von 39nt (pOD2 und 3) zwischen
die SD-Sequenzen eingefiigt, ergab sich keine Ubereinstimmung im Veréinderungsmuster.
So zeigte E. coli eine unverinderte Proteinmenge im Vergleich pOD 2 zu 3, wohingegen
die Proteinmenge in N. tabacum eine Abnahme um 18 % erfuhr. Konstrukte, die kleine
ORFs in der 5’ UTR enthielten, akkumulierte in F. coli das Konstrukt pOD 4 dhnliche
GFP-Mengen wie 5. Gleiches galt fiir pOD 8 und 9 (Tab. 3.1). Konstrukte mit nichtkodie-
renden ORFs in der 5’ UTR fiihrten jedoch in Tabak zu einer Abnahme der Proteinmenge
im Vergleich der beiden Konstrukte zueinander, wohingegen die Konstrukte pOD 8 und
9 mit ORFs, die ein Glycincodon enthielten, ebenfalls verglichen zueinander eine gleich
bleibende GFP-Akkumulation zeigten (Tab. 3.3). Die Veridnderungen fiir alle weiteren
Konstrukte (pOD 11 - 18) korrelierten in Tabak und E. coli, mit Ausnahme der Kon-
strukte pOD 20 und 21. Hier zeigte sich fiir E. coli eine Zunahme der GFP-Menge mit
steigender Anzahl der SD-Sequenzen, wohingegen es in N. tabacum zu einer Verringerung
der GFP-Akkumulation kam.

Translationseffizienz in E. coli und Plastiden von N. tabacum in Abhangigkeit

von SD-Sequenz-Varianten

In beiden untersuchten Organismen konnte mit Hilfe von Western- und Northern-Blots
die Translationseffizienz der Konstrukte bestimmt werden. Auf der Ebene der Translati-
onsinitiationseffizienz zeigten die beiden untersuchten Organismen deutliche Unterschiede
in ihrem Verhalten beziiglich der Nutzung der SD-Sequenzen und Translationsinitiations-
stellen.

Bei den Konstrukten, die eine Vervielfaltigung der SD-Sequenzen enthielten, konnte fiir

N. tabacum eine Verringerung der Effizienz im Vergleich des Konstrukts mit zwei SD-
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Sequenzen zu dem mit drei SD-Sequenzen beobachtet werden (pOD 6 und 7 in Tab. 3.3).
Fiir E. coli wurde eine gleich bleibende Effizienz bei steigender Anzahl an SD-Sequenzen
ermittelt (Tab. 3.1). Wurde ein Abstand von 39 nt zwischen die SD-Sequenzen eingefiigt
(pOD 2 und 3), konnte fiir E. coli eine Zunahme der Initiationseffizienz und fiir Tabak-
Chloroplasten eine leicht abfallende Effizienz im Vergleich der Konstrukte miteinander
ermittelt werden. Fiir Konstrukte, die polycistronische Transkripte nachbildeten, wurden
ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse ermittelt. So erreichten die Konstrukte pOD 4 und
pOD 5 mit nichtkodierenden ORFs in FE. coli eine Steigerung der Effizienz im Vergleich
beider Konstrukte miteinander (Tab. 3.1), wohingegen in Tabak ein gleich bleibendes Er-
gebnis errechnet wurde (Tab. 3.3). Das Konstrukt pOD 9 im Vergleich zu pOD 8 erzielte
in E. coli ebenfalls eine Steigerung der Initiationseffizienz (Tab. 3.1). In Tabak konnte
fiir diese Konstrukte zwar ebenfalls eine Steigerung der Effizienz ermittelt werden, jedoch
basierte diese auf sehr geringen Werten und war folglich mit iiberproportional grofen
Fehlern behaftet. Der Einfluss eines Elongationsschritts in den Konstrukten pOD 8 und 9
war in N. tabacum deutlich starker ausgepréagt als in E. coli. Die Konstrukte mit kleinen
ORFs (pOD 4 und 5 sowie pOD 8 und 9) erzielten in E. coli &hnliche Raten der Transla-
tionseffizienz, wohingegen die Translationseffizienz in N. tabacum deutlich geringer war.
Fiir Konstrukte mit vollstdndigen Translationsinitiationsstellen ohne Stopcodons wur-
den ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse fiir E. coli und N. tabacum errechnet. So stieg
die Effizienz in Konstrukten mit 41 nt Abstand zwischen den SD-Sequenzen mit TEV-
Erkennungsstelle in FE. coli mit Zunahme der Anzahl der SD-Sequenzen an. In Konstruk-
ten ohne die Peptidaseschnittstelle (pOD 20 und 21) wurde eine Verringerung der Effizienz
im Vergleich der Konstrukte miteinander ermittelt. In N. tabacum konnte ein gegenteiliges
Ergebnis ermittelt werden, da es hier fiir erstgenannte Konstrukte zu einer Verringerung
und fiir letztgenannte Konstrukte zu einer Steigerung der Initiationseffizienz kam.
Konstrukte, die direkt aufeinander folgende Translationsinitiationsstellen enthielten, zeig-
ten fiir pOD 11 im Vergleich zu pOD 12 in E. coli eine Abnahme und in N. tabacum eine
Zunahme der Effizienz. pOD 17 und 18 resultierten als einzige Konstruktreihe in beiden
Organismen in einem #hnlichen Verhalten. So konnten fiir diese Konstrukte sowohl in
E. coli als auch in N. tabacum eine hohere Translationseffizienz im Vergleich pOD 17 zu
18 ermittelt werden.

Die Nutzung der SD-Sequenzen in Konstrukten mit multiplen Translationsinitiationsstel-
len unterschied sich zwischen FE. coli und N. tabacum. So wurden in E. coli fiir alle SD-
Sequenzen entsprechende GFP-Varianten detektiert (Konstrukte pOD 14-22, Tab. 3.2).
In N. tabacum konnte jedoch eine starke Abnahme der GFP-Akkumulation fiir die GFP-
Varianten detektiert werden, die aus der Nutzung der strangabwérts gelegenen — dem gfp
zugewandten — Ribosomenbindestelle resultierten. Dies fithrte in den Konstrukten pOD 14

und 21 zu keiner bzw. kaum messbarer Translationseffizienz fiir die 3’ gelegene SD-Sequenz
(Tab. 3.4).
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3.6 Untersuchung der Ribosomenbeladung des

gfp-Transkripts in N. tabacum

Dichtegradient
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Abbildung 3.10: Verteilung der gfp-mRNA in Dichtegradienten. Die Gradientenstufen verlaufen von ge-
ringer (1) bis hoher (15) Dichte. Die Einwanderung in Bereiche hoherer Dichte deutete auf eine hohere
Anzahl von gebundenen Ribosomen am gfp-Transkript hin. Mit Hilfe von Puromycin (pOD &-Puromycin)
wurden die Ribosomen vollstindig von der mRNA getrennt. Freie mRNA dringt nur in die ersten Gradi-
entenschichten ein. Der Nachweis erfolgte mittels Northern-Blot mit einer gfp-spezifischen Sonde.

Als Polysomen werden mit Ribosomen beladene mRNA-Molekiile bezeichnet. Eine ho-
here Ribosomenkonzentration auf der mRNA ldsst auf eine stirkere Translation dieser
schlieften. Durch die Beladung der RNA mit Ribosomen erhéht sich die Dichte der Par-
tikel. Die Partikel unterschiedlicher Dichte kénnen mit Hilfe von Dichtegradientenzentri-
fugation aufgetrennt werden (2.13). In dieser Arbeit wurden transplastomische Pflanzen
der Konstrukte pOD 8 und pOD 18 ausgewéhlt, um den ermittelten Unterschied in der
Translationsinitiationseffizienz auf der Ebene der Ribosomenbeladung des gfp-Transkripts
zu bestatigen. Diese beiden Konstrukte zeigten eine dhnliche gfp-Transkriptakkumulation,
jedoch eine deutlich unterschiedliche Proteinakkumulation: pOD 18 fiihrte zu einer 200fa-
chen Proteinakkumulation und 160fachen Translationseffizienz im Vergleich zu pOD 8
(Tab. 3.3 (S. 59)).

Die Proben wurden aufbereitet (Kap. 2.13) und anschliefend einer Dichtegradientenzen-
trifugation unterzogen. Darauf folgend wurden die Dichtegradienten wie in Kapitel 2.13
beschrieben in 15 Fraktionen aufgeteilt. Nach RNA-Isolation und Auftrennung dieser in
denaturierenden Agarosegelen, wurde eine Northern-Blot-Hybridisierung durchgefiihrt,
die in Abbildung 3.10 dargestellt wurde.

Die Region des Saccharosegradienten bis Fraktion 5 konnte nach Inkubation einer Po-
lysomenisolation mit Puromycin — einem Translationsinhibitor, der die Dissoziation der
Ribosomen von der mRNA bewirkt — als der Bereich, der freie mRNA enthilt, identi-
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fiziert werden. Es zeigte sich, dass gfp-Transkripte, die vom Konstrukt pOD 18 gebildet
wurden, in Regionen hoher Dichte des Saccharosegradienten eindrangen. Fiir dieses Kon-
strukt konnten Signale bis in die Fraktion 11 detektiert werden. Dies war ein Anzeichen
fiir eine hohe Ribosomenbeladung der gfp-mRNA. Der Hauptanteil der gfp-Transkripte
des Konstrukts pOD 8 drang lediglich in die oberen Schichten (bis Fraktion 5) des Saccha-
rosegradienten ein. Die geringere Dichte der Transkripte liefs auf eine geringe Beladung
der gfp-Transkripte mit Ribosomen schliefen.

In Ubereinstimmung mit den ermittelten Werten fiir die Translationsinitiationseffizienz
beider Konstrukte (Tab. 3.3) konnte eine stirkere Ribosomenbeladung der gfp-Transkripte
des Konstrukts pOD 18 im Vergleich zu denen des Konstrukts pOD 8 ermittelt werden.
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3.7 Sequenzierung von Plastidengenomen der

Gattung Pelargonium

In Hybriden aus verschiedenen Arten der Gattung Pelargonium tritt das Phinomen der
Bastardbleichheit auf (Borner et al., 1973; Metzlaff, 1980; 1983; Pohlheim, 1986). Unter
anderem kann dieser Phénotyp in Hybriden aus P.roseum und P. zonale cv. Trautlieb
sowie P.zonale cv. Stadt Bern beobachtet werden, jedoch nicht in Hybriden zwischen
P. zonale cv. Trautlieb und P. zonale cv. Stadt Bern. Aus diesem Grund sind Unterschie-
de zwischen den Plastidengenomen von P. roseum und P. zonale besonders interessant.

Die Bildung bleichen Blattmaterials zeigt sich unter Schwach- und Starklicht wihrend der
gesamten Blattentwicklung (Abb. 1.3). Es kommt also nicht zu einer langsamen Ausblei-

chung unter Lichteinfluss.

3.7.1 lIsolation von Chloroplasten und Plastiden-DNA

Das in Metzlaff (1983) beschriebene Isolationsprotokoll fiir intakte Chloroplasten wurde
an die untersuchten Kultivare angepasst und wie in 2.14 durchgefiihrt. Die Isolation be-
ruht auf dem Prinzip der differenziellen Zentrifugation. Nach Sedimentierung eines grofen
Anteils der Chloroplasten (s. Kap. 2.14) wurden diese auf einen Saccharosegradienten
aufgetragen und intakte von beschidigten Plastiden getrennt (Abb. 3.11). Beschidigte
Chloroplasten sammelten sich an der Grenzschicht 30 %-45 %, wohingegen intakte Chlo-
roplasten aufgrund ihrer hoheren Dichte bis zur 45 %-60 %-Grenzschicht vordrangen.
Nach erfolgter DNA-Isolation (2.8.1) konnte auf Kontamination nukledrer DNA getes-
tet werden. Hierfiir wurde ein Teil der isolierten DNA mit Dral geschnitten. Nukledre
DNA zeigte sich nach Auftrennung des Restriktionsansatzes durch die grofe Anzahl von
Erkennungsstellen fiir Dral als fluoreszierender Hintergrund iiber die gesamte Trennstre-
cke des Agarosegels. Plastiden-DNA konnte aufgrund der geringeren Anzahl von Dral-
Erkennungsstellen als distinktes Bandenmuster erkannt werden (Abb. 3.12). Eine voll-
standige Entfernung nukledrer Kontaminationen ist generell nicht méglich (Jansen et al.,
2005; Metzlaff, 1980).

Zur Sequenzierung konnten die 45 %-60 %-Fraktion des Saccharosegradienten von Traut-
lieb (Abb. 3.12 A Spur 2), die 30 %-45 %-Fraktion von Stadt Bern (Abb. 3.12 B Spur
1) und die 30 %-45 %-Fraktion von Roseum (Abb. 3.12 C Spur 1) genutzt werden. Die
genannten Proben zeigten eine fiir eine Sequenzierung ausreichende Reinheit. Die Sequen-

zierung der Plastidengenome konnte auf dieser Basis erfolgreich durchgefiihrt werden.

3.7.2 Sequenz der Pelargonium-Plastidengenome

Die Sequenzierung, die durch die Firma Genterprise (Mainz) durchgefiihrt wurde, basierte

auf 6-8 ug DNA. Die DNA wurde mechanisch geschert und anschliefend auf einem Aga-
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Abbildung 3.11: Chloroplastenisolation mit Hilfe eines Saccharosestufengradienten.
Intakte Chloroplasten befanden sich an der unteren Grenzschicht des Gradienten (45 %-60 %), beschidigte
an der oberen Grenzschicht (30 %-45 %) und Zellbruchstiicke sowie intakte Zellen im Sediment.

M 1 2 3

10kb
8 kb

6 kb
5kb

4 kb
3,5kb

3 kb

2,5kb

Abbildung 3.12: Aufgetrennte Restriktionsansétze isolierter Plastiden-DNA.

Die DNA aus Chloroplasten von Pelargonium Kultivaren wurden mit Hilfe eines Dral-Verdaus auf Konta-
mination mit Kern-DNA getestet. Die mit Ethidiumbromid gefirbte DNA zeigte ein deutliches Banden-
muster fiir A—Pelargonium zonale cv. Trautlieb, B—Pelargonium zonale cv. Stadt Bern, C—P. roseum und
einen ,Schmier” im Hintergrund, der von nukledrer DNA verursacht wurde. A M—1kb Gréfsenstandard
(Fermentas), 1-DNA aus beschidigten Chloroplasten der 30 %-45 %-Grenzschicht des Saccharosegradi-
enten, 2-DNA aus intakten Chloroplasten der 45 %-60 %-Grenzschicht, 3-6000 g Fraktion (Kap. 2.14);
B 1-DNA aus Chloroplasten der 30 %-45%-Grenzschicht, 2-DNA aus Chloroplasten der 45 %-60 %-
Grenzschicht, 3-6000 g Fraktion; C 1-DNA aus Chloroplasten der 30 %-45 %-Grenzschicht, 2-DNA aus
Chloroplasten der 45 %-60 %-Grenzschicht

rosegel aufgetrennt. Fraktionen, die 1,5-2,5kb, 2,5-6 kb und >6 kb entsprachen, wurden
in einen pUC19 Vektor eingefiigt. In diesen Fraktionen lag der Anteil nukleirer DNA
tiber den Erwartungen (Tab. 3.8), weshalb fiir eine erfolgreiche Sequenzierung eine grofe
Anzahl von Sequenzierungsreaktionen durchgefiihrt werden musste.

Fiir die drei Plastidengenome von P. zonale cv. Trautlieb, P. zonale cv. Stadt Bern und
P. roseum wurden 1068, 1180 bzw. 1907 Sequenzierungsreaktionen durchgefiihrt. Mit Hilfe
dieser konnten grofe zusammenhingende Stiicke der Plastidengenome zusammengesetzt
werden. Die zusammenhdngenden Fragmente iiberdeckten jedoch nicht die vollstandi-
ge Plastidensequenz. Zum Schlieffen der Liicken wurden Oligonukleotide hergestellt und
mittels PCR die fehlenden DNA-Stiicke amplifiziert. Anschliefend konnte iiber Primer-

Walking die Sequenz der die Liicken {iberspannenden Amplifikate bestimmt werden. Hier-
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Tabelle 3.8: Kontamination der Chloroplasten DNA mit nuklefirer DNA

Anteil der nukledren Sequenzen (in %)

Trautlieb Stadt Bern Roseum
Fraktion 1,5-2,5 kb 45,8 19,4 484
Fraktion 2,5-6 kb~ 46,8 32,3 44.8
Fraktion >6 kb nicht getestet 100,0 60,0

fiir wurden fiir P. zonale cv. Trautlieb, P. zonale cv. Stadt Bern und P. roseum 117, 111
bzw. 125 Oligonukleotide hergestellt und 86, 65 bzw. 74 zusétzliche Sequenzierungsreak-
tionen durchgefiihrt.

Abschliefsend konnten die Plastidengenome zu zirkuldren Molekiilen zusammengesetzt
werden. Thre Linge betrug fiir Trautlieb, Stadt Bern und Roseum 217.821 bp, 217.948 bp
bzw. 218.133 bp. Die Genome besaften die gewohnliche viergeteilte Struktur aus zwei Ein-
zelregionen (LSC, SSC) und zwei invertierten Duplikationen (IR) (Abb. 3.13, A.21, A.23).
Es ist jedoch auffillig, dass die invertierten Duplikationen im Vergleich zu den meisten
publizierten Plastomen deutlich grofer waren (Palmer et al., 1987). Damit trugen sie we-
sentlich zur Zunahme der Molekiilgréfte von 120-160 kb auf 218 kb bei. Dies wurde bereits
in einem anderen Kultivar von Pelargonium zonale (Chumley et al., 2006) beobachtet.
Im Vergleich zur publizierten Sequenz des Pelargonium zonale cv. Ringo White-Plastoms
konnte der gleiche Gengehalt festgestellt werden. Dies schloss ebenfalls das Fehlen ein-
deutig identifizierbarer Gene fiir rpoA, trnT-GGU und accD (Tab. 3.9) ein.
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Tabelle 3.9: Zusammenfassung der plastomkodierten Gene

Genfunktion

Gene

Photosynthesegene
Photosystem I-Untereinheiten
Photosystem I-Assemblierungsfaktoren

Photosystem II-Untereinheiten

Cytochrom bgf-Untereinheiten
ATP Synthase-Untereinheiten

NAD(P)H Dehydrogenase-Untereinheiten
RuBisCO

Gene des genetischen Systems

tRNAs

rRNAs
Ribosomen-Untereinheiten (30S)

Ribosomen-Untereinheiten (50S)

plastidenkodierte RNA Polymerase
Spleikfaktor
Proteinabbau

psad, psaB, psaC, psal, psaJ

yef3, yefs

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH, psbl,
psbJ, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT, psbZ

petA, petB, petD, petG, petL, petN

atpA, atpB, atpFE, atpF, atpH, atpl

ndhA, ndhB, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF, ndhG, nd-
hH, ndhl, ndhJ, ndhK

rbeL

trnA-UGC, trnC-GCA, trnD-GUC, ¢trnE-UUC,
trnF-GAA, trnfM-CAU | trnG-GCC, trnG-UCC,
trnH-GUG, trnl-CAU, trnl-GAU, trnK-UUU,
trnl-CAA, trnL-UAA, ¢trnL-UAG, trnM-CAU,
trnN-GUU, trnP-UGG, trn@Q-UUG, trnR-ACG,
trnR-UCU, #rnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA,
trnT-UGU, trnV-GAC, trnV-UAC, trnW-CCA,
trnY-GUA

rrn4,5, rrnd, rrnl6, rrn23

rps2, rpss, rps4, rpsT, rps8, rpsll, rpsl2, rpsid,
rpslb, rpsi6, rpsi8, rpsi19

rpl2, rpll4, rpl16, rpl20, rpl22, rpl23, rpl32, rpl33,
rpl36

rpoB, rpoC1, rpoC2

matK

clpP

andere Gene und Gene unbekannter Funktion

COq-Aufnahme
H&m-Bindung
konservierte ORF

cemA
ccsA

yefl, ycf2

fehlende Gene im Vergleich zum konservierten Angiospermensatz

Acetyl-CoA-Carboxylase-Untereinheit
tRNA
plastidenkodierte RNA Polymerase

aceD
trnT-GGU
rpoA
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Abbildung 3.13: Physische Karte des Plastidengenoms von Pelargonium roseum. Gene innerhalb des
Hauptkreises werden im Uhrzeigersinn, die auferhalb entgegengesetzt transkribiert. Der innere Kreis

markiert die Position der invertierten Duplikationen (IR) und der Einzelregionen (SSC, LSC). Die Dar-
stellung wurde mit OGDraw (Lohse et al., 2007, Kap. 3.7.3) erzeugt.
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3.7.3 Vergleich von vier Pelargonium-Plastidengenomen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Genomvergleiche wurden mit Hilfe folgender Programme
durchgefiihrt: blast2seq (Tatusova und Madden, 1999), clustalW (Larkin et al., 2007) und
Dialign (Brudno et al., 2004). Vergleiche auf Ebene der kodierenden Sequenzen wurden
unter Zuhilfenahme von Perl Skripten durchgefiihrt, wobei Methoden aus dem Bio::Perl-

Modul (http://www.bioperl.org) genutzt wurden.

Eigenschaften der untersuchten Plastidengenome

Die nachfolgende Untersuchung umfasste die drei im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten
Plastome. Zusétzlich konnten einige Vergleiche mit einem weiteren verfiigharen Pelargo-
nium zonale-Plastom angestellt werden. Dies wurde von Chumley et al. (2006) publiziert
und behandelt die Sequenz von P. zonale cv. Ringo White. In Tabelle 3.10 sind grundle-
gende Eigenschaften der untersuchten Plastome aufgefiihrt. Fiir Ringo White musste ein
Mittelwert fiir die Lange der IR ermittelt werden, da diese in der publizierten Sequenz eine
Differenz von 14 nt aufwiesen. Die Sequenzunterschiede und der hohe Grad an Reorgani-
sation des Plastoms im Vergleich zu anderen Angiospermen-Plastomen wurde in Chumley
et al. (2006) behandelt. Eine derartige Untersuchung war nicht Gegenstand dieser Arbeit.
Im Vergleich der untersuchten Sequenzen zeigten sich Grofenunterschiede der Plastome.
Dies liefs sich im Fall der P.zonale-Varietdten auf Unterschiede in der Grofe der LSC
zuriickfithren. Die deutliche Vergroferung des P.roseum-Plastoms beruhte auf der Ex-
pansion der LSC und der IR, wobei die geringere Lange der SSC kompensiert wurde. Der
beobachtete Grofsenunterschied der untersuchten Genome beruhte auf der Expansion der
intergenischen Bereiche (Tab. 3.10). Eine Erhohung der Genzahl konnte nicht festgestellt
werden. Der AT-Gehalt der Genome war in den untersuchten Regionen in allen vier un-
tersuchten Plastomen dhnlich.

Der Gengehalt der untersuchten Plastome war mit 76 proteinkodierenden Genen gleich.
Von diesen lagen 39 innerhalb der invertierten Duplikationen. Zusétzlich befanden sich
29 tRNA-Gene und 4 rRNA-Gene im Genom, wovon 9 tRNA-Gene durch ihre Lage im
IR dupliziert vorlagen. Die untersuchten Plastome enthielten, wie das publizierte Genom,
eine Vielzahl an Pseudogenen, die auf die Reorganisation des Plastoms zuriickgefiihrt wer-
den konnten (Chumley et al., 2006). Die Untersuchung der Codonhéufigkeiten (Tab. A.2)
ergab zwischen den Plastomen von Pelargonium spec. keine Unterschiede. Hierbei fiel auf,
dass trotz fehlender trnT-GGU im Vergleich zum Tabak-Plastidengenom keine Verringe-
rung der Haufigkeit der von trnT-GGU dekodierten Codons festgestellt werden konnte.
In Tabak sowie Pelargonium konnte ein Codongehalt von ca. 1% (ACC) bzw. 2% (ACT)

ermittelt werden.
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Tabelle 3.10: Eigenschaften der vier untersuchten Pelargonium spec.-Plastome.

P. zonale P. zonale P.roseum | P. zonale
cv. Trautlieb cv. Stadt Bern cv. Ringo White
Genomgréfie (bp)
gesamt 217.821 217.948 218.133 217.942
LSC 59.687 59.712 59.844 59.710
SSC 6.748 6.752 6.625 6.752
IR 75.743 75.742 75.832 75.740
Nukleotidanteil (%)
kodierende Regionen 60,78 59,75 57,15 56,66
Intron 9,38 9,37 9,74 9,31
intergenische Regionen 29,84 30,88 33,11 34,03
AT-Gehalt (%)
gesamt 60,38 60,39 60,43 60,39
kodierende Regionen 58,75 58,69 58,81 58,70
tRNA 46,37 47,18 46,36 46,49
rRNA 45,91 45,90 45,86 45,91
Protein kodierende Gene 60,08 60,13 60,24 60,16
LSC 61,71 61,73 61,86 61,73
SSC 65,97 66,00 65,83 66,01
IR 59,61 59,61 59,64 59,62

Konservierung der offenen Leserahmen (ORF)

Die Konservierung der offenen Leseraster stellte ein wichtiges Kriterium zur Untersuchung
der Bastardbleichheit dar. Einzelnukleotidaustausche kénnten einen Einfluss auf die Ami-
nosiuresequenz haben und somit Einfluss auf die Proteinfunktion nehmen. Dies bildet
eine mogliche Grundlage fiir die beobachtete Bastardbleichheit.

Im Gegensatz hierzu befanden sich eine Vielzahl von Mutationen auf Nukleotidebene in
den kodierenden Regionen im Vergleich von P. zonale mit P. roseum (Tab. A.1), die zum
Teil einen Effekt auf die Aminosiuresequenz zur Folge hatten.

Gene des genetischen Systems zeigten eine Haufung von Mutationen (Tab. 3.11). Im Ver-
gleich Stadt Bern/ Trautlieb gegeniiber P.roseum zeigten sich zahlreiche Mutationen in
Genen, deren Produkte am Aufbau der grofien (rpl) und kleinen (rps) Untereinheit der Ri-
bosomen beteiligt waren. Fiir beide Untereinheiten konnten acht bzw. sechs mutierte Gene
identifiziert werden. Auferordentlich stark betroffen waren die Gene, deren Genprodukte
Untereinheiten der plastidenkodierten RNA-Polymerase darstellten. Hier wurden sowohl
zahlreiche Nukleotidsubstitutionen als auch Insertionen und Deletionen gefunden. Die In-
sertion in rpoC1 ( siehe Tab. 3.11) stellte eine Duplikation der Sequenz CGT ACT GAA
in P. roseum im Vergleich zu Stadt Bern und Trautlieb dar. Im gleichen Gen befand sich
ebenso eine Deletion im Vergleich zur Referenz P.roseum. Hier konnte erkannt werden,
dass im Plastom von Stadt Bern und Trautlieb ein kurzes Motiv GGG ATC vervierfacht

wurde. Ein Element war jedoch bereits durch Mutationen leicht abgeéndert. Es war auf-
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fallig, dass diese Insertionen und Deletionen das Leseraster des Gens nicht beeinflussten.
Zusétzliche Langenpolymorphismen traten in den Genen rpoB (Deletion) und rpoC2 (In-
sertion) auf.

Im gesamten Genom konnte keine Sequenz dem Gen rpoA eindeutig zugeordnet werden.
Zwei Fragmente homologer Sequenzen konnten nach Protein-DNA Vergleichen (blastp)
in drei offenen Leserahmen ermittelt werden. Hierbei war eine lange und eine verkiirzte
Homologe Region erkennbar, wobei die kiirzere einen Teil der langeren darstellte. Die zu
rpoA homologen Sequenzen traten in den einzelnen offenen Leserahmen nicht zusammen-
hingend auf. Es war jedoch zu beobachten, dass sie im gleichen Leseraster lagen. Die
Homologie zur Proteinsequenz, die in Tabak ermittelt wurde, betrigt fiir die Fragmente
maximal 36 % bis 39 %. Die Homologie zur a-Untereinheit der RNA-Polymerase in E. coli
betrédgt nur maximal 21 % bis 23 %. Die beiden ermittelten Fragmente mit dem hochs-
ten Grad an Konservierung wurden innerhalb der drei ermittelten offenen Leseraster als
Pseudogene annotiert und die gesamten offenen Leserahmen als ORF553, ORF623 und
ORF628 (P. roseum) bezeichnet. ORF553 wurde auf Grund einer Insertion in Stadt Bern
und Trautlieb als ORF555 bezeichnet. Sequenzvergleiche der offenen Leserahmen mit der
nichtredundanten Datenbank des NCBI (,National Center for Biotechnology Informati-
on“) ergaben aufer der Ahnlichkeit mit 7poA keine weiteren Homologien.

Eine Verkiirzung wurde in rps/ beobachtet. Diese beruhte nicht auf einer Deletion, son-
dern auf einer Mutation C—A, wodurch ein Stopcodon generiert wurde. Die grofste Ver-
anderung eines Gens betraf das offene Leseraster unbekannter Funktion ycf7. Dieses Gen
ist im Vergleich zu anderen Angiospermen wie Tabak oder Tomate wenig konserviert
und konnte nur durch Genomvergleiche auf Proteinebene zugeordnet werden. Der Ver-
gleich der Sequenz in P.roseum mit den anderen beiden untersuchten Plastomen zeig-
te eine Insertion in P.roseum. Hierbei handelte es sich um eine Duplikation von 33 nt
(CTCGAA GAG GAA GAGAAT CAA GAAATT TTG GAT), die wie alle anderen Inser-
tionen und Deletionen das Leseraster nicht verdnderte.

Besonders auffillig ist die geringe Anzahl an Mutationen im Vergleich der Plastidengeno-
me von P. zonale cv. Stadt Bern und P. zonale cv. Trautlieb, die zwei Kultivare der Art
P. zonale darstellen. Innerhalb der kodierenden Bereiche konnten ausschlieflich stille Mu-
tationen in den Genen matK, psaA und rpoC2 festgestellt werden (Tab. 3.11). Insertionen
oder Deletionen in den kodierenden Regionen konnten in kodierenden Regionen konnten

im Vergleich der beiden Kultivare miteinander nicht festgestellt werden.

Insertionen und Deletionen in den Plastidengenomen

Der Vergleich der in Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Plastidengenome zeigte, dass
sich die Genome deutlich in ihrer Lénge unterscheiden (Tab. 3.10). Detaillierter wurden
diese Befunde auf die vier Bereiche der Plastomstruktur (IR, SSC, LSC) aufgeschliisselt.

Grundlage dieser Langenunterschiede war das Vorhandensein von Insertionen und De-
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Abbildung 3.14: Die groften Insertionen im Vergleich P.rosewm (A) mit P.zonale cv. Trautlieb (B)
befanden sich im LSC-Region in der Region zwischen den Genen rps14 und psbD.

letionen im Vergleich der Plastidengenome von Trautlieb und Stadt Bern zum Plastom
von P.roseum. Diese traten hauptséichlich in intergenischen Regionen der Plastome auf
(Tab. 3.12). Insertionen und Deletionen, die in kodierenden Bereichen auftraten, sind zu-
sammen mit ihren Konsequenzen auf die Aminosduresequenz in Tabelle 3.11 aufgefiihrt.
Insertionen und Deletionen traten in ungefdhr gleichem Verhiltnis auf. Die Mehrzahl
dieser Mutationen befand sich in den intergenischen Bereichen der untersuchten Plasto-
me. Die intergenischen Bereiche stellten in Trautlieb nur einen Sequenzanteil von 29,8 %,
wohingegen sich 82,8 % der Mutationen in diesen Bereichen befanden. Hauptséachlich han-
delte es sich bei den Insertionen und Deletionen um kurze Nukleotidabschnitte bis hinab
zu einem Nukleotid. Eine geringe Anzahl von Mutationen betraf jedoch einen groferen
Nukleotidbereich. So konnten im Vergleich P. roseum mit P. zonale cv. Trautlieb Deletio-
nen von 3nt, 138 nt, 236 nt und 791 nt und eine Insertion von 1.141 nt identifiziert werden
(Abb.3.14). Alle genannten Insertionen und Deletionen, sowie eine Vielzahl der kleineren
Mutationen dieses Typs, befanden sich in der LSC-Region der untersuchten Plastome.
Die grofe Anzahl an Insertionen und Deletionen fiihrte zusammen mit Einzelnukleo-
tidaustauschen zu einer geringeren Konservierung der sequenzierten Plastidengenome im
Vergleich zu bereits publizierten Plastomsequenzen, z.B. Solanum lycopersicum und S.
tuberosum (Kahlau et al., 2006; Gargano et al., 2005). So zeigten die beiden publizierten
Solanum-Genome eine Ahnlichkeit von 98,4 (,Similarity index“, Martinez/Needlemann-
Wunsch—Algorithmus), wohingegen beim Vergleich von P. roseum zu P. zonale cv. Traut-
lieb und P. zonale cv. Stadt Bern eine Ahnlichkeit von 98 bzw. 97,9 ermittelt wurde (Me-
gAlign, DNAStar Burland (2000)). Der Vergleich von P. zonale cv. Trautlieb zu P. zonale
cv. Stadt Bern lieferte einen Ahnlichkeitswert von 100, ein gerundeter Wert, da bei beiden
Genomen Insertionen und Deletionen zu beobachten waren.
Kodierende Regionen enthielten im Vergleich zu ihrem Nukleotidanteil am Plastidenge-
nom (Tab. 3.10) wenig Langenpolymorphismen, was auf eine hohe Konservierung dieser
Bereiche schliefen ldsst. Nur in den Genen rpoB, rpoCl1, rpoC2, ORF555 (P.roseum
ORF553) und ycf1 konnten Langenpolymorphismen ermittelt werden (Kap. 3.7.3 Kon-

servierung der offenen Leseraster). Das Gen rpoC1 fiel hier durch das Vorhandensein von
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zwei Mutationen auf (Tab. 3.12) und ycff durch die Lénge der Deletion von 33nt im
Vergleich P. roseum zu P. zonale. Die Mutation im ORF555 befand sich in einer Region,
die Homologie zum Gen rpoA aufwies.

Nur wenige Insertionen und Deletionen befanden sich in den Introns, die in den untersuch-
ten Plastomen vorhanden waren. Hierbei zeigten sich Mutationen in den Introns von clpP,
ndhA, trnK-UUU und ycf3. Im Intron von ndhA befanden sich eine Insertion und eine De-
letion in P. zonale im Vergleich zur Referenz P. roseum. Das Intron des Gens trnK-UUU

enthielt im Vergleich zu P. roseum zwei Insertionen.

Identifikation von Kandidatengenen als Ursache der Bastardbleichheit

Der eingangs erwiahnte stabile Phénotyp bleichen Blattmaterials auch in jungen Blédttern
ermoglicht nur eine geringe Anzahl von Kandidatengenen als ursidchliche Griinde des be-
obachteten Phénotyps (Abb. 1.3). Hierzu zihlen die Gene, deren Produkte am Aufbau
der ATP-Synthase, der plastidenkodierten RNA-Polymerase oder der plastidiren Ribo-
somen beteiligt sind (sieche Diskussion 4.2.3). In diesen Genen konnte eine Vielzahl an
Nukleotidunterschieden identifiziert werden.

Durch die Vielzahl an Lingenpolymorphismen fallen die Gene der RNA-Polymerase (7po)
auf. Diese zeigten zusétzlich eine grofe Zahl von Nukleotidaustauschen (Tab. 3.11). Zu-
sitzlich konnten in den kodierenden Sequenzen der ribosomalen Proteine eine Reihe von
Unterschieden identifiziert werden (Tab. 3.11). Es waren Gene betroffen, deren Produk-
te am Aufbau beider ribosomalen Untereinheiten beteiligt sind (rpl/rps). Die Klasse
der atp-Gene zeigte ebenfalls eine Reihe von Nukleotidunterschieden zwischen P. roseum
P. zonale. Diese bestanden aus Einzelnukleotidaustauschen in den Genen atpA, atpB, atpF
und atpH (Tab. 3.11).

Herstellung eines Computerprogramms zur Visualisierung von Plastidengenomen

Die Zahl sequenzierter Plastidengenome hat in den letzten Jahren dramatisch zugenom-
men. Bisher war es nicht moglich, diese Genome als GenBank-Dateien in einem direkten
und leicht zu bedienenden Arbeitsfluss bildlich darzustellen. Aus diesem Grund stellten
sich der Autor dieser Arbeit und Marc Lohse die Aufgabe, ein entsprechendes Programm
herzustellen.

Die Wahl der Programmiersprache zur Herstellung des Programms OGDraw fiel auf
Perl, das fiir die Verarbeitung und Manipulation von Textinformationen alle notwen-
digen Funktionen enthélt. Zur leichten Erreichbarkeit des Werkzeugs fiir externe Nut-
zer wurde das Programm als Webservice frei verfiighar angelegt (http://ogdraw.mpimp-
golm.mpg.de). Hierfiir generiert ein Perl/CGI Skript dynamisch Webseiten zur Steuerung
des Programms. Auferdem sollte es moglich sein, das Programm in fremde Arbeitsabléufe
oder Programme einzubinden. Um dies zu erreichen wurde OGDraw als modulares Pro-

gramm mit Objekt-orientierter Ansteuerung verwirklicht. Als Eingabeformat der Daten
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fiel die Wahl auf das weit verbreitete GenBank-Format (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Dieses Format enthélt Textinformationen als Schliissel-Wert-Paare. Das Programm OGDraw
(Lohse et al., 2007) wurde so konzipiert, dass es diese Daten extrahiert und anschliefend
als Bild wiedergibt.

Nach Eingabe der annotierten Sequenzdaten werden diese prozessiert und eine Liste mit
allen in der Datei gefundenen Annotationen angelegt. Hierfiir kommt das Bio::Perl-Modul
(http://www.bioperl.org) zum Einsatz, das eine ausgereifte Umgebung zur Bearbeitung
und Verwaltung von annotierten Sequenzen zur Verfiigung stellt. Einige Filter prozessie-
ren die erstellte Liste, um Fehler in der Annotation auszugleichen. Hierzu zéhlen unter
anderem unklare Annotationen des Gens rps12, dessen zwei Transkripte unter anderem
trans-Spleifen zur Herstellung der reifen mRNA erfordern. Die rps12-Annotation als ein
Transkript kann in einigen mangelhaft annotierten Genomen mit ca. 70 kb Lange einen
Grofsteil des Plastidengenoms iiberdecken. Um dies zu vermeiden, werden die einzelnen
Exons durch die Programmlogik extrahiert und ersetzen im Darstellungsprozess die Origi-
nalannotation. Ein weiterer Algorithmus verhindert Uberlagerungen von kleinen Objekten
durch grofere, wie z.B. das im ¢rnK-Intron liegende Gen matK (siehe 3.13).
Anschliefsend wird die Liste der Annotationen fiir den Darstellungsprozess aufgearbeitet.
Hierfiir werden die vom Benutzer eingestellten Werte genutzt, die die Darstellung weiter
beeinflussten. So kann der Benutzer die Genklassen (z.B. Photosystem I), die dargestellten
Restriktionsenzyme oder die Einblendung des Gehalts der Nukleotide G und C mit Hilfe
eines GC-Graphen festlegen. Trifft der Benutzer keine Vorauswahl werden Standardwerte
(abhéngig vom Genom: Plastom, Chondriom) genutzt. In der finalen Abbildung werden
Gene, deren Produkte zur Bildung eines Komplexes beitragen, so gleichfarbig dargestellt.
Abschliefsend erfolgt die graphische Darstellung. Die Art der Darstellung ist abhéngig vom
Genomtyp der eingesetzten GenBank-Datei. Werde Daten angegeben, die als zirkuldres
Genom annotiert sind, werden diese ebenso dargestellt. Einige Mitochondriengenome kar-
tieren jedoch als lineare Genome. Dies ist obligatorisch in den entsprechenden Dateien so
vermerkt und wird als lineare Karte umgesetzt. Eine lineare Karte wird ebenso gezeichnet,
sollte vom Benutzer nur ein Ausschnitt des Genoms zur Darstellung angefordert werden.
Die Ausgabe des Programms erfolgt temporér im Postscript(©)-Format mit Hilfe des Post-
Script::Simple Moduls. Anschlieffend wandelt das Programm die Ausgabe mit Hilfe der
ImageMagick Bibliotheken (http://www.imagemagick.org) nach Benutzerangaben in ver-
schiedene Pixelbildformate um.

Das Programm wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht nur zur Darstellung der sequenzier-
ten Plastome (Abb. 3.13 bzw. Abb. A.21 - Abb. A.23), sondern auch zur Fehlerpriifung

wahrend der Annotation, genutzt.
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Tabelle 3.11: Zusammenstellung der Mutationen in den untersuchten Plastomen von P.roseum, P.z.
cv. Trautlieb (TB) und P.z. cv. Stadt Bern (SB). Angegeben ist die Anzahl an Nukleotidaustauschen,
Insertionen und Deletionen. Eine detaillierte Zusammenstellung befindet sich in Tab. A.1

Mutation

Gen P. roseum P. roseum P.z. cv. TB  Mutationen mit Konsequenz
P. zonale cv. Trautlieb P. zonale cv. Stadt Bern P.z. cv. SB  fiir die Aminosiuresequenz
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atpB
atpF
atpH
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ccsA
clpP
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ndhA
ndhD
ndhE
ndhG
ndhl

ndhJ
ndhK

psaA
psaB
psaC
psal

psbA
psbK

rpll4
rpl16
rpl20
rpl22
rpl23
rpl32
rpl33
rpl36

rpoB 17 + 6 nt Deletion 17 + 6 nt Deletion 14 AS + 2 Deletion
23 + 24nt Deletion 23 + 24nt Deletion 22 AS + 8 Deletion
+ 9nt Insertion + 9nt Insertion + 3 Insertion

13 + 3nt Insertion 12 + 3nt Insertion 11 AS + 1 Insertion
-+ 6nt aufeinanderfolgend + 6nt aufeinanderfolgend + 3 direkt aufeinanderfolgend
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rps4 2 + 6 nt Insertion 2 4 6nt Insertion 2 AS + 2 Insertion
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Tabelle 3.12: Der Vergleich der drei untersuchten Plastome zeigte eine Reihe von Insertionen und Deletio-
nen auf. Diese sind untergliedert nach den Einzelregionen und einer invertierten Duplikation aufgefiihrt.

P.roseum

P. zonale cv. Trautlieb

P. roseum
P. zonale cv. Stadt Bern

P.z. cv. Stadt Bern
P.z. cv. Trautlieb

Deletionen Insertionen Deletionen Insertionen Deletionen Insertionen

LSC

intergenische
Bereiche 19 21 20 22 7
Introns 0 3 0 3 1

trnK-UUU, ycf3 trnK-UUU, ycf8 trnK-UUU

kodierende

Bereiche 2 2 2 2 0
rpoB, rpoCl1 rpoC1, rpoC2 rpoB, rpoC1 rpoC1, rpoC2

SSC

intergenische
Bereiche 4 0 4 1 1
Introns 1 1 1 1 0

ndhA ndhA ndhA ndhA

kodierende
Bereiche 0 0 0 0 0

IR

intergenische
Bereiche 5 9 5 8 1
Introns 0 1 0 1 0

clpP clpP

kodierende

Bereiche 1 1 1 1 0
ycfl1 ORF553 ycfl ORF553
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4 Diskussion

4.1 Rolle von Shine-Dalgarno-Sequenzen in der

Translationsinitiation in E. coli und Plastiden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene SD-Sequenz-Varianten in E. coli und Plas-
tiden von N. tabacum eingebracht (Kap. 3.2). Anschliefend konnten vergleichende Unter-
suchungen zur Translationsinitiation in beiden prokaryotischen Systemen durchgefiihrt
werden. Mit Hilfe der genannten Konstrukte konnte der Einfluss von SD-Sequenzen auf
die Translationsinitiation untersucht werden. So wurde die Anzahl von SD-Sequenzen
in der 5’ UTR erhoht, um die Anzahl potentieller Ribosomenbindestellen zu erhdhen.
Ahnliche Konstrukte steigerten potentiell durch die Vervielfiltigung von SD-Sequenzen
und Einfiigen von Absténden zwischen diesen die Anzahl der Ribosomen an der 5’ UTR.
Weitere Konstrukte enthielten kleine ORFs in der 5’ UTR und bildeten so polycistroni-
sche Transkripte nach. Hiermit wurde untersucht inwieweit Ribosomen aus F. coli und
Tabakplastiden in der Lage sind, eine Reinitiation durchzufiihren, nachdem sie einen In-
itiationskomplex bzw. einen Elongationskomplex an einem nichtkodierenden ORF bzw.
einem glycinkodierenden ORF gebildet haben. Im Gegensatz zur Vervielfiltigung von
Ribosomenbindestellen wurden weitere Konstrukte mit vervielfdltigten Translationsini-
tiationsstellen (SD-Sequenz und Startcodon) erstellt, um den Einfluss mehrerer Transla-
tionsstartpunkte auf die Translation zu untersuchen.

Um einen Einfluss der N-terminalen Aminosidure auf die Proteinakkumulation und ins-
besondere die Proteinstabilitit auszuschlieffen, enthielten alle Konstrukte am 5’ Ende der
kodierenden Regionen, einschliefllich der N-terminalen Erweiterungen durch vervielfil-
tigte Translationsinitiationsstellen, zwei Codons (Start + Gly) fiir die gleichen Amino-
sauren (Varshavsky, 1996). Ein Einfluss der Konstrukte auf die Proteinstabilitit kann
somit weitgehend ausgeschlossen werden und Anderungen der Proteinakkumulation auf
Anderungen der Translationsinitiation zuriickgefiihrt werden. Dass ein Einfluss der SD-
Sequenz-Varianten auf die Translation vorliegt, konnte anhand unterschiedlicher Riboso-
menbeladung des gfp-Transkripts gezeigt werden (Abb. 3.10). Eine verstirkte Beladung
des gfp-Transkripts mit Ribosomen resultierte in einer vergroferten Proteinakkumulation.
Fiir E. coli liegen bereits in vivo-Daten zur Rolle von SD-Sequenzen in der Translation vor
(Boni et al., 2001; Fargo et al., 1998). Bisher wurden jedoch keine Daten hierzu in Plasti-

den ermittelt. Die fiir Plastiden gewonnenen in vitro-Daten zeigten ein widerspriichliches
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Bild (vgl. Hirose und Sugiura, 1996; 2004a).

4.1.1 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die
RNA-Akkumulation

Die RNA-Akkumulation schwankte sehr stark im Vergleich der synthetischen Konstrukte
in beiden untersuchten Systemen (Tab. 3.1 und Tab. 3.3). SD-Sequenz-Varianten mit ver-
vielfachten SD-Sequenzen fiihrten in E. coli zu einer Abnahme der RNA-Akkumulation
(Tab. 3.1), wohingegen in Plastiden gleichbleibende bzw. leicht steigende gfp-Transkript-
mengen zu beobachten waren (Tab. 3.3). Dies ist auf einen Einfluss der verdnderten 5’ UTR
auf die Transkriptstabilitit zuriickzufiihren, da in allen Konstrukten der Promotor beibe-
halten wurde und damit die Transkriptionsrate gleich bleiben sollte (Abb. 3.1).

Die Ursachen fiir unterschiedlich hohe Transkriptstabilitdt sind nicht geklart, hingen je-
doch stark von der Art des Transkripts und der regulatorischen Sequenzen in der 5’ UTR
ab (Barnes et al., 2005; Eibl et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die Halbwertszeit
von Transkripten in F. coli und Plastiden duferst unterschiedlich ist. Es wurden Zeiten
von Minuten (E. coli) und Stunden (Chloroplasten) ermittelt (Brawerman, 1987; Kim
et al., 1993). Somit sind grundlegende Unterschiede zwischen E. coli und Plastiden zu
erwarten.

Sekundéarstrukturen der RNA besitzen ebenfalls einen Einfluss auf die Stabilitdt der Tran-
skripte (Stern et al., 1984). Im Rahmen dieser Untersuchung konnte jedoch in beiden Sys-
temen keine Abhingigkeit der RNA-Menge von der Stabilitidt von Sekundéarstrukturen in
der 5’ UTR ermittelt werden. Die Form der Sekundérstrukturen wurden im Rahmen dieser
Arbeit zusammen mit ihren Faltungsenthalpien in silico bestimmt (Zuker, 2003), wobei
keine Korrelation zwischen Hohe der Faltungsenthalpie und der RNA-Akkumulation er-
kennbar war (Tab. 3.5). Zum Beispiel enthielt die Sekundérstruktur, die fiir das Konstrukt
pOD 3 in silico ermittelt wurde, einen lingeren doppelstringigen Bereich, der Ahnlich-
keiten mit einer Stamm-Schleifen-Struktur aufwies (Abb. A.3). Es konnte jedoch kein
Unterschied der RNA-Akkumulation im Vergleich zum Konstrukt pOD 2 ermittelt wer-
den, welches diese Struktur nicht aufwies (Abb.A.2).

Ein Einfluss der unterschiedlichen Inkubationstemperatur von Tabak und E. coli wurde
im Rahmen dieser Arbeit vernachlissigt. Es gibt Hinweise in F. coli, dass die Inkubations-
temperatur einen Einfluss auf die optimale Lange der SD-Sequenz besitzt (Vimberg et al.,
2007). Diese stieg mit steigender Temperatur. Fiir N. tabacum-Plastiden liegen keine Da-
ten vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch eine konstante Liange der SD-Sequenzen
in beiden untersuchten Organismen genutzt.

Zusatzlich zur Temperatur beeinflussen RNA-bindende Proteine und die Konzentration
von Ionen wie z.B. Mg?" die Sekundirstruktur der RNA, die sich in E. coli und Tabakplas-
tiden unterscheiden (Herschlag, 1995). Der Einfluss dieser Faktoren ist vermutlich dem

der Inkubationstemperatur iiberlegen.
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Ein limitierender Einfluss der RNA-Menge auf die Proteinakkumulation konnte in E. coli
nicht erkannt werden, da eine geringe RNA-Menge in Konstrukten mit hoher Proteinmen-
ge ermittelt werden konnte (Tab. 3.1). Ein fehlender Effekt der RNA-Akkumulation auf
die Proteinmenge konnte in Plastiden von Choquet und Wollman (2002) sowie Eberhard
et al. (2002) festgestellt werden. In beiden Untersuchungen fiihrte eine Absenkung der
Transkriptmenge zu keiner Verringerung der Proteinmenge.

In Plastiden ergaben sich jedoch Hinweise auf eine erhéhte Transkriptstabilitdt durch
hohe Translationsraten. In Konstrukten mit hoher Proteinakkumulation konnten eben-
falls hohe Transkriptmengen ermittelt werden. In FE. coli beobachteten Iost und Dreyfus
(1995) einen #hnlichen Effekt. Inwiefern die Transkriptakkumulation durch eine starke
Translation von Mini-ORFs in der 5’ UTR der Konstrukte pOD 8 und 9 positiv beein-
flusst wird, konnte mit Hilfe des verwendeten Nachweises nicht ermittelt werden. Die
Translationsprodukte der Mini-ORFs, ein Dipeptid aus fMet und Glycin, konnten nicht
detektiert werden. Da in allen Konstrukten der gleiche Promotor verwendet wurde und
mit der gleichen Transkriptionsrate zu rechnen war, kann fiir Plastiden angenommen wer-
den, dass eine verstirkte Translation des Transkripts dessen Stabilitdt erhoht. Agaisse und
Lereclus (1996) ermittelten ebenfalls einen stabilisierenden Effekt von Ribosomen auf die
gebundenen Transkripte. In dem untersuchten Fall banden Ribosomen an eine 5’ gelegene
SD-Sequenz des Transkripts, die jedoch auf Grund des grofen Abstands zum Startcodon
nicht an der Translationsinitiation beteiligt war. Den stabilisierenden Effekt der Bindung
von Ribosomen an die 5’ UTR konnten Wagner et al. (1994) ebenfalls zeigen, wobei je-
doch nicht die Translation des gesamten Transkripts die Stabilisierung beeinflusste. Eine
ineffiziente Translationsinitiation sowie die Translation des ersten Teils der kodierenden
Sequenz fiithrten zur Stabilisierung des Transkripts. Es wire moglich, dass Ribosomen

durch ihre Bindung die RNA vor nukleolytischen Prozessen schiitzen.

4.1.2 Rolle des Abstands der SD-Sequenzen zueinander auf die

Translationsrate

In E. coli und Plastiden konnten Ahnlichkeiten in der Abhingigkeit der Translationsi-
nitiation von der Anordnung der SD-Sequenzen erkannt werden. Dies ist aufgrund der
prokaryotischen Eigenschaften beider Systeme zu vermuten. Die Rolle des Abstands der
SD-Sequenzen wurde mit Hilfe der Konstrukte pOD 6 und 7 sowie pOD 2 und 3 unter-
sucht, die vervielfachte SD-Sequenzen ohne und mit Abstand enthielten (Abb. 3.1). Hier-
bei zeigte sich, dass eine einfache Vervielfiltigung aufeinanderfolgender SD-Sequenzen
keinen positiven Effekt auf die Translationsinitiation entfaltete (Tab. 3.1 und Tab. 3.3).
In Konstrukten mit drei direkt aufeinanderfolgenden SD-Sequenzen befindet sich die 5’
gelegene SD-Sequenz 28 nt vom Startcodon entfernt (pOD 7 in Abb. 3.1). Die Effizienz
der Translationsinitiation ist jedoch in E. coli sowie Plastiden abhéngig vom Abstand der
SD-Sequenz zum Startcodon (Ringquist et al., 1992; Ruf und Kossel, 1988; Shultzaber-
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ger et al., 2001). So konnten in E. coli von Vellanoweth und Rabinowitz (1992) sinkende
Translationsraten bei steigendem Abstand SD-Sequenz—Startcodon ermittelt werden. Die
Abstandsabhéngigkeit in Plastiden ist stirker ausgepriigt als in E. coli (Tab. 3.3 und
Tab. 3.1 pOD 6 und 7).

Die Einfiithrung von Nukleotiden zwischen SD-Sequenzen fiihrte in beiden Systemen zu
einer erhohten Effizienz der Translationsinitiation im Vergleich zu Konstrukten mit di-
rekt aufeinanderfolgenden SD-Sequenzen (Tab. 3.3 und Tab. 3.1 pOD 2 und 3). Jedoch
im Vergleich zum Referenzkonstrukt sank in Plastiden die Translationsinitiationseffizienz
(Tab. 3.3), wohingegen sie in F. coli stieg (Tab. 3.1). Dies deutet auf unterschiedliche
Bindungscharakteristika von plastiddaren und eubakteriellen Ribosomen hin.

Die Beobachtung, dass zusitzliche Ribosomenbindestellen die Translationsinitiationseffi-
zienz vermindern, konnte auch von Reinbothe et al. (1993) gemacht werden. Sie zeigten,
dass eine in einer Prozessierungsvariante des rbcL-Transkripts am 5’ Ende gelegene SD-
dhnliche Sequenz die Ursache fiir eine verminderte Translation des entsprechenden Tran-
skripts war.

Wie schon erwihnt fiihrte in E. coli jedoch die potentielle Steigerung der Ribosomenkon-
zentration an der 5’ UTR, die durch SD-Sequenzen mit Abstand von 39nt zueinander
erreicht wurde, zu einer Verbesserung der Translationseffizienz. Aneinandergereihte SD-
Sequenzen ohne Abstand erzielten hingegen keine Verbesserung der Initiationseffizienz
(Tab. 3.1). Die Abnahme der GFP-Menge in beiden Systemen durch vervielfiltigte SD-
Sequenzen mit und ohne Abstand kann auch durch die Ergebnisse von Wen et al. (2008)
erklart werden, die in vitro eine Verlangsamung von an mRNA gebundenen Ribosomen
durch zuséatzliche SD-Sequenzen ermittelten. Hier unterbrachen die Ribosomen die Bewe-
gung entlang der mRNA kurzzeitig durch die Bindung der 16 S rRNA an eine SD-Sequenz.
Eine alternative Erklarung ist der schon erwidhnte grofere Abstand zwischen SD-Sequenz
und Startcodon, der einen negativen Effekt auf die Translationsinitiation haben kann
(Vellanoweth und Rabinowitz, 1992).

4.1.3 Einfluss von cis-Elementen auf die Translationsinitiation

In den Konstrukten mit multiplen Translationsinitiationsstellen (pOD 11-15 und 22 sowie
pOD 17-21 Abb. 3.1) waren GFP-Varianten mit N-terminalen Erweiterungen zu erwarten.
Fiir eine biotechnologische Anwendung der untersuchten Konstrukte musste eine Moglich-
keit untersucht werden, die N-terminalen Erweiterungen posttranslational zu entfernen.
Aus diesem Grund wurde eine Nukleotidsequenz 5’ des gfp eingefiigt, die eine Proteaseer-
kennungsstelle kodiert. Die Wahl der Protease fiel auf das gut untersuchte Enzym Tabak-
Atzvirus-Protease (tobacco etch virus“ TEV) (van den Berg et al., 2006; Shih et al.,
2005). Dieses Enzym zeichnet sich durch eine hohe Spezifitdt in der Erkennungssequenz
aus (Tozsér et al., 2005). Weitere Proteasen wie der Koagulationsfaktor X zeigen eine im
Vergleich geringere Spezifitit (Kapust et al., 2002; Ludeman et al., 2003).
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In E. coli und Tabakplastiden erzielten alle Konstrukte mit TEV-Peptid (pOD 11-15/22
Abb. 3.1) eine niedrigere Translationseffizienz im Vergleich zu Konstrukten ohne diese Er-
kennungssequenz (pOD 17-21 Abb. 3.1) am N-Terminus des GFP (Tab. 3.1 und Tab. 3.3).
Als Ursache fiir diesen Effekt ist ein Einfluss von Sekundérstrukturen denkbar (Nakamoto,
2006). Sekundérstrukturen konnen durch Abdeckung der SD-Sequenz zu einer verminder-
ten Translationsrate fithren (de Smit et al., 2008; Neupert et al., 2008). Diese Strukturen
sind jedoch in Konstrukten mit TEV-Erkennungssequenz nicht stérker ausgebildet (z.B.
Abb. A.12 im Vergleich zu Abb. A.1). Berechnungen der freien Faltungsenthalpien (Ma-
thews et al., 1999; Zuker, 2003) ergaben fiir Konstrukte mit TEV-Sequenz verminderte
freie Enthalpien, welche aus der Betrachtung einer lingerer mRNA-Sequenzen (5’ UTR +
TEV-Signal) im Vergleich zu Konstrukten ohne diese Sequenz (5’ UTR keine TEV vor-
handen) resultierten (vgl. pOD 11-15/22 und pOD 17-21 in Tab. 3.5). Eine Abhéangigkeit
der Translationseffizienz von der Faltungsenthalpie liefs sich nicht erkennen (pOD 11-22 in
Tab. 3.1, Tab. 3.3 und Tab. 3.5). Ebenso konnten keine nachteiligen Sekundérstrukturen
ermittelt werden, die zu einer Blockade der SD-Sequenzen fiihrten (Abb. A.10-A.19). In
E. coli konnte gezeigt werden, dass stabile Sekundérstrukturen einen positiven Einfluss
auf die Translationsrate von mRNA haben konnten (Newbury et al., 1987; Stern et al.,
1984). Diese beinhalteten jedoch nicht die SD-Sequenz.

Weitere cis-Elemente, die einen Einfluss auf die Translationsinitiation besitzen sind AU-
reiche Sequenzabschnitte und damit schwach strukturierte Bereiche der 5" UTR (Skorski
et al., 2006; Vimberg et al., 2007). Die Sequenz der Konstrukte beinhaltet jedoch 5’ jeder
SD-Sequenz vergleichbare Sequenzen, wodurch ein Einfluss dieser ausgeschlossen werden
kann. Gleiches gilt ebenso fiir die Nukleotidsequenz zwischen SD-Sequenz und Startcodon
(Rinke-Appel et al., 1994). Hier wurde in allen Konstrukten eine Nukleotidabfolge mit
identischen Eigenschaften eingefiigt, weshalb auch an dieser Stelle kein Effekt der Kon-
strukte mit TEV-Sequenz zu erwarten ist. Von Sprengart et al. (1996) wurde die Wirkung
von Sequenzen 3’ des Startcodons untersucht, ein Einfluss auf die Translationsinitiation
ermittelt und als ,,Downstream-Box“ bezeichnet. Ein Einfluss der Sequenzen in der ko-
dierenden Region konnte nicht abschlieftend geklért werden, da weitere Untersuchungen
diesen Einfluss nicht belegen konnten (Moll et al., 2001; O’Connor et al., 1999). Einen
Hinweis auf eine verstirkte Translationsrate in Konstrukten mit A /U-reichen Sequenzen
3’ des Startcodons lieferten Qing et al. (2003). Die verringerte Tendenz zur Ausbildung
von Sekundédrstrukturen wurde als eine mégliche Ursache angefiihrt, da keine Sequenzab-
héngigkeit sondern eine Bevorzugung eines hohen A /U-Gehalts ermittelt werden konnte.
Konstrukte, mit und ohne TEV-Erkennungssequenz, besitzen im entsprechenden Sequenz-
abschnitt eine unterschiedliche Nukleotidabfolge. Da in beiden Konstruktklassen in diesem
Bereich keine Homologie zur 16 S TRNA erkannt werden konnte, kann ein Effekt durch eine
Bindung dieser Sequenzen an die 16 S TRNA | in Form der postulierten ,Downstream-Box“,
fiir die Konstrukte mit und ohne TEV-Signal ausgeschlossen werden. Der A /U-Gehalt ist
in beiden Konstruktklassen in diesem Bereich mit 74 % (mit TEV) und 63 % (ohne TEV)

88



Diskussion

dhnlich hoch.

Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass die fiir die TEV-Erkennungsstelle kodierende
mRNA-Sequenz zu einer fiir die Translation nachteiligen Struktur fiihrt und damit fiir
die geringere Translationseffizienz verantwortlich war. Inwiefern diese Struktur die Trans-
lation oder deren Initiation beeinflusst konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt

werden.

4.1.4 Einfluss von kleinen ORFs auf die Translationsinitiation

Ergénzend zu den Konstruktserien mit multiplen SD-Sequenzen (pOD2, 3, 6 und 7 in
Abb. 3.1) wurden SD-Sequenz-Varianten mit zusétzlichen kurzen offenen Leserastern ge-
neriert (pOD4, 5, 8 und 9 in Abb. 3.1). Diese Konstrukte enthielten ein bzw. zwei Le-
seraster in der 5’ UTR des Reportergentranskripts, wobei diese Leseraster bei der Kon-
struktserie pOD 4 und 5 aus einem Start- und Stopcodon bestanden und bei pOD 8 und
9 zusétzlich ein Glycincodon enthielten. In diesen Konstrukten konnte somit der Einfluss
eines Elongationsschritts auf die Reinitiation untersucht werden, die in FE. coli durch SD-
Sequenzen 5’ des nachfolgenden ORFs gefordert wird (Yoo und RajBhandary, 2008). Die
Reinitiation innerhalb der 5’ UTR zur Bildung des GFP hatte in beiden untersuchten
Systemen eine geringere Proteinakkumulation des Reporters im Vergleich zum Referenz-
konstrukt zur Folge (Tab. 3.1, Tab. 3.3).

Die SD-Sequenz-Varianten mit Leserastern in der 5’ UTR stellten vereinfachte Operon-
strukturen nach. Von Spanjaard und van Duin (1989) konnte ermittelt werden, dass in
E. coli die Translation 3’ gelegener Leseraster in Abhéngigkeit der Translation der 5’ ge-
legenen ORFs stattfindet. SD-Sequenzen férderten die Reinitiation. Wahrend im Rahmen
dieser Arbeit in E. coli kein Unterschied in der Translationsinitiationseffizienz fiir die Kon-
strukte pOD 4 und 5 verglichen mit pOD 8 und 9 erkannt werden konnte (Tab. 3.1), zeigte
sich in Plastiden ein anderes Bild. In Plastiden fiel die Translationsinitiation in den Kon-
strukten pOD 8 und 9 im Vergleich zu den Konstrukten pOD 4 und 5 stark ab (Tab. 3.3).
Der Ubergang der Ribosomen vom Initiations- in den Elongationskomplex (Marshall et al.,
2008; Julian et al., 2008) resultierte in einer verringerten Féhigkeit an 3’ gelegenen SD-
Sequenzen erneut eine Translation zu initiieren (Tab. 3.3). Es ist mdoglich hier Parallelen
zu eukaryotischen Systemen zu ziehen. Kozak (2005) beschreibt Beobachtungen in Euka-
ryoten, dass in der 5’ UTR gelegene uORFs (upstream ORFs) die Translationseffizienz des
3’ gelegenen ORFs massiv beeintrichtigen konnten.

Wiéhrend in E. coli die Reinitiation somit erfolgreich verldauft, ist Plastiden nach erfolg-
ter Elongationsreaktion der Ribosomen dhnlich zu Eukaryoten keine oder nur eine abge-

schwichte Reinitiation zu beobachten.
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4.1.5 Nutzung aufeinanderfolgender Translationsinitiationsstellen

in E. coli und Plastiden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Konstrukte untersucht, die multiple Translationsini-
tiationsstellen (SD-Sequenz zuziiglich Startcodon) beherbergten. In E. coli zeigte sich fiir
diese Konstrukte eine nahezu gleichverteilte Nutzung aller Translationsinitiationsstellen
in der 5’ UTR. So konnten fiir alle SD-Sequenzen GFP-Varianten mit entsprechenden N-
terminalen Erweiterungen nachgewiesen werden (Tab. 3.2 und Abb. 3.7). Dieses Verhalten
kann mit Hilfe der Ergebnisse von Spanjaard und van Duin (1989) erwartet werden, da
es sich bei diesen Konstrukten &hnlich zu pOD 4 und 5 sowie pOD 8 und 9 (Abb. 3.1) um
operonahnliche Strukturen handelt.

In Tabakplastiden hingegen konnte gezeigt werden, dass in den Konstrukten mit multiplen
Initiationsstellen die Nutzung dieser von 5’ nach 3’ abnimmt. So zeigten die Konstrukte
pOD 11, 14 und 15 eine fehlende Akkumulation der GFP-Variante, die aus der Nutzung
der 3’ gelegenen SD-Sequenz hervor gehen (Tab. 3.4). In Plastiden kann folglich eine Ten-
denz erkannt werden, 5’ gelegene Translationsinitiationsstellen zu bevorzugen.

In Mais konnten dhnliche Ergebnisse ermittelt werden. Hier fiihrte die Mutation eines
nukledren Gens zu mangelhafter Prozessierung des petB /petD-Dicistrons, was zu deutlich
schlechteren Translationseffizienz des 3’ gelegenen petD-Transkripts fiihrte (Barkan, 1988;
Barkan et al., 1994; Westhoff und Herrmann, 1988). Einen dhnlichen Effekt erkannten Hi-
rose und Sugiura (1997) bei der Untersuchung des Dicistrons aus psaC und ndhD. Hierbei

war in vitro keine Translation des ndhD-Cistrons im ungespaltenen Transkript moglich.

4.1.6 Mechanismus der Selektion von SD-Sequenzen in E. coli

und Plastiden

Die Bindung von Ribosomen an die 5’ UTR von Transkripten erfolgt wahrscheinlich be-
vorzugt iiber unstrukturierte AU-haltige Bereiche. Hierfiir gibt es Hinweise in E. coli und
Plastiden. So konnte von Vimberg et al. (2007) fiir E. coli eine verstirkte Translation
nachgewiesen werden, wurden AU-reiche Sequenzen in die 5’ UTR eingefiigt. Der A /U-
Gehalt der entsprechenden Sequenz war in den bearbeiteten Konstrukten im Vergleich
zueinander identisch (69 %) und dem der in Vimberg et al. (2007) erwihnten transla-
tionsfordernden Sequenz &hnlich (74 %). Studer und Joseph (2006) zeigten, dass einzel-
strangige Bereiche in Stamm-Schleifen-Strukturen die Bindung der 30 S Untereinheit von
E. coli-Ribosomen fordern. de Smit und van Duin (2003) stellten zusétzlich die Rolle
unstrukturierter Bereiche in der 5’ UTR heraus. 30 S ribosomale Untereinheiten binden
diese Sequenzen, gefordert durch das S1-Protein des Ribosoms (Komarova et al., 2002),
und bewirken anschliefend eine Entfaltung von Sekundérstrukturen der mRNA. Hinweise
auf dhnliche Bindungsmechanismen plastidarer Ribosomen lassen sich durch die Beschrei-

bung der Bindungseigenschaften des plastidaren S1-Proteins von Franzetti et al. (1992)
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und Merendino et al. (2003) ableiten. Dieses Protein ist auch in Plastiden mit Ribosomen
assoziiert.

5’ der in dieser Arbeit untersuchten SD-Sequenzen waren AU-reiche Sequenzen vorhanden,
konnten jedoch nicht die Unterschiede in der Effizienz der Translationsinitiation erkléren,
da in allen Konstrukten nahezu identische Sequenzen genutzt wurden (Tab. 2.3).
Ebenso ist eine Rolle der letzten Base der 5’ UTR bzw. die -1 zum Startcodon gelegene
Base ermittelt worden (Esposito et al., 2001). Sie ermittelten, dass ein U an Position -1
in Bezug auf das Startcodon einen positiven Effekt auf die Translationsinitiation hatte.
In einigen, der in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte, war dieses Nukleotid an dieser
Position vorhanden (pOD 4, 5, 8-22 in (Tab. 2.3)). Ein Effekt dieses Nukleotids konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet werden (Tab. 3.1, Tab. 3.3).

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten ergaben fiir E. coli und Plastiden Un-
terschiede in der Abhéngigkeit der Translationsinitiation von SD-Sequenzen. In Plastiden
konnte in Konstrukten mit multiplen SD-Sequenzen eine Abschwichung der Translation
erkannt werden. Dieser Effekt konnte in Konstrukten mit multiplen Translationsstart-
punkten ndher untersucht werden. Es stellte sich heraus, dass die 5’ Initiationsstelle in
nahezu allen Konstrukten intensiver genutzt wurde als die nachfolgenden Initiationspunk-
te (Tab. 3.4).

Diese Bevorzugung 5’ gelegener SD-Sequenzen kann aus einer 5'—3’-Bewegung des Ri-
bosoms folgen, die auf eine Bindung der 30S ribosomalen Untereinheit an die 5’ UTR
strangaufwarts der SD-Sequenzen folgt. Hier wire die Bindung der Untereinheit an die
genannten AU-reichen Sequenzen denkbar (Franzetti et al., 1992; Merendino et al., 2003).
Einen Hinweis auf einen geringen Beitrag dieser Sequenzen liefern Konstrukte mit in Ab-
stand liegenden SD-Sequenzen (mit inserierten AU-reichen Sequenzen, z.B. pOD 14, 15,
Tab. 3.4). Hier wire zu erwarten, dass auch 3’ gelegene SD-Sequenzen stéirker genutzt
werden als in dicht aufeinanderfolgenden SD-Sequenzen ohne zwischenliegende AU-reiche
Sequenzen (pOD 14 und 15 gegeniiber pOD 11 und 12), was nicht der Fall war (Tab. 3.2,
Tab. 3.4). Zusétzlich ist mit Hilfe der Konstrukte pOD 8 und 9 im Vergleich zu pOD 4 und
5 (Abb. 3.1) zu erkennen, dass beim Ubergang vom Initiations- in den Elongationskom-
plex (Marshall et al., 2008; Julian et al., 2008) die Effizienz der 5’—3’-Bewegung abnimmt
und damit die Nutzung der 3’ liegenden SD-Sequenzen bzw. Translationsinitiationsstellen
zuriick geht.

Eine weitere Moglichkeit ist die Bindung der 30 S-Untereinheit an Regionen in der Nihe
oder am 5" Ende der mRNA. Eine ,capping*“-Struktur der mRNA, wie sie in Eukaryo-
ten zu finden ist (Kozak, 1999), ist in plastidéren Transkripten nicht vorhanden (Peled-
Zehavi und Danon, 2007). Daher ist eine Bindung des plastiddren Ribosoms an diese
Struktur nicht moglich. Eine potentielle Bindungsstelle am 5’ Ende der mRNA stellt der
5" Phosphatrest prozessierter bzw. Triphosphatrest unprozessierter Transkripte dar. Es
konnte gezeigt werden, dass plastiddre Ribosomen Polyphosphat binden und in Abwe-

senheit von Polyphosphat eine erh6hte Fehlerrate der Translation aufweisen (Mclnerney
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et al., 2006). Es ist daher denkbar, dass Ribosomen mit Phosphatresten am 5" Ende der
mRNA interagieren, um einen vorlaufigen Kontakt zwischen Ribosom und Transkript her-
zustellen. Die direkte Bindung von Ribosomen an den 5’ Phosphatrest einer mRNA wurde
jedoch bisher nicht gezeigt.

Die in dieser Arbeit ermittelte 5’—3’ Bevorzugung der Translationsinitiationsstellen legt
nahe, dass SD-Sequenzen in der primiren Bindung des Transkripts an die 30 S Unterein-
heit eine untergeordnete Rolle zukommt. Sollten SD-Sequenzen in die primére Bindung
eingreifen, sollte deren Position in der 5’ UTR keine Bedeutung haben.

Hinweise auf die Bindung 5 gelegener Regionen und anschliefender Bewegung Richtung
Startcodon lieferten Ergebnisse aus der Untersuchung der Translation von di- bzw. poly-
cistronischen Transkripten in Plastiden. Diese werden in Wildtyp-Pflanzen meist gespal-
ten, jedoch konnten Mutanten isoliert werden, die in diesem Prozess fiir einige Transkripte
Defizite aufweisen. Ein massiver Effekt auf die Translation des 3’ gelegenen ORF konnte
darauf folgend beobachtet werden.

Barkan et al. (1994) zeigten zum Beispiel, dass die Translation des 3’ gelegenen petD-
Transkripts des petB/petD-Dicistrons weniger effektiv erfolgt, sollte durch einen Gen-
defekt die Prozessierung des Dicistrons zu monocistronischen Transkripten ausbleiben.
Hierbei handelte es sich um die crpl-Mutante in Mais, bei der ein kernkodierter RNA-
Prozessierungsfaktor durch Mutation zerstért wurde. Weitere Hinweise auf die wichti-
ge Rolle der Spaltung polycistronischer Transkripte liefert die hcf107-Mutante. Die un-
vollstindige Prozessierung des Transkripts des psbB-Operons fiihrte zur Einstellung der
Translation des psbH-Cistrons, das im polycistronischen Transkript 3’ des psbB liegt
(Felder et al., 2001). Die crr2-Mutante zeigt dhnliche Symptome. So kommt es in dieser
Mutante zu einer fehlenden Spaltung des rps7/ndhB-Dicistrons und damit auch verrin-
gerter Translation des 3’ liegenden Cistrons (ndhB) (Hashimoto et al., 2003). In diesen
Beispielen zeigt sich die wichtige Rolle der Prozessierung polycistronischer Transkripte in
Zusammenhang mit der Evolution der urspriinglich prokaryotischen Translationsinitiati-
onsmechanismen hin zu den plastiddren. Prokaryotische Operons werden zu polycistroni-
schen Transkripten abgelesen und zuverlissig translatiert (Kozak, 2005). Auf der anderen
Seite entwickelte sich in Plastiden parallel zur Translation 3’ gelegener Cistrons mit ver-
ringerter Effizienz die Prozessierung polycistronischer Transkripte zu monocistronischen.
Die Prozessierung polycistronischer Transkripte ist jedoch nicht obligatorisch fiir alle
Transkripte, die in Plastiden aus Operons hergestellt werden. Als Beispiel fiir eine ef-
fektive Translation dicistronischer Transkripte kann das psaA/psaB-Transkript angefiihrt
werden (Meng et al., 1988). Einen Hinweis auf noch ungekliarte Aspekte der Translation
polycistronischer Transkripte lieferten die Beobachtungen von Barkan (1988) in Zusam-
menhang mit Barkan et al. (1994). Es konnte ermittelt werden, dass das pentacistronische
Transkript psbB—psbT—psbH—petB—petD in allen Prozessierungsstufen mit Ribosomen as-
soziiert ist (Barkan, 1988), jedoch ist nachgewiesen worden, dass die Translation des psbH -
und des petB-Transkripts beeintrichtigt ist (Felder et al., 2001; Barkan et al., 1994), wenn
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es zu einer unvollstindigen Prozessierung des pentacistronischen Transkripts kommt.
Bisher ist nicht bekannt welche Untereinheiten des plastidiren Ribosoms die hier beschrie-
bene 5’—3’ Bewegung auf der mRNA vermitteln konnten. Es ist jedoch denkbar, dass plas-
tidenspezifische Untereinheiten bzw. weitere nukledr kodierte Proteine diese Eigenschaft
vermitteln (Yamaguchi et al., 2000; Yamaguchi und Subramanian, 2003). Im Vergleich
E. coli- zu Plastidenribosom fiel auf, dass nichtkonservierte Untereinheiten hauptsich-
lich in der 30 S-Untereinheit des plastidiren Ribosoms zu finden waren (Manuell et al.,
2004; Yamaguchi et al., 2002). Eine Rolle dieser in zusétzlichen bzw. verdnderten Initiati-
onsmechanismen ist denkbar, besonders vor dem Hintergrund bekannter RNA-bindenden
Proteindoménen in ribosomalen Proteinen. Hierzu zdhlt eine S1-Doméne in einem plas-
tidenspezifischen ribosomalen Protein (PSRP7). Dem S1-Protein kommt in der mRNA-
Bindung des Ribosoms eine wichtige Rolle zu (Yamaguchi et al., 2002; Franzetti et al.,
1992).

Eine auf polycistronische Transkripte hin optimierte Translationsinitiation konnte in F. coli
gezeigt werden (Spanjaard und van Duin, 1989). Hier ist die Translation des 3’ gelegenen
Cistrons positiv von der Translation des 5" gelegenen Cistrons beeinflusst. Dies erklirt

den geringeren Abfall der Nutzung 3’ gelegener Translationsinitiationsstellen.

Den SD-Sequenzen in den untersuchten Konstrukten kommt wahrscheinlich nicht die Rolle
der priméiren Bindung der mRNA an die 30 S-Untereinheit der Ribosomen zu. Sie dienten
jedoch zur korrekten Positionierung des Ribosoms am Startcodon, sodass die Translation
des Reportergens gfp initiiert wurde. Hierzu wurden &hnliche Daten in Plastiden sowie
E. coli ermittelt. So konnten Hirose und Sugiura (2004b) fiir das atpB-Transkript, das
keine SD-Sequenz enthélt, zeigen, dass AU-reiche Sequenzen die Bindung des Transkripts
an die 30 S ribosomale Untereinheit ermdglichen. Fiigten sie eine Translationsinitiations-
stelle (SD-Sequenz und Startcodon) ein, fiithrte dies zur Translationsinitiation an der neu
eingefiigten Initiationsstelle, wobei es zu keiner messbaren Translation der nativen Initia-
tionsstelle kam.

Die Rolle der SD-Sequenz gegeniiber AU-reichen Sequenzen wurde von Park et al. (2007)
herausgestellt. Sie ermittelten einen wesentlich stirkeren Effekt von Mutationen in der

SD-Sequenz im Vergleich zur 5’ gelegenen Sequenz der 5’ UTR.

4.1.7 Anwendungsmoglichkeiten der gewonnenen Ergebnisse

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Konstrukte resultierten in unterschiedlicher
Akkumulation des Reporterproteins GFP in F. coli sowie Plastiden. In E. coli konn-
te die hochste Proteinakkumulation fiir die Konstrukte pOD 15 und 22 gemessen wer-
den (Tab. 3.1), die niedrigste fiir pOD4 und 8. In Plastiden erzielten die Konstrukte
pOD 12 und 18 die hochste Translationsinitiationseffizienz und die niedrigste pOD 8 und
13 (Tab. 3.3). Als biotechnologische Produktionsplattform besitzen beide Systeme Vorzii-
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ge. E. coli bietet hohe Transformationsraten und schnelles Wachstum. Plastiden hingegen
die Moglichkeit preiswerte Produktion auf grofen Flichen durchzufiihren (Hager und
Bock, 2000; Bock und Khan, 2004). Zusétzlich bieten transplastomische Pflanzen in den
meisten Pflanzen durch maternale Vererbung der Plastiden Schutz gegen unkontrollierte
Verbreitung der Transgene mit den Pollen (Bock, 2007; Ruf et al., 2007). Die hocheffizien-
ten Konstrukte sind fiir eine Anwendung fiir die Produktion grofter Mengen rekombinanter
Proteine nutzbar, wie z.B. von Antigenen oder Antikérpern (Zhou et al., 2008). Konstruk-
te, die eine geringe Translationsinitiationseffizienz vermitteln, konnen Anwendung in der
Funktionsaufkldrung von essentiellen plastiddren Proteinen finden, bei denen eine Deleti-
on zu keinen lebensfihigen Zellen fiihrt (Rogalski et al., 2006), jedoch eine Reduktion der

Proteinmenge einen Phénotyp hervor ruft.

4.1.8 Zukiinftige Experimente zur detaillierten Untersuchung der

Rolle von SD-Sequenzen in Plastiden

In Plastiden konnte gezeigt werden, dass 5’ gelegene Translationsinitiationsstellen bevor-
zugt genutzt werden. Weitere Experimente zur Untersuchung der Translationsinitiation
in Plastiden bieten sich fiir die Konstrukte an, die eingebette ORFs in der 5° UTR ent-
halten. Kim und Mullet (1994) ermittelten durch den Abbruch der cDNA-Synthese an
der Bindungsstelle der an die mRNA gebundene Ribosomen den exakten Bindungsort der
Ribosomen an die 5’ UTR. Dieser experimentelle Ansatz bietet sich fiir die Konstrukte
pOD 2 bis pOD 9 an. Besonders geeignet sind jedoch die Konstrukte pOD 4 und 5 sowie
pOD 8 und 9 mit kleinen ORFs innerhalb der 5’ UTR, da Ribosomen in diesen Konstruk-
ten vollstindige Translationsinitiationsstellen vorfinden. Zusétzlich besteht die Moglich-
keit aufzukldren an welche Strukturen der RNA die plastiddren Ribosomen binden.
Welche Faktoren die 5’—3’-Bewegung des Ribosoms in Plastiden vermitteln, ist nicht
bekannt. Hier konnte eine Population aus Deletions- bzw. Insertionsmutanten, die im
Plastidengenom ein entsprechendes Testkonstrukt enthalten, weitere Erkenntnisse liefern.
Als Organismus bietet sich C. reinhardtii an. Arabidopsis thaliana ist aufgrund fehlender
Transformationsprotokolle fiir die Plastiden nicht zur Untersuchung des Mechanismus ge-
eignet. Auf der anderen Seite kdnnen Ansétze, die die Aufklarung des RNA-bindenden
Proteoms zum Ziel haben, weitere Erkenntnisse bieten. Mit Hilfe der durch diese Ansétze
gewonnen Daten, kann eine gezielte Suche nach Faktoren erfolgen, die die Ribosomenbe-
wegung vermitteln.

Inwiefern Sekundérstrukturen innerhalb des Prozesses der 5’—3’-Bewegung eine Rolle
spielen kann durch weitere Konstrukte mit stabilen oder instabilen Strukturen innerhalb
der 5" UTR bzw. eingebettet zwischen kleine ORFs in der 5’ UTR aufgeklirt werden. In
Anlehnung an Neupert et al. (2008) boten letztgenannte Konstrukte die Moglichkeit von
Untersuchungen bei verschiedenen Temperaturen, um den Einfluss der Sekundéarstruktu-

ren naher zu beleuchten.
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4.2 Untersuchungen zur Bastardbleichheit in der

Gattung Pelargonium

In der Gattung Pelargonium konnte Bastardbleichheit in Hybriden aus P.roseum und
P. zonale cv. Stadt Bern sowie P. zonale cv. Trautlieb beobachtet werden (Metzlaff, 1980).
Aufgrund biparentaler Vererbung enthalten die Hybride meist die Plastiden beider El-
ternpflanzen, wobei durch somatische Segregation Entmischungen hin zu einem Plasti-
dentypen auftreten konnen. Es konnte beobachtet werden, dass nur die Plastiden der
Kultivare P. zonale cv. Stadt Bern sowie Trautlieb ausbleichen, wohingegen die Plastiden
aus P. roseum vor dem gleichen heterozygoten Hintergrund ihre Ergriinungsfihigkeit bei-
behalten. Bei der Bastardbleichheit handelt sich folglich um einen plastidenspezifischen
dominant-negativen Effekt einer Plastom-Genom-Inkompatibilitét.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Plastom-Genom-Inkompatibilitéit in der Gattung Pe-
largonium mit Hilfe der Sequenzierung von drei Plastidengenomen der genannten Arten
bzw. Kultivare untersucht. Hierzu zéhlten die Typen der Plastidengenome R, I und II
(Metzlaff et al., 1981). Die Plastidengenome I und II kombiniert durch Hybridisierung
zeigten keine Bastardbleichheit (Metzlaff et al., 1981). In den Kombinationen I-R und II-
R konnte jedoch Plastom-Genom-Inkompatibilitit ermittelt werden. Aus diesem Grund
wurde den Unterschieden der Plastidengenome der Plastidengenome I und II zum Typ R
die grofte Aufmerksamkeit gewidmet.

Obwohl eine Hybridisierung unterschiedlicher Arten der Gattung Pelargonium moglich
ist, zeigen die Hybride eine deutliche Einschriankung ihrer Fitness bezogen auf ihre Pho-
tosyntheseleistung. Dies fiihrt zu Selektionsnachteilen und folglich zur Aufrechterhaltung
bzw. Entstehung von Speziesgrenzen (Brautigam et al., 2007). Bisher ist die molekulare
Grundlage in Form von ,Artbildungsgenen® nur in wenigen Féllen von Genominkompati-
bilitit in anderen Gattungen bekannt (Jiang et al., 2008; Wang et al., 2006).

4.2.1 Gemeinsame Eigenschaften der drei untersuchten

Plastidengenome

Die drei sequenzierten Plastidengenome zeigten weitgehend eine identische Struktur im
Vergleich zum Plastidengenom von P. zonale cv. Ringo white, dessen Sequenz im Zeitraum
der Bearbeitung dieses Projekts publiziert wurde (Chumley et al., 2006). Alle Pelargo-
nium-Plastidengenome zeigten eine deutliche Vergrofserung im Vergleich zum Tabakplas-
tidengenom (Shinozaki et al., 1986) durch eine Ausweitung der invertierten Duplikationen.
In keinem der Genome konnte eine vollstdndige kodierende Sequenz fiir die grofite Unter-
einheit der plastidenkodierten RNA-Polymerase (rpoA) ermittelt werden. Es wurden nur
Fragmente dieses Gens innerhalb konservierter ORFs aufgefunden (Tab. 3.9). Die im Pe-
largonium-Plastidengenom enthaltenen Fragmente weisen nur geringe Konservierungsgra-
de von 36 % im Vergleich zum RpoA-Polypeptid in N. tabacum-Plastiden auf (Kap. 3.7.3),
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was darauf schliefsen lésst, dass in Pelargonium ein Transfer des rpoA-Gens in den Kern
erfolgte. Bisher konnte ein Gentransfer des plastiddren rpoA-Gens in den Kern nur fiir
Physcomitrella patens und weitere Moose gezeigt werden (Sugiura et al., 2003).

Weitere Gene, die in keinem der untersuchten sowie dem bereits publizierten Genom
(Chumley et al., 2006) ermittelt werden konnten, waren die Gene ¢trnT-GGU und accD.
Von letztgenanntem Gen ist bekannt, dass es als Untereinheit der Acetyl-CoA-Carboxylase
essentiell fiir die Lipidbiosynthese und damit fiir die Pflanzenzelle ist (Kode et al., 2005).
Homoplasmatisch transgene Zellen mit zerstortem accD-Gen stellten die Zellteilung ein
und fiihrten so zu fehlenden Teilen der Blattspreite.

Da in Pelargonium keine kodierende Sequenz fiir accD im Plastidengenom ermittelt wer-
den konnte (Tab. 3.9, Chumley et al., 2006), muss davon ausgegangen werden, dass diese
im Kerngenom lokalisiert ist. Diese Umlagerung wurde ebenfalls in den Poaceae ermittelt
(Sasaki et al., 1995). Ebenso gibt es Hinweise auf einen Transfer in Brassica napus, da hier
die plastiddre Translation und damit die potentielle Produktion der AccD-Untereinheit
nicht essentiell ist (Zubko und Day, 1998). Jedoch ist die Nukleotidsequenz des Plastiden-
genoms nicht bekannt, weshalb hierzu keine endgiiltige Antwort gegeben werden kann.
Die Deletion eines tRNA-Gens kann dramatische Auswirkungen auf die Proteinbiosynthe-
se in Plastiden haben, auch wenn eine isoakzeptierende Form des deletierten tRNA-Gens
durch ,Superwobbling” die Dekodierung der entsprechenden Codons iibernehmen kann
(Rogalski et al., 2008). So konnte nach Deletion von trnG-GCC im Plastidengenom von
N. tabacum eine starke Reduktion der Wachstumsrate beobachtet werden. Die verbleiben-
de trnG-UCC fiihrte zu einer partiellen Kompensation des Effekts der fehlenden tRNA.
Hierbei spielte die Base Uracil an erster Position des Anticodons eine kritische Rolle, da
sie durch ,,Superwobbling“ mit allen anderen Basen Wasserstoffbriickenbindungen einge-
hen kann und eine so erfolgreiche Dekodierung aller Glycincodons (GGN) ermdglicht. Im
umgekehrten Fall — der Deletion des Gens trnG-UCC — kann die verbleibende tRNA-GCC
die Kompensation nicht durchfiihren, da die Base Guanosin an erster Stelle des Antico-
dons nicht in der Lage ist mit allen Basen Wasserstoffbriickenbindungen einzugehen und
aus diesem Grund einige Glycincodons (GGG, GGA) nicht mehr dekodiert werden kon-
nen.

Die Abwesenheit der trnT-GGU in Pelargonium driickt sich jedoch weder in verminder-
tem Wachstum noch in einer Unterrepriasentation des Codons ACC sowie ACT aus, was
als Anpassung an die fehlende tRNA zu vermuten wire (Kap. 3.7.3, Tab. A.2, Chumley
et al., 2006). In N. tabacum sowie Pelargonium konnten nahezu identische Werte fiir die
Codonhaufigkeit dieser Codons ermittelt werden. Offensichtlich kommt es zu einer effek-
tiven Kompensation der fehlenden tRNA-GGU durch die vorhandene tRNA-UGU. Diese
Kompensation kann wie am Beispiel der tRNA-Glycin durch ,,Superwobbling” des Uracils
an der ersten Base des Anticodons bzw. der dritten Stelle des Codons erklért werden.
Im Gegensatz zur eingeschrinkten Translationseffizienz, wenn ,Superwobbling der Gly-
tRNA erfordert wird (Rogalski et al., 2008), ist die Thr-tRNA(UGU) in beiden Orga-
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nismen in der Lage, die Gesamtheit der Thr-Codons zu dekodieren. Es ist durch die
Deletion des trnT-GGU nur ein hellgriiner Phénotyp in N. tabacum zu beobachten, was
auf eine leicht verringerte Translationskapazitét schliefen ldsst (Rogalski, 2008). Dass in
Pelargonium dieser Effekt nicht auftritt, ist durch Anpassungsmechanismen des Translati-
onsapparates oder der Expression von Genen deren Produkte an der Translation beteiligt
sind zu erkldren. So konnte die Menge an akkumulierter tRNA-UGU gesteigert werden,
um den Verlust der tRNA-GGU auszugleichen. Auf der anderen Seite kénnen Verdnde-
rungen in der 16S rRNA die Dekodierung toleranter auf ,Superwobbling” machen. Hier
wird im Normalfall nicht die Basenpaarung an sich iiberpriift wird, sondern nur ob eine

Watson-Crick-Basenpaarung vorliegt (Yoshizawa et al., 1999).

4.2.2 Unterschiede der Plastidengenome

Vor dem Hintergrund eines heterozygoten Kerngenoms (R/I, R/II) kommt es fiir die
Plastidentypen I und II zur Plastom-Genom-Inkompatibilitdt, die sich in Form der Ba-
stardbleichheit zeigt. Im Gegensatz dazu kann fiir den Plastidentyp R keine Plastom-
Genom-Inkompatibilitit im Zusammenhang mit den untersuchten Kerngenomen beob-
achtet werden. In Sequenzunterschieden der Plastidengenome sollte folglich die Ursache
fiir die Bastardbleichheit zu finden sein.

Im Vergleich der untersuchten Plastidengenome konnte eine Vielzahl von Sequenzun-
terschieden ermittelt werden, die vornehmlich in den nicht-kodierenden Bereichen des
Plastidengenoms lagen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Plastidgenomver-
gleichen gewonnen (Kahlau et al., 2006; Schmitz-Linneweber et al., 2002). Die ermit-
telten Sequenzunterschiede bestanden sowohl aus Einzelnukleotidaustauschen als auch
aus Insertionen und Deletionen. Die Unterschiede zwischen den Plastidengenomen von
P. zonale cv. Stadt Bern und P. zonale cv. Trautlieb waren deutlich schwécher ausgepragt
als die Unterschiede dieser beiden Genome zum Plastom von P.roseum, was die Ergeb-
nisse aus den Restriktionsuntersuchungen von Metzlaff (1983) bestdtigt. Die mit Hilfe
des Martinez/Needlemann-Wunsch-Algorithmus (Burland, 2000) ermittelten Werte zur
Sequenzéhnlichkeit (Kap. 3.7.3) wiesen im Vergleich zur Sequenzéhnlichkeit von Solanum
lycopersicum und S. tuberosum geringere Konservierung auf, was jedoch im Rahmen eines
phylogenetischen Stammbaums relativiert wurde. Hier zeigten die untersuchten Plastiden-
genome eine grofe Nihe zueinander (Abb. 4.1, Kap. 3.7.3).

Oenothera stellt eine Gattung dar, fiir die wie fiir Pelargonium verschiedene Plastomtypen
bekannt sind. In dieser Gattung wurden fiinf Plastomtypen bestimmt (Stubbe, 1959), de-
ren Nukleotidsequenzen aufgeklirt wurden (Greiner et al., 2008b). Die Plastidengenome
zeigten Ubereinstimmungen von 96,3 % bis 98,6 % (Greiner et al., 2008b). Im Vergleich
hierzu weisen die Plastidengenome der Typen R, I und II Ubereinstimmungen von ca.
98 % (R gegeniiber I und II) bzw. nahezu 100 % (I gegeniiber II) auf. Innerhalb der Gat-
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tungen Oenothera und Pelargonium kann folglich eine dhnlich hohe Varianz zwischen den
Plastidengenomen wie zwischen Plastidengenomen der Solanaceae ermittelt werden. Auf
der Ebene der Sequenzéhnlichkeiten unterscheidet sich die Gattung Pelargonium folglich
nicht von anderen Pflanzengattungen. Jedoch konnten fiir einige Gene in Pelargonium
und anderen Geraniaceae erhohte Nukleotidaustauschraten ermittelt werden (Guisinger
et al., 2008).

Trautlieb
Stadt Bern
Ringo White
rRoseum

1t Nicotiana tabacum

Abbildung 4.1: Phylogenetischer Stammbaum der untersuchten Pelargonium-Plastidengenome. Als Ver-
gleichsgenom wurde das Plastidengenom von N. tabacum genutzt. P. zonale cv. Trautlieb und P. zonale
cv. Stadt Bern bilden zusammen mit Pelargonium zonale cv. Ringo White (Chumley et al., 2006) eine
Gruppe, geringfiigig getrennt von dieser Gruppe befindet sich P.roseum im Stammbaum. Der Stamm-
baum wurde mit Hilfe des PHYLIP-Pakets mit Standardeinstellungen erstellt (Felsenstein, 1989).

4.2.3 Mogliche Ursachen der Bastardbleichheit

In der Arbeit von Metzlaff (1983) wurde ein Sequenzunterschied in der 5’ Region der
5STRNA festgestellt, der eine EcoRI-Erkennungsstelle in den Plastidgenomtypen I und
IT erzeugte. Die Ursache der Bastardbleichheit wurde anschlieffend in einer verringerten
Transkriptionsinitiationseffizienz der 5S ribosomalen RNA in diesen Plastidentypen ver-
mutet, falls die Mutation direkt in der Bindungsstelle der RNA-Polymerase liegt. Es wurde
angenommen, dass das Typ R-Plastidengenom so einen Vorteil gegeniiber den TypI und
IT Plastiden besaf. Delp und Késsel (1991) sowie Vera und Sugiura (1995) zeigten jedoch,
dass die Transkription der rRNA im Rahmen eines Operons durchgefiihrt wird. Ein langes
hexacistronisches Transkript — rrnl6-trnl-trnA-rrn23-rrn4,5-rrnd — wird erzeugt, das auf
die Transkription folgend prozessiert wird (Bollenbach et al., 2005). Es erfolgt somit keine
separate Transkriptionsinitiation 5’ des rrnd-Gens. Zusitzlich konnten mit Hilfe der in
dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen keine Sequenzunterschiede zwischen Typ R-
und TypI- bzw. II-Plastidengenomen in der genannten Region (Metzlaff, 1983) ermittelt
werden. Es konnten ausschlieklich Einzelnukleotidaustausche im Intron des trnA-Gens,
5" des trnl-Gens und innerhalb des rrn16-Gens ermittelt werden (Tab. 3.11 und 3.12).
Zusitzlich zu den fehlenden Nukleotidaustauschen konnte keine EcoRI-Erkennungsstelle
in der Region 5 des rrnd-Gens identifiziert werden. Ein Artefakt in zwei Klonierungen
der plastiddren Sequenzen von Metzlaff (1983) kann als ebenso unwahrscheinlich gelten
wie Punktmutationen in zwei Plastidengenomen an dieser Stelle in der Zeit seit der Arbeit
von Metzlaff (1983), da in Plastiden niedrige Mutationsraten beobachtet wurden (Guha-
majumdar und Sears, 2005; Khakhlova und Bock, 2006). Es konnte allerdings festgestellt
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werden, dass in Geraniaceae die Rate nicht-stiller Mutationen im Plastidengenom im
Vergleich zu anderen Angiospermen erhoht ist. Dies beschrankt sich jedoch wiederum auf
Untergruppen der plastidir kodierten Gene, wie z.B. die rpo- und atp-Gene (Guisinger
et al., 2008).

Der Phénotyp des bastardbleichen Materials zeigte eine bleiches Gewebe schon zu Be-
ginn der Blattentwicklung und resultierte in vollig weifem Material (Abb. 1.3, Metzlaff
et al. (1982)). Bisher sind nur wenige Mutationen bekannt, die einen dhnlichen Phénotyp
verursachen. Die Deletion von Genen, deren Produkte die plastididre ATP-Synthase auf-
bauen (atpB, atpH; Hager, 2002, personliche Mitteilung Ralph Bock) und die der RNA-
Polymerase (alle rpo-Gene; Santis-Maclossek et al., 1999; Serino und Maliga, 1998) sind
Beispiele hierfiir. Im Gegenteil hierzu erzeugen Deletionsmutanten, die z.B. die Photosys-
teme betreffen, keine vollstandig weifsen Phénotypen unter Schwachlicht (Baena-Gonzélez
et al., 2003; Hager et al., 1999; Ruf et al., 1997).

In der Betrachtung einzelner Nukleotidaustausche zeigte sich u.a. auch eine Reihe von
Mutationen in Genen, die als mdgliche Ursache fiir den bastardbleichen Phéanotyp in Fra-
ge kommen. Unter anderem wurden Unterschiede in den Genen der ATPase (atp), der
RNA-Polymerase (rpo) und ribosomalen Untereinheiten (rps/rpl) ermittelt. Eine hohe
Mutationsrate der rpo-Gene konnte ebenfalls von Guisinger et al. (2008) beobachtet wer-
den.

In den Genen, deren Produkte an der Bildung der RNA-Polymerase beteiligt sind, konnte
zusitzlich zu Nukleotidaustauschen eine Vielzahl von Insertionen und Deletionen beob-
achtet werden (Tab. 3.11). So wurden z.B. im Gen rpoC1 Léngenpolymorphismen von
24 nt Deletionen und 9nt Insertionen ermittelt. Eine gestorte Interaktion der Typ I- und
II-Untereinheiten der RNA-Polymerase mit kernkodierten Typ R-Sigmafaktoren kénnte
eine Ursache fiir eine gestorte Transkription sein. Hierbei miisste jedoch davon ausgegan-
gen werden, dass die kernkodierten Sigmafaktoren des Typs Typ I- und II ihre Funktion
nicht mehr ausfithren kénnen, bzw. diese Allele deaktiviert wurde (Brutnell und Dellapor-
ta, 1994), was eher unwahrscheinlich erscheint. Es kann jedoch aufgrund des dominant-
negativen Effekts nicht von einem allgemeinen Prinzip ausgegangen werden, dass Inser-
tionen oder Deletionen in den rpo-Genen zu dem beschriebenen Phénotyp fiithren. Die
Deletion von drei Codons im rpoC2-Gen fiihrte in N. tabacum zu keinem erkennbaren
Phénotyp (Schmitz-Linneweber et al., 2005a). Die Deletion diverser vollstandiger rpo-
Gene fiihrte hingegen zu einen Albinophénotyp (Allison et al., 1996; Santis-Maclossek
et al., 1999; Serino und Maliga, 1998). Aus diesem Grund ist dieser Proteinkomplex ein
lohnendes Ziel weiterer Untersuchungen.

Weiterhin wurden diverse Nukleotidaustausche in Genen ermittelt, deren Produkte am
Aufbau der Ribosomen beteiligt sind. Die Entfernung plastidarer Ribosomen hat in ver-
schiedenen Spezies unterschiedliche Auswirkungen. So sind plastidire Ribosomen und
damit plastiddre Translation in Tabak essentiell fiir die Zellteilung (Ahlert et al., 2003;
Rogalski et al., 2006), wohingegen die Zerstorung plastidiarer Ribosomen in Roggen (Feier-
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abend und Schrader-Reichhardt, 1976) und weitere Gramineae (Maier et al., 1995) sowie
Raps (Zubko und Day, 2002) nur zum Ausbleichen des Blattmaterials fiihrte, jedoch nicht
zur Einstellung des Wachstums. Aufgrund der Substitution einer plastomkodierten Acetyl-
CoA-Carboxylase durch eine kernkodierte wird vermutet, dass aus diesem Grund aktive
plastidire Translation in diesen Spezies nicht essentiell ist (Maier et al., 1995; Rogalski
et al., 2006). Da in Pelargonium kein accD-Gen im Plastidengenom ermittelt werden
konnte, besteht somit die Moglichkeit, dass die plastidiare Translation durch Inkompati-
bilitdt von plastiden- und kernkodierten ribosomalen Untereinheiten in bastardbleichem
Material stark beeintriachtigt ist.

Die Deletion der Gene atpB oder atpH fiihrte zur vollstindigen Zerstorung des ATP-
Synthase-Proteinkomplexes (Hager, 2002, personliche Mitteilung Ralph Bock). Eine Er-
klarung fiir den dramatischen Phénotyp, d.h. die Entwicklung bleichen Materials, konnte
bisher nicht ermittelt werden. Ein &dhnlicher Phinotyp konnte bei somatischen Hybriden
zwischen Atropa belladonna und N. tabacum gefunden werden (Kushnir et al., 1991). Hier
zeigte sich ebenfalls ein weifer Phanotyp in Laubblidttern von Cybriden, die N. tabacum-
Plastiden und das A. belladonna-Kerngenom enthielten. Die Ursache hierfiir wurde von
Schmitz-Linneweber et al. (2005a) in fehlender Edierung des atpA-Transkripts gefunden.
Hierdurch ergab sich eine fehlende Uberfiihrung eines CCC-(Pro)-Codons in ein CUC-
(Leu)-Codon, wobei im A. belladonna-Plastidengenom bereits ein CTC-(Leu)-Codon auf
DNA-Ebene enthalten ist. Hierdurch ergibt sich keine Notwendigkeit, kernkodierte Edie-
rungsfaktoren fiir diese Edierungsstelle im A. belladonna-Kerngenom vorzuhalten. Die feh-
lende Prozessierung resultiert so in einer Substitution einer apolaren Aminoséure (Leu)
durch einen Helixbrecher (Pro). Die Ursache dieser Plastom-Genom-Inkompatibilitét ist
somit vermutlich eine gestorte Protein-Protein-Wechselwirkung, die zur Einstellung der
Aktivitat der ATP-Synthase fiihrt. Somit zeigt sich neben der RNA-Polymerase eine wei-
tere Moglichkeit auf, wie eine modifizierte Aminoséuresequenz zu einer Inkompatibilitat
zwischen Plastid und Kern fiihren kann.

Am Beispiel der Inkompatibilitat zwischen N. tabacum-Plastiden und A. belladonna-Kern-
genom konnte gezeigt werden, welche Rolle RNA-Edierung spielen kann. RNA-Edierung
stellt eine Form der RNA-Prozessierung dar und resultiert in einer Abweichung der reifen
mRNA von der auf DNA-Ebene enthaltenen Sequenz.

In Mitochondrien von Protozoen entdeckt (Benne et al., 1986), konnte RNA-Edierung
auch in Plastiden nahezu aller Pflanzen nachgewiesen werden (Freyer et al., 1997; Hoch
et al., 1991). Hier kommt es in hoheren Pflanzen hauptséchlich zu einer Desaminierung
von Cytosin zu Uracil, wodurch sowohl evolutionédr konservierte Codons als auch Start-
und Stopcodons wieder hergestellt werden kénnen (Bock et al., 1996; Freyer et al., 1993;
Kudla et al., 1992; Maier et al., 1992). Die Identitdt der Edierungsfaktoren bzw. der die
Spezifitat vermittelnden Faktoren war lange unklar, obwohl friih klar wurde, dass es sich
um kernkodierte Faktoren handeln miisse (Bock und Koop, 1997; Zeltz et al., 1993). Die

enzymatische Aktivitdt wird vermutlich durch kernkodierte Desaminasen vermittelt (Shi-
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kanai, 2006). Diese binden jedoch wahrscheinlich nicht direkt an die Zielsequenz in der
RNA. Die Sequenzsperzifitdt wird durch kernkodierte RNA-Bindeproteine vermittelt, wel-
che unter anderem durch ,pentatricopeptid repeat® (PPR)-Doménen sequenzspezifische
Bindungen mit der RNA eingehen (Kotera et al., 2005; Schmitz-Linneweber et al., 2005b).
Es konnte gezeigt werden, dass die Erkennungssequenzen dieser Proteine in der RNA 5’
der Prozessierungsstelle liegen und spezifisch fiir einen oder einige wenige Edierungsorte
im Plastom sind (Bock et al., 1996; 1997; Karcher et al., 2008).

Der Einfluss von PPR-Proteinen auf die RNA-Edierung zeigt sich am Beispiel des Pro-
teins CLB19, das in die Edierung des rpoA-Transkripts involviert ist (Chateigner-Boutin
et al., 2008). Eine fehlende Edierung dieses Transkripts fiihrte zu einem Albinophénotyp,
vergleichbar mit den Beobachtungen bei fehlender Edierung bzw. deletierten rpo-Genen
(Schmitz-Linneweber et al., 2005a; Allison et al., 1996; Santis-Maclossek et al., 1999; Se-
rino und Maliga, 1998). Zeltz et al. (1993) konnten in Mais und Gerste zeigen, dass auch
mindestens ein weiteres Transkript der plastidenkodierten RNA-Polymerasegene ediert
wurde. Hierzu zahlte das Transkript rpoB, das von kernkodierten Faktoren modifiziert
wurde, wohingegen fiir rpoC1 keine Edierung nachgewiesen werden konnte.

Die Rolle der PPR-Proteine findet sich jedoch nicht nur in der Edierung von Transkripten
plastidarer Gene, sondern auch in der Transkriptprozessierung. So konnten Meierhoff et al.
(2003) zeigen, dass in Arabidopsis thaliana HCF152, ein PPR-Protein, an der Spaltung
des pentacistronischen Transkripts psbB-psbT-psbH-pet B-petD beteiligt ist. Fiir Chlamy-
domonas konnte ebenfalls ein Protein gefunden werden, das in die Prozessierung dieses
pentacistronischen Transkripts involviert ist. Bisher wurde jedoch nicht untersucht, ob es
sich hier um ein PPR-Protein handelt (Drager et al., 1998).

In den untersuchten Pelargonium-Plastidengenomen konnten auch einige Sequenzunter-
schiede in den Genen, deren Produkte am Aufbau der ATPase beteiligt sind, identifiziert
werden (Tab. 3.11). Voraussetzung fiir RNA-Edierung als Ursache der in dieser Arbeit
beobachteten Bastardbleichheit wére ein nicht stiller Sequenzunterschied T—C im Ver-
gleich Plastidentyp R zu den Typen I und II. Eine im Kerngenom von P. roseum kodierte
Desaminase konnte so in den Plastiden der Typen I und II das vorhandene Cytosin des-
aminieren und dadurch die kodierende Region derart verdndern, dass das resultierende
Genprodukt schwerwiegend in seiner Funktion bzw. in der Wechselwirkung mit anderen
Genprodukten gestort ist. Diese Sequenzunterschiede konnten jedoch in den atp-Genen
nicht identifiziert werden (Tab. A.1).

Ein alternativer Ansatz ist die Bildung einer neuen Bindestelle in einem Transkript der
Plastidentypen I und II, die zu einer zusétzlichen Aktivitit eines im P. roseum-Kerngenom
kodierten Edierungsfaktors und damit zur ,,Fehledierung® fiihrt. Diese Edierung kann an-
schliefend ebenso wie die Edierung eines unkonservierten Nukleotids in Fehlfunktionen
resultieren. Denkbare Konsequenzen sind die Herstellung falsch lokalisierter Startcodons,
Codons fiir Aminosauren, die Funktionsstérungen hervorrufen, oder vorzeitige Stopcod-

ons. Es konnte gezeigt werden, dass Edierung zur Herstellung dieser Codons in einigen
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plastidédren Transkripten vorhanden ist und auch notwendig zur Herstellung funktiona-
ler Transkripte ist (Neckermann et al., 1994; Sasaki et al., 2003; Bock et al., 1994; Sasaki
et al., 2001; Wintz und Hanson, 1991). Auffillig ist die nahe Verwandtschaft der untersuch-
ten Arten, sodass RNA-Edierung als Ursache fiir die Inkompatibilitit des Plastiden mit
dem Kerngenom schwer vorstellbar erscheint. Allerdings konnte von Freyer et al. (1995)
gezeigt werden, dass nah verwandte Arten bereits unterschiedliche Edierungsmuster be-
sitzen. Weiterhin ist gezeigt worden, dass in Geraniaceae die Mutationsrate in einigen
Genen im Vergleich zu anderen Gattungen erhoht ist (Guisinger et al., 2008). Es ist aller-
dings wahrscheinlich, dass hohe Mutationsraten und Verdnderungen in Edierungsstellen
essentieller Gene deutlich seltener auftreten als in Genen, deren Produkte nicht essentiell
sind (Fiebig et al., 2004).

Eine Vielzahl von RNA-Bindeproteinen und das geringe Wissen iiber deren Erkennungsse-
quenzen und Doménenstruktur, die als Bindeplattform fiir eine Desaminase als mogliches
Edierungsenzym dienen kénnten, erschweren die Suche nach diesen Bindestellen (Schmitz-
Linneweber und Barkan, 2007; Bock, 2001). Eine ungerichtete Suche nach Unterschieden
zwischen der Transkript- und DNA-Sequenz in Genen, deren Produkte am Aufbau der
ATP-Synthase oder der RNA-Polymerase beteiligt sind, konnte den moglichen Einfluss
fehlerhafter Edierung auf die Bastardbleichheit aufkléren.

RNA-Edierung stellt jedoch nur eine Form der RNA-Prozessierung dar. Sequenzunter-
schiede in den Plastidengenomen konnten ebenso zu einer Erkennungsstelle fiir Endo-
nukleasen fiithren. Die Spaltung eines Transkripts in den Plastidentypen I und II durch
eine Nuklease bzw. aufgrund der Bindung eines RNA-Bindeproteins, das im P. roseum-
Kerngenom kodiert ist, hitte ebenso einen dominant-negativen Phanotyp zur Folge. Die
Suche nach anormalen Spaltprodukten der genannten Transkripte kann hier kiinftig zur

Aufklarung fiihren.

4.2.4 Anwendung des Dobzhansky-Muller-Modells auf

Plastom-Genom-Inkompatibilitat

Fiir inkompatible Kerngenome konnten bereits detaillierte Resultate zur Ursache der In-
kompatibilitdt gewonnen werden. So zeigten Brideau et al. (2006), dass Hybridpopu-
lationen der Arten Drosophila simulans und D.melanogaster keine ménnlichen Tiere
enthalten, sobald es zur Kombination der Wildtypgene Lhr/Hmr (,Lethal hybrid res-
cue/,, Hybrid male rescue) kommt. Die Kombination beider Gene in einem Hybrid fiihrt
zu einem dominant-negativen embryolethalen Effekt, indem Hirnzellen der betroffenen
Embryonen in der Zellteilung behindert waren (Bolkan et al., 2007). Hinweise auf den
Einfluss dieser Proteine auf die Zellteilung begriinden sich auf der Interaktion mit chro-
matinbindenden Proteinen durch Protein-Protein-Wechselwirkungen. Bisher konnte der
genaue Mechanismus der Inkompatibilitdt jedoch nicht aufgeklart werden. Mutationen in

einem der beiden Gene fiithren zur wiederhergestellten Kompatibilitidt beider Arten (Bri-
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deau et al., 2006). Hier zeigt sich die Adaptation von genetischen Systemen, die isoliert
keine negativen Folgen fiir die Hybride entfaltet. Kommt es jedoch zu einer Kombination
der beiden Merkmale, erfolgt eine Reduktion der Fitness der Hybriden. Dieser Effekt in
der Speziesbildung wurde von Bateson, Dobzhansky und Muller beschrieben (Bateson,
1909; Dobzhansky, 1936; Muller und Pontecorvo, 1940).

Weniger dramatische Effekte konnten fiir Hybride der Arten Arabidopsis thaliana und
A. arenosa ermittelt werden. Hier kam es in den Hybriden zu einer Verdnderung der
regulatorischen Netzwerke. Es konnte beobachtet werden, dass das Transkriptprofil der
Hybride eher dem von A. arenosa dhnelte als dem von A. thaliana (Wang et al., 2006). Es
konnte jedoch keine Genominkompatibilitiat beobachtet werden. Hier zeigt sich die mog-
liche Anwendung des Turrelli-Orr-Modells, das eine Entstehung verschiedener Inkompa-
tibilitatssysteme vorschligt, die in Kombination letztendlich zur Genominkompatibilitit
fithren (Johnson, 2000; Landry et al., 2007). Die sich entfaltende Genominkompatibilitéit
fiihrt letztendlich zu einer genetischen Trennung von Subpopulationen und somit zur Spe-
ziesbildung bzw. zur Aufrechterhaltung von Speziesgrenzen (Bomblies und Weigel, 2007
Bomblies, 2006).

Deutlich dramatischere Effekte konnten bei der Untersuchung von Hybriden zwischen ver-
schiedenen Akzessionen von A. thaliana beobachtet werden. Hier kam es zur Entwicklung
nekrotischer Phénotypen, wenn bestimmte Loci miteinander in der Hybride kombiniert
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass in diesen Loci kodierende Sequenzen fiir Pro-
teine (NB-LRR) enthalten sind, die in der Pathogenabwehr durch Nekrose eine Rolle
spielen. Offensichtlich kommt es zu einer fehlgeleiteten Interaktion von zwei jeweils an
die Ursprungssysteme koadaptierten Proteinen, die in Kombination gebracht ungerichtet
Nekrose auslosen (Bomblies et al., 2007).

Die Trennung von Subpopulationen ist in Reis (Oryza sativa) ebenfalls zu erkennen. Diese
Art fasst zwei Unterarten (indica und japonica) zusammen, die jeweils eine grofe Anzahl
Kultivare stellen. Bei der Kreuzung einiger Kultivare konnte eine Verringerung der Fitness
durch verminderte Samenbildung beobachtet werden. Als Ursache wurde eine Genomin-
kompatibilitit basierend auf der negativen Interaktion der Gene hwh1 und hwh2 ermittelt
(Jiang et al., 2008). Die Gene zeigten Homologien zu Oxidoreduktasen bzw. Hexosetrans-
portern, wobei bisher keine Interaktion solcher Proteine beobachtet wurde. Aus diesem
Grund kann {iber einen Mechanismus zur Entstehung der Genominkompatibilitit nur va-
ge spekuliert werden. Inwiefern dhnliche Ergebnisse von Yamamoto et al. (2007) sowie
Matsubara et al. (2007) die gleichen Gene betreffen ist ebenso unklar (Jiang et al., 2008).
In Folge des Endosymbioseereignisses fand ein Gentransfer vom Endosymbionten in den
Zellkern statt. Gleichzeitig bestand die Anforderung an den Kern die Lebensfihigkeit
des akquirierten Organells aufrecht zu erhalten und die metabolische Kontrolle zu iiber-
nehmen. Hierfiir bildete sich ein komplexes Netzwerk aus anterograden und retrograden
Signalen (Bréutigam et al., 2007) sowie ein Transport von kernkodierten Proteinen in den
Plastiden heraus (Richly und Leister, 2004; Sun et al., 2004). Im Laufe dieses Prozesses
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kam es zu einer Koadaptation von Kern und Organellen.

Die beobachtete Plastom-Genom-Inkompatibilitat weist ebenso Merkmale der Dobzhansky-
Muller-Inkompatibilitit zwischen verschiedenen Spezies auf, wobei es zu einer Inkompa-
tibilitdt zwischen Genomen kommt, die in verschiedenen Zellkompartimenten vorliegen.
So kam es zur Inkompatibilitdt in Hybriden zwischen P.roseum (Typ R) und P. zonale
cv. Stadt Bern (Typ I) bzw. P. zonale cv. Trautlieb (Typ II), jedoch nicht in Hybriden
zwischen P. zonale cv. Stadt Bern und P. zonale cv. Trautlieb (Metzlaff, 1983). Zusétz-
liche Hybridisierungen in der Gattung Pelargonium zwischen Pelargonium zonale und
P. inquinans fiihrten zur Beobachtung von Bastardbleichheit (Pohlheim, 1986). Ahnli-
che Ergebnisse lieferten die Hybridisierungen von P.inquinans X P. stenopetalum und
P. zonale x P. stenopetalum (Harney und Chow, 1971), womit Genominkompatibilitéit ein
weit verbreitetes Phinomen in der Gattung Pelargonium ist und in der leicht zu hybri-
disierenden Gattung Speziesgrenzen aufrechterhilt. Somit eignet sich die Gattung Pelar-
gonium fiir weitere Untersuchungen der Plastom-Genom-Inkompatibilitit, wobei diverse
Kandidatengene in Form der atp- und rpo-Gene identifiziert wurden. Als Mechanismus
fiir die Dobzhansky-Muller-Inkompatibilitit ist z.B. eine fehlerhafte RNA-Prozessierung
denkbar.

4.2.5 Zukiinftige Experimente zur Aufklarung der Mechanismen
der Bastardbleichheit

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Sequenzierung von drei Plastidengenomen der Gat-
tung Pelargonium die Grundlage fiir detaillierte Untersuchungen zur Aufklarung des Me-
chanismus der Bastardbleichheit in Pelargonium gelegt. Weitere Experimente sollten sich
nun auf die nihere Untersuchung von RNA-Prozessierungsunterschieden in den drei Plas-
tidentypen I, IT und R konzentrieren. Hierbei sollten die Gene, deren Produkte am Aufbau
der RNA-Polymerase und der ATP-Synthase im Vordergrund stehen. Aufgrund der be-
kannten plastiddren Expressionsmuster von N. tabacum-Deletionsmutanten, die die RNA-
Polymerase bzw. ATP-Synthase betreffen, sollten vergleichende Untersuchungen von ba-
stardbleichem Material zu diesen Mutanten Aufschliisse iiber die molekulare Ursache der
Bastardbleichheit liefern. Hierfiir konnen ,, Microarrays® fiir plastidire Transkripte genutzt
werden (Kahlau und Bock, 2008). Zusétzlich kénnen Vergleiche der auf Genomebene ko-
dierten und der in den Transkripten vorgefundenen Nukleotidsequenz Riickschliisse auf
Edierungsunterschiede liefern. Weiterhin liefern vergleichende Untersuchungen zur Tran-
skriptlange zwischen Transkripten aus Typ I- bzw. II-Plastiden und bastardbleichem Ma-
terial Hinweise zu Effekten, die durch fehlerhafte Prozessierung ausgeldst werden. Poten-
tielle Kandidaten kénnen durch Komplementationsanalysen mit Hilfe des Typ R-Gens
abschliefsend untersucht werden. Hierfiir muss aufgrund fehlender Plastidentransformati-
onsprotokolle auf die transiente Kerntransformation zuriickgegriffen werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Lokalisierung der RpoA-kodierenden Region. Es
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ist unklar inwiefern die ermittelten homologen Bereiche in allen drei Plastidengenomen
funktionale Proteine bilden oder nach Gentransfer diese kodierende Region im Kernge-
nom lokalisiert ist. Ahnliches gilt fiir die Acetyl-CoA-Carboxylase. Hier ist unklar, ob
es zu einem Gentransfer des accD-Gens kam oder eine andere Isoform die Funktion des
plastiddren Proteins iibernahm. Als erster Hinweis zur Aufkliarung der Lokalisation dieser
Gene, kénnen deren kodierende Sequenzen im Kerngenom amplifiziert werden. Zusétz-
lich kénnen Cytosol und Plastiden auf Transkripte beider Gene, unterschieden durch den
poly(A)-Schwanz, untersucht werden. Weiterhin kénnen zum Nachweis einer ausschlief-
lich kernkodierten Acetyl-CoA-Carboxylase eukaryotischen Typs Inhibitorstudien z.B. mit
Graminiciden (Sasaki et al., 1995) durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Translationsinitiation in E. coli und N. tabacum-Plastiden

Die Genexpression ist ein hochgradig auf mehreren Stufen regulierter Prozess. Die pro-
karyotische Genexpression ist besonders auf Ebene der Translationsinitiation reguliert,
indem eine Vielzahl von Komponenten zusammenwirkt, um das Ribosom am Startcodon
zu positionieren. Hierbei kommt konservierten Sequenzen in der untranslatierten Region
(5’ UTR) prokaryotischer Transkripte eine wichtige Rolle zu. Diese Shine-Dalgarno-(SD)-
Sequenzen sind sowohl in ihrer Sequenz als auch in ihrem Abstand zum Startcodon in
Bakterien konserviert. Eine wichtige Rolle der SD-Sequenzen, wie in der Ribosomenposi-
tionierung in Bakterien, wurde fiir das prokaryotische System der plastidiren Genexpressi-
on angenommen, obwohl hier weder Nukleotidsequenz noch der Abstand zum Startcodon
vergleichbar stark konserviert sind. Bisher wurden widerspriichliche Daten zur Rolle der
SD-Sequenz in Plastiden ermittelt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der SD-Sequenz in der Translationsinitiation detail-
liert zu untersuchen, um weitere Riickschliisse auf den Initiationsmechanismus in F. col
und N. tabacum-Plastiden ziehen zu konnen. Zur ndheren Untersuchung des Mechanismus
der plastiddren Translationsinitiation wurde eine Vielzahl von DNA-Konstrukten herge-
stellt. Diese enthielten vervielfachte SD-Sequenzen in der 5’ UTR, um Ribosomen eine
grofere Anzahl an Bindestellen zur Verfiigung zu stellen. Weitere Konstrukte enthiel-
ten kleine offene Leseraster in der 5 UTR, was die Eigenschaften eines polycistronischen
Transkripts nachempfand. Wiederum andere Konstrukte enthielten mehrfache Initiations-
stellen fiir die Translation eines Reporterproteins.
in vivo-Untersuchungen des Einflusses der SD-Sequenzen der Konstrukte auf die Expres-
sion des Reportergens GFP wurden in E. coli und N. tabacum-Plastiden durchgefiihrt.
Hierbei konnten wesentliche Unterschiede in der Translationsrate des Reporterproteins
ermittelt werden. Es zeigte sich, dass in beiden untersuchten Systemen die Initiationsef-
fizienz der Translation durch eine Vervielfachung von Ribosomenbindestellen gesteigert
werden kann. Deutlich stirker ist der Einfluss von vervielfiltigten Translationsstartsstel-
len (SD-Sequenz -+ Startcodon). Hier stieg in beiden Organismen die Translationsrate des
Reportertranskripts im Vergleich zur Referenz deutlich stirker an als bei Vervielfachung
der Ribosomenbindestellen.

Zusatzlich wurden Unterschiede im Mechanismus der Erkennung der Initiationsstellen

deutlich. In Chlorplasten konnte eine Bevorzugung der ersten von aufeinanderfolgenden
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Initiationsstellen erkannt werden, wohingegen in E. coli eine gleichméfige Nutzung beob-
achtet wurde. Damit zeigte sich, dass die den Prokaryoten nahe stehende Genexpressions-
maschinerie des Plastiden teilweise eukaryotische Eigenschaften erworben hat, indem ein
dem ,Scanning“ eukaryotischer Ribosomen &hnlicher Prozess beobachtet werden konnte.
Der Erwerb dieser Eigenschaft lief offenbar parallel zur Weiterentwicklung der Prozes-
sierung polycistronischer Transkripte. In Bakterien werden diese Transkripte noch als
Einheit von Ribosomen erkannt und translatiert, wohingegen in Plastiden die Spaltung
der Transkripte in einzelne Cistrone erfolgt und anschlieftend eine zuverlassige Translation

ermoglicht wird.

Untersuchungen der Bastardbleichheit in der Gattung Pelargonium

In der Gattung Pelargonium wird eine grofe Anzahl von Arten beobachtet, welche un-
tereinander leicht kreuzbar sind. In Hybriden konnten Individuen mit partiellen Aus-
bleichungen, einem variegiertem Phanotyp, isoliert werden. Dieses Phdnomen wurde als
Bastardbleichheit bezeichnet und beruht auf biparentaler Plastidenvererbung. Hybride
enthalten die Plastiden beider Elternpflanzen, wobei es zum Verlust der Ergriinungsfihig-
keit von Plastiden eines Elters in der Hybride kommen kann. Bei gleichem heterozygoten
Kerngenom entwickelt sich jedoch die Plastidenpopulation des anderen Elters in der Hy-
bride normal. Es ist folglich eine plastidenspezifische Plastom-Genom-Inkompatibilitit zu
beobachten, die sich negativ auf die Fitness der Hybride auswirkt. Die beobachtete Inkom-
patibilitat fithrt damit zu einer gewissen Abgrenzung der Spezies voneinander. Welcher
molekulare Mechanismus diesem Phdnomen zugrunde liegt, ist bisher nicht bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Grundlage der Plastom-Genom-Inkompatibilitit
naher untersucht werden, um einen Einblick in den Aufbau bzw. die Erhaltung von Art-
grenzen zu gewinnen. Da es sich bei der Bastardbleichheit um einen plastidenspezifi-
schen Effekt handelt, muss die Ursache der Inkompatibilitdt in der Nukleotidsequenz der
Plastidengenome zu finden sein. Aus diesem Grund wurden die Nukleotidsequenzen der
Genome der betroffenen sowie des ergriinungsfihigen Plastiden ermittelt. Es konnte eine
Vielzahl von Sequenzunterschieden erkannt werden. Hierzu zdhlten neben Einzelnukleotid-
austauschen eine Reihe von Insertionen und Deletionen, die vornehmlich in intergenischen
Regionen auftraten. Kodierende Sequenzen wiesen einen hohen Grad an Konservierung
auf. Dennoch konnten in Genen, deren Produkte am Aufbau der ATP-Synthase und der
RNA-Polymerase beteiligt sind, eine Vielzahl von Mutationen ermittelt werden. In der Li-
teratur sind bereits Deletionsmutanten dieser Gene beschrieben, die dhnliche Phianotypen
zeigen wie das bastardbleiche Material. Diese Gene wurden als Kandidaten fiir zukiinftige
Untersuchungen ausgewihlt.

Als molekulare Mechanismen kommen eine fehlerhafte RNA-Prozessierung der Transkrip-
te dieser Gene ebenso in Frage wie eine gestorte Interaktion von kern- und plastidenko-

dierten Untereinheiten der Proteinkomplexe.
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Abbildung A.1: in silico-Faltung der 5° UTR von pOD 1. Griin hervor gehoben ist die SD-Sequenz. Die
freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —13,8kJ/mol.

Abbildung A.2: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 2. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —20,48kJ/mol.

Abbildung A.3: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 3. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —30,08kJ/mol.
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Abbildung A.4: in silico-Faltung der 5 UTR von pOD 4. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —12,8kJ/mol.

Abbildung A.5: in silico-Faltung der 5 UTR von pOD 5. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —20,84kJ/mol.

Abbildung A.6: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 6. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —14,4kJ/mol.
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Abbildung A.7: in silico-Faltung der 5 UTR von pOD 7. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —15,6kJ/mol.

Abbildung A.8: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 8. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —19,8kJ/mol.

Abbildung A.9: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 9. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —22,3kJ/mol.
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Abbildung A.10: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 11. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —22,11kJ/mol.

Abbildung A.11: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 12. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —26,12kJ/mol.

Abbildung A.12: in silico-Faltung der 5’ UTR, von pOD 13. Griin hervor gehoben ist die SD-Sequenz. Die
freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —23,8kJ/mol.
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Abbildung A.13: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 14. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —31,91kJ/mol.

Abbildung A.14: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 15. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —35,53kJ/mol.

Abbildung A.15: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 17. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —18,2kJ/mol.
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Abbildung A.16: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 18. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —16,43kJ/mol.

Abbildung A.17: in silico-Faltung der 5’ UTR, von pOD 19. Griin hervor gehoben ist die SD-Sequenz. Die
freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —16,60kJ/mol.

Abbildung A.18: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 20. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —28kJ/mol.
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Abbildung A.19: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 21. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —30, 79kJ/mol.

Abbildung A.20: in silico-Faltung der 5’ UTR von pOD 22. Griin hervor gehoben sind die SD-Sequenzen.
Die freie Enthalpie der Faltung liegt bei AG = —44,99kJ/mol.
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Tabelle A.1: Zusammenstellung aller Basenaustausche, Insertionen und Deletionen der Plastome von
P. zonale cv. Stadt Bern (SB) und P. zonale cv. Trautlieb (TB) im Vergleich zu P. roseum. Zusétzlich sind
die Veranderungen auf Proteinebene mit angegeben, sollte es sich bei dem ermittelten Sequenzunterschied
um eine nicht-stille Mutation handeln.

Gen Mutation
P.roseum P.roseum P.z. cv. TB Mutationen mit Konsequenz
P. zonale cv. TB P. zonale cv. SB P.z. cv. SB fiir die Aminosiuresequenz
atpA C—T (729) C—T (729) =
atpA T—G (1383) T—G (1383) = F—L
atpB A—C (543) A—C (5483) =
atpB C—A (963) C—A (963) =
atpB C—A (1375) C—A (1375) = H—N
atpFF A—G (358) A—G (358) = N—D
atpFF A—C (363) A—C (363) = L—F
atpH  G—C (171) G—C (171) = |
cesA C—A (253) C—A (253) = L—I
cesA C—G (367) C—G (367) = Q—E
cesA C—A (378) C—A (378) =
cesA C—T (557) C—T (557) = T-I
cesA C—A (676) C—A (676) = L-I
clpP G—T (528) G—T (528) = Q—H
clpP G—A (553) G—A (553) = V—I
matK  C—T (417) C—T (417) =
matK  C—A (419) C—A (419) = A—E
matK  G—C (503) G—C (503) = W—S
matK  G—T (756) G—T (756) = M-I
matK  A—C (1059) A—C (1059) = E—D
matK = T—C (1173) T—C (1173)
matK  C—A (1399) C—A (1399) = L—I
matK  T—C (1429) T—C (1429) = F—L
ndhA = Del CTT Del CTT L—/
(553-555) (553-555)
ndhA  A—C (1008) A—C (1008) =
ndhD  A—G (720) A—G (720) =
ndhD  T—C (1354) T—C (1354) = S—P
ndhE  A—C (129) A—C (129) = |
ndhG ~ G—C (283) G—C (283) = V—L
ndhG  A—G (397) = A—G (397) -V
ndhl ~ G—T (477) G—T (477) = | L—F
ndhJ  C—G (88) C—G (88) Q—E
ndhJ  TG—CA (231) TG—CA (231) = GV—-GI
ndhJ  C—G (271) C—G (271) = P—A
ndhK — G—C (189) G—C (189) = |
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Gen Mutation
P.roseum P.roseum P.z.cv. TB Mutationen mit Konsequenz
P. zonale cv. TB P. zonale cv. SB P.z. cv. SB fiir die Aminosiuresequenz
petB = ins CTCAAT ins CTCAAT ‘ /—LN
psaA = A—G (606) G—A (606) |
psaB  A—C (624) A—C (624) =
psaB  A—C (636) A—C (636) = L—F
psaB  C—A (1532) C—A (1532) = T—K
psaC  A—G (180) A—G (180) = ‘
psal A—G (73) A—G (73) = | T-A
psbA  T—C (1044) T—C (1044) = |
psbK  A—C (34) A—C (34) = | I-L
rpl2 = ins GTA ins GTA T—-ST
rpll4  A—G (79) A—-G (79) = T—A
rpllt6  C—A (337) C—A (337) = | L—1
rpl20 G—C (265) G—C (265) = | E—Q
rpl22  G—T (18) G—T (18) = | K—N
rpl23  G—T (263) G—T (263) = | R—I
rpl32  A—C (173) A—C (173) = Y—S
rpl32  C—A (198) C—A (198) =
pl33 A—C (128) A—C (128) = | Q—P
rpl36  A—C (43) A—C (43) = | K—Q
rpoB A—G (120) A—G (120) =
rpoB  C—A (140) C—A (140) = S—Y
rpoB  T—G (627) T—G (627) =
rpoB  G—A (643) G—A (643) = E—-K
rpoB A—G (653) A—G (653) = E—-G
rpoB G—A (667 G—A (667 = E-K
rpoB  G—T (670) G—T (670) = D-Y
rpoB  A—C (692) A—C (692) = E—A
rpoB A—C (708) A—C (708) = L—F
rpoB  del (ACTGAA) del (ACTGAA) = TE—/
rpoB G—A (724) G—A (724) = E—K
rpoB G—A (767) G—A (767) = R—K
rpoB  A—C (1424) A—C (1424) = Y—S
rpoB  T—G (2421) T—G (2421) = S—R
rpoB  G—A (2637) G—A (2637) =
rpoB  G—T (3160) G—T (3160) = A—S
rpoB  T—G (3228) T—G (3228) = I-M
rpoB  A—G (3235) A—G (3235) = M-V
rpoC1  C—A (10) C—A (10) = | Q—K
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Gen Mutation

P.roseum P.roseum P.z.cv. TB Mutationen mit Konsequenz

P. zonale cv. TB P. zonale cv. SB P.z. cv. SB fiir die Aminosiuresequenz
rpoC1  T—G (145) T—G (145) = I-R
rpoCl1  C—G (176 C—G (176 = T—R
rpoCl  G—A (179) G—A (179) = G—D
rpoC1  A—C (472) A—C (472) = I-L
rpoC1  Del (544) Del (544) = GSGSGSRS—/
rpoC1  A—C (607) A—C (607) = K—Q
rpoCl  A—G (736) A—G (736) = K—E
rpoC1  A—G (763) A—G (763) - K—E
rpoC1  Ins (766) Ins (766) = /—RTE
rpoC1  A—G (775) A—G (775) = K—E
rpoC1  C—A (782) C—A (782) = A—D
rpoCl1  G—A (802) G—A (802) = E—K
rpoC1  G—T (993) G—T (993) - R—S
rpoC1  C—A (995) C—A (995) - T—N
rpoC1  A—G (1025) A—G (1025) = D—-G
rpoC1  G—C (1060) G—C (1060) - E—Q
rpoC1  G—T (1070) G—T (1070) = R—I
rpoC1  C—T (1079) C—T (1079) = A-V
rpoC1  AC—CA (1090) AC—CA (1090) = T—Q
rpoC1  G—A (1111) G—A (1111) = G—S
rpoCl1  G—C (1144) G—C (1144) = V—L
rpoC1  G—C (1195) G—C (1195) - E—Q
rpoC1  T—G (2107) TG (2107) = Y—D
rpoC2 Ins (13) Ins (13) = P—PP
rpoC2 T—G (704) T—G (704) = V-G
rpoC2 G—C (2143) G—C (2143) = G—R
rpoC2 G—A (2337) G—A (2337) =
rpoC2 G—A (2343) G—A (2343) =
rpoC2 T—G (2946) T—G (2946) = S—R
rpoC2 T—G (3059) T—G (3059) = V-G
rpoC2 G—C (3132) G—C (3132) = K—N
mpoC2  G—C (3215) G—C (3215) - R—T
rpoC2 A—C (3517) A—C (3517) = S—R
rpoC2  C—A (3533) C—A (3533) - A—D
rpoC2  T—G (3841) TG (3841) = L—V
rpoC2 GGCAAC—AAAAAT GGCAAC—AAAAAT = RQH—KKY

(4037) (4037)
rpoC2  A—C (4066) A—C (4066) - K—Q
rpoC2  A—G (4120) = G—A (4120) | R—G
rps2 G—A (42) G—A (42) = ‘
TPSi A—G (23) A—G (23) = H—R
Tpss T—C (490) T—C (490) = S—P
7 ins (TCACCC) ins (TCACCC) = /—SP
rpsl4  G—T (252) G—T (252) = ‘
rpsi6  C—A (37) C—A (37) = Q—K
rpsi6  C—A (144) C—A (144) = F—L
rps18  C—A (386) C—A (386) = | T-K
rps19  A—C (126) A—C (126) = |
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Gen Mutation
P. roseum P. roseum P.z.cv. TB Mutationen mit Konsequenz
P. zonale cv. TB P. zonale cv. SB P.z. cv. SB fiir die Aminosiuresequenz

rrnl6  C—T (576) C—T (576) =

rrnl6  G—A (998) G—A (998) =

ycfl1 del (1056) del (1056) = ‘ LEEEENQEILD—/

ycf2 G—A (452) G—A (452) = R—K

yef2 A—C (655) A—C (655) = M—L

ycf2 C—A (1597) C—A (1597) = Q—K

ycf2 T—G (3430) T—G (3430) = S—A

Tabelle A.2: Zusammenstellung der Codonhaufigkeiten in P. roseum, P. zonale cv. Trautlieb, P. zonale cv.
Stadt Bern und P. zonale cv. Ringo White. Unter Beachtung von ,Wobbling* sind die Codons komple-
mentér zu trnT-GGU hervorgehoben, welche nicht im Plastom der drei untersuchten Pflanzen vorhanden
war.

Aminosiure Codon P. roseum P. zonale P. zonale P. zonale
cv. Trautlieb cv. Stadt Bern c¢v. Ringo White
A GCA 0,0140 0,0141 0,0141 0,0143
GCC 0,0101 0,0101 0,0101 0,0101
GCG 0,0072 0,0073 0,0072 0,0072
GCT 0,0239 0,0239 0,0239 0,0241
C TGT 0,0076 0,0076 0,0076 0,0076
TGC 0,0030 0,0030 0,0030 0,0030
D GAT 0,0282 0,0283 0,0283 0,0284
GAC 0,0108 0,0110 0,0110 0,0109
E GAA 0,0387 0,0385 0,0385 0,0385
GAG 0,0172 0,0170 0,0170 0,0171
F TTC  0,0212 0,0212 0,0212 0,0213
TTT 0,0381 0,0381 0,0381 0,0379
G GGA 0,0227 0,0227 0,0227 0,0227
GGC 0,0084 0,0084 0,0084 0,0085
GGG 0,0129 0,0130 0,0130 0,0130
GGT 0,0202 0,0202 0,0202 0,0204
H CAT 0,0152 0,0152 0,0152 0,0149
CAC 0,0069 0,0069 0,0069 0,0068
I ATA 0,0239 0,0241 0,0241 0,0242
ATC 0,0177 0,0178 0,0178 0,0178
ATT 0,0360 0,0360 0,0360 0,0359
K AAA 0,0458 0,0461 0,0460 0,0461
AAG 0,0204 0,0204 0,0204 0,0205
L TTA 0,0299 0,0299 0,0299 0,0298
TTG 0,0234 0,0233 0,0233 0,0232
CTA 0,0151 0,0149 0,0149 0,0148
CTC 0,0086 0,0088 0,0088 0,0088
CTG 0,0079 0,0079 0,0079 0,0079
CTT 0,0272 0,0273 0,0272 0,0269
M ATG 0,0228 0,0228 0,0228 0,0230
N AAT 0,0289 0,0289 0,0290 0,0288
AAC 0,0106 0,0106 0,0106 0,0107
Q CAA 0,0256 0,0255 0,0255 0,0255
CAG 0,0086 0,0086 0,0086 0,0087
P CCA 0,0111 0,0111 0,0111 0,0112
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Aminosdure Codon P. roseum P. zonale P. zonale P. zonale
cv. Trautlieb  cv. Stadt Bern  cv. Ringo White
CcCccC 0,0094 0,0094 0,0094 0,0094
CCG 0,0066 0,0066 0,0066 0,0067
CCT 0,0163 0,0163 0,0163 0,0165
R CGA 0,0135 0,0135 0,0135 0,0135
CGC 0,0060 0,0061 0,0061 0,0062
CGG 0,0055 0,0055 0,0055 0,0054
CGT 0,0139 0,0140 0,0140 0,0141
AGA 0,0195 0,0194 0,0194 0,0195
AGG 0,0089 0,0088 0,0088 0,0088
S TCA 0,0131 0,0131 0,0131 0,0129
TCC 0,0120 0,0120 0,0120 0,0119
TCG 0,0074 0,0073 0,0073 0,0073
TCT 0,0200 0,0201 0,0201 0,0198
AGT 0,0132 0,0132 0,0132 0,0131
AGC 0,0064 0,0064 0,0064 0,0064
T ACA 0,0144 0,0143 0,0143 0,0145
ACC 0,0102 0,0101 0,0101 0,0103
ACG 0,0058 0,0058 0,0058 0,0059
ACT 0,0211 0,0209 0,0209 0,0211
A% GTA 0,0169 0,0169 0,0169 0,0169
GTC 0,0082 0,0083 0,0083 0,0083
GTG 0,0084 0,0083 0,0083 0,0083
GTT 0,0195 0,0195 0,0195 0,0197
W TGG 0,0177 0,0177 0,0177 0,0178
Y TAC 0,0076 0,0076 0,0076 0,0075
TAT 0,0282 0,0281 0,0281 0,0280
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Abbildung A.21: Physische Karte des Plastidengenoms von Pelargonium zonale cv. Stadt Bern. Gene
innerhalb des Hauptkreises werden im Uhrzeigersinn, die aufserhalb entgegengesetzt transkribiert. Der
innere Kreis markiert die Position der invertierten Duplikationen. Die Darstellung wurde mit OGDraw

(Lohse et al., 2007, Kap. 3.7.3) erzeugt.
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Abbildung A.22: Physische Karte des Plastidengenoms von Pelargonium zonale cv. Trautlieb. Gene inner-
halb des Hauptkreises werden im Uhrzeigersinn, die auferhalb entgegengesetzt transkribiert. Der innere
Kreis markiert die Position der invertierten Duplikationen. Die Darstellung wurde mit OGDraw (Lohse
et al., 2007, Kap. 3.7.3) erzeugt.
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Abbildung A.23: Physische Karte des Plastidengenoms von Pelargonium roseum. Gene innerhalb des
Hauptkreises werden im Uhrzeigersinn, die auferhalb entgegengesetzt transkribiert. Der innere Kreis

markiert die Position der invertierten Duplikationen. Die Darstellung wurde mit OGDraw (Lohse et al.,
2007, Kap. 3.7.3) erzeugt.

139



Anhang

Danksagung

Ohne die Hilfe und geduldige Unterstiitzung, die ich von so Vielen im und um das Institut
erfahren habe, wire diese Arbeit nicht zustande gekommen.

Zuallererst mochte ich Prof. Ralph Bock danken, dass ich an diesen spannenden Projek-
ten arbeiten konnte. Geduldig wurden grofere Wissensliicken oder fragwiirdige Vorschlédge
hochstens mit einem Stirnrunzeln erwidert.

Weiterhin schulde ich Prof. Johanningmeier, Prof. Miiller-R6ber und Prof. Schmitz-Linne-
weber Dank fiir die Zeit, die in die Begutachtung dieser Arbeit geflossen ist.

In Heldengedenken werde ich all die Korrekturleser behalten, die mit wertvollen Vorschla-
gen zum Feinschliff dieser Arbeit beigetragen haben. Hierfiir mochte ich allen voran Ralph
und Lars und ebenso Mark S., Daniel, Sabine und Kerstin fiir ihre Miithen und wertvolle
Zeit danken. Eine nahezu unerschopfliche Menge Zeit wandte die gesamte Arbeitsgruppe
auf, um meinen Fragen Rede und Antwort zu stehen. Hierzu zdhlt im Besonderen Da-
niel Karcher, den man in nahezu jeder Lebenslage zu Fragen der Molekularbiologie und
dem Ringsherum stellen konnte. Wenn es um die physiologischen Prozesse im Plastiden
ging, konnte man immer Mark ,Schotti® Schottler Locher in den Bauch fragen. Ebenso
viel Geduld brachten die Mitglieder des Trafo-Teams (Annett, Claudia H. und Steffi) auf,
wenn es darum ging, mir die Gewebekultur ndher zu bringen. Vielen Dank auch fiir die
Hilfe im Labor und die unterhaltsamen Stunden auferhalb der Mauern des MPI an Anja,
Annemarie, Britta, Claudia F., Olga und Steffi. Immer, wenn sich Rader drehten oder
eine neue Bar ausgekundschaftet wurde, waren alle dabei.

Ein dickes Dankeschon auch an Anne, die mir die Anfangszeit in der AG sehr erleich-
tert hat und auf dem Parkett eine Menge beigebracht hat. Wenn es um die Moglichkeit
Elektronen durch Silizium zu jagen oder eine Frage zum Umgang mit Nukleotidsequenzen
aufkam, konnte man immer auf Sabine zdhlen. Weiterer Dank gebiihrt dem Team des
Hauses mit dem griinen Daumen (Britta Hausmann, Helga Kulka und Karin Kohl), ohne
die es nur wenig Material zur Bearbeitung der beschriebenen Projekte gegeben hitte. Fiir
wertvolle Diskussionen und gute Ideen mochte ich der Biirobesatzung (Juliane, Kerstin
und Lars) danken. Kerstin auch besonders fiir eine ausreichende Anzahl an Computer-
problemen, die dann teilweise doch vom IT-Team gel6st werden mussten, wobei ich auch
noch diverse Fragen aufwerfen durfte. An dieser Stelle gebiihrt auch Marc Lohse Dank,
durch den ich meine Affinitét zu griiner Schrift vor schwarzem Hintergrund entdeckte.
Viel gelernt habe ich auch in meiner Zeit als Doktorandenvertreter, die durch Borjana
Arsova, Christin Albus, Nadine Tiller und Wolfgang Engelsberger besonders erleichtert
wurde.

Ging es darum, die Kette um den Kranz zu kurbeln oder Federbélle durch die Luft zu
beférdern, konnte man immer auf Fanny, Katja und Thomas zdhlen. Die endlosen Dis-
kussionen {iiber alles und nichts werden weiter gehen und die nédchste Radtour ist nicht

mehr fern. Ebenso meinen ,alten Mitstreitern André, Erik, Sascha, Katrin und Katrin

140



Anhang

vielen Dank. Hier auch ganz besonders IXTEX-Sascha fiir die Hilfe bei kleinen und grofen
Problemen.

Abschliefsend mochte ich denjenigen danken, die den Weg bis zu dieser Arbeit iiberhaupt
ermoglicht haben — meine Familie und gerade in der letzten Zeit mit einem unerschopfli-
chen Vorrat an Geduld Nadine.

Also vielen Dank an alle, auch die, die ich hier nicht namentlich auffithren konnte.

141



	Impressum
	Titelblatt
	Inhaltsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Genexpression in E. coli
	1.1.1 Translationsinitiation in E. coli
	1.1.2 Nachweise der Bedeutung von SD-Sequenzen in E. coli

	1.2 Genexpression in Plastiden von N. tabacum
	1.2.1 Translationsinitiation in N. tabacum-Plastiden

	1.3 Zielstellung zur Untersuchung der Rolle von Shine-Dalgarno-Sequenzen in E. coli und Plastiden
	1.4 Untersuchungen zur Bastardbleichheit in Pelargonium
	1.4.1 Struktur- und Sequenzunterschiede plastidärer Genome
	1.4.2 Plastom-Genom-Inkompatibilität

	1.5 Zielstellung zur Untersuchung der Bastardbleichheit in Pelargonium zonale

	2 Materialien und Methoden
	2.1 Abkürzungen
	2.2 Lösungen
	2.3 Oligonukleotide
	2.4 Materialien
	2.5 Klonierung der SD-Sequenz-Konstrukte
	2.6 Genetische Transformation
	2.6.1 Transformation von Tabakplastiden
	2.6.2 Transformation von E. coli

	2.7 Kulturbedingungen
	2.7.1 Wachstumsbedingungen für Tabak
	2.7.2 Wachstumsbedingungen für E. coli

	2.8 Isolation von Proteinen und Nukleinsäuren
	2.8.1 Isolation von DNA
	2.8.2 Isolation von RNA
	2.8.3 Isolation von Protein

	2.9 Nachweis von Nukleinsäuren
	2.10 Proteinbestimmung
	2.10.1 BCA-Nachweis
	2.10.2 Proteinnachweis nach Bradford (1976)

	2.11 Nachweis von Proteinen
	2.11.1 Proteingelelektrophorese in Tris/Tricin-Gelen
	2.11.2 Proteingelelektrophorese in Tris/Glycin-Gelen
	2.11.3 Western Blot
	2.11.4 Immundetektion von Proteinen

	2.12 Quantifizierung von RNA- und Proteingehalten
	2.13 Polysomenisolation
	2.14 Chloroplastenisolation

	3 Ergebnisse
	3.1 Klonierung von Shine-Dalgarno-Sequenz-Konstrukten
	3.2 Plastidentransformation von N. tabacum
	3.3 Vergleich der Reportergenexpression in E. coli und Tabakplastiden
	3.3.1 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die gfp-Transkriptakkumulation in E. coli
	3.3.2 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die Proteinakkumulation von GFP in E. coli
	3.3.3 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die gfp-Transkriptakkumulation in N. tabacum
	3.3.4 GFP-Akkumulation in Plastiden von N. tabacum in Abhängigkeit von verschiedenen SD-Sequenz-Varianten

	3.4 Einfluss der RNA-Faltung auf die Translationsinitiation
	3.5 Zusammenfassung der Transkriptions- und Translationsdaten zur Translationseffizienz in beiden untersuchten Systemen
	3.5.1 Untersuchung der Translationseffzienz in E. coli
	3.5.2 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die Translationseffzienz in Plastidenin N. tabacum
	3.5.3 Vergleich der Ergebnisse beider Organismen auf Ebene der Translation undder Translationseffzienz

	3.6 Untersuchung der Ribosomenbeladung des gfp-Transkripts in N. tabacum
	3.7 Sequenzierung von Plastidengenomen der Gattung Pelargonium
	3.7.1 Isolation von Chloroplasten und Plastiden-DNA
	3.7.2 Sequenz der Pelargonium-Plastidengenome
	3.7.3 Vergleich von vier Pelargonium-Plastidengenomen


	4 Diskussion
	4.1 Rolle von Shine-Dalgarno-Sequenzen in der Translationsinitiation in E. coli und Plastiden
	4.1.1 Einfluss der SD-Sequenz-Varianten auf die RNA-Akkumulation
	4.1.2 Rolle des Abstands der SD-Sequenzen zueinander auf die Translationsrate
	4.1.3 Einfluss von cis-Elementen auf die Translationsinitiation
	4.1.4 Einfluss von kleinen ORFs auf die Translationsinitiation
	4.1.5 Nutzung aufeinanderfolgender Translationsinitiationsstellen in E. coli und Plastiden
	4.1.6 Mechanismus der Selektion von SD-Sequenzen in E. coli und Plastiden
	4.1.7 Anwendungsmöglichkeiten der gewonnenen Ergebnisse
	4.1.8 Zukünftige Experimente zur detaillierten Untersuchung der Rolle von SDSequenzen in Plastiden

	4.2 Untersuchungen zur Bastardbleichheit in der Gattung Pelargonium
	4.2.1 Gemeinsame Eigenschaften der drei untersuchten Plastidengenome
	4.2.2 Unterschiede der Plastidengenome
	4.2.3 Mögliche Ursachen der Bastardbleichheit
	4.2.4 Anwendung des Dobzhansky-Muller-Modells auf Plastom-Genom-Inkompatibilität
	4.2.5 Zukünftige Experimente zur Aufklärung der Mechanismen der Bastardbleichheit


	5 Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Anhang

