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1. Einleitung

Im Rahmen meiner Doktorarbeit wurden zwei Projekte simultan bearbeitet. Aufgrund der
inhaltlichen Distanz zwischen beiden Themen befindet sich unter Punkt 1.1 eine Einleitung
zum Thema des ersten Projektes: ,,Essentielle und nicht-essentielle ribosomale Proteine in
Tabakplastiden* sowie unter 1.2 eine separate Einleitung zum Projekt: ,,Detektion und

Charakterisierung von miRNAs in Chlamydomonas reinhardtii‘.

1.1 Essentielle und nicht-essentielle ribosomale Proteine in Tabakplastiden

Dieses Projekt behandelte grundlegende Aspekte der Ribosomenarchitektur und der Evolution

des Genoms von pflanzlichen Organellen anhand der Modellpflanze Nicotiana tabacum.
1.1.1 Plastiden und die Evolution des Plastoms

1.1.1.1 Der Chloroplast

Chloroplasten leisten einen unabdingbaren Beitrag zur Aufrechterhaltung der Lebensvorginge
auf der Erde. Sie kommen ubiquitir in der Form von Organellen in photoautotrophen
Organismen vor und ermdglichen diesen die Nutzung der von der Sonne freigesetzten Energie
durch Photosynthese. Widhrend dieses Vorganges wird Energie in Form von
elektromagnetischen Wellen genutzt, um energiereiche, biochemisch verfiigbare
Verbindungen zu synthetisieren. Dieser Prozess bildet das Existenzfundament fast aller
heterotrophen Organismen der Erde.

Chloroplasten sind nur eine mdgliche Ausprigungsform dieses Organellentyps. Im
Verlauf der Evolution entwickelten sich weitere, flir bestimmte Aufgaben spezialisierte
Chloroplastentypen  mit  abgewandelten = Funktionen (z.B.:  Amyloplasten zur
Stirkespeicherung, Chromoplasten zur Farbgebung), die alle, inklusive der Chloroplasten
selbst, unter dem Hauptbegriff Plastiden vereint werden (Sitte et al., 1999).

In hoheren Pflanzen, Algen und anderen Plastiden-besitzenden Gruppen finden in
Chloroplasten neben der Photosynthese (die selbst wiederum nicht in allen Gruppen
vorhanden sein muss) noch weitere metabolische Prozesse statt. Dazu gehdren wichtige
Funktionen, wie die Fettsduresynthese, die Synthese von Tetrapyrrolen, die Produktion

bestimmten Aminosduren und Pigmenten, als auch von Stirke (Neuhaus und Emes, 2010).



Plastiden besitzen, ebenso wie Mitochondrien, ein eigenes genetisches System zur
Expression von Genen. Das Plastiden-spezifische Genom, das Plastom, liegt separat vom
Kerngenom in den Plastiden vor und wird unabhidngig vom Kern vererbt (Sitte et al., 1999).
Die Struktur und der Informationsgehalt des Plastoms werden unter 1.1.1.4 genauer
betrachtet. Die Transkription des Plastoms erfolgt iiber eine Kern-kodierte Polymerase (NEP),
bzw. eine Plastiden-kodierte Polymerase (PEP) (Hajdukiewicz et al., 1997). Dariiber hinaus
besitzen Plastiden ein eigenstindiges Translationssystem, welches unter 1.1.2 exakter
betrachtet wird.

Chloroplasten sind zentrale Knotenpunkte jeglicher biologischer Aktivitit auf der Erde
und weisen viele hochspezialisierte biochemische Anpassungen und Besonderheiten auf. Die
Evolution der Chloroplasten begann vor 1-2 Milliarden Jahren, als Teil eines symbiontischen

Systems zweier Organismen, was im folgenden Punkt niher erldutert wird.

1.1.1.2 Der Ursprung der Organellen: Endosymbiose

Der evolutiondre Ursprung von Plastiden und Mitochondrien ist in ihrer Abstammung von
Cyanobakterien-artigen bzw. o-Proteobakterien-artigen Organismen zu suchen (Schimper,
1883; Mereschkowsky, 1905; Sagan, 1967).

Mitochondrien waren die ersten Organellentypen, die durch ein priméres
Endosymbioseereignis entstanden sind. Es wird davon ausgegangen, dass vor ca. 1,5 bis 2
Milliarden Jahren eine protoeukaryotische Zelle zunéchst ein a-Proteobakterien-dhnliches
Bakterium aufnahm, welches fortan als Symbiont im Cytoplasma der eukaryotischen Zelle
weiterexistierte (Gray et al., 1999; Zimmer, 2009). In einem selektiven Kombinationssprozess
wurde die genetische Kontrolle der Genexpressionsmaschinerie des kleineren Symbionten
von diesem auf den Kern des Wirts Tlbertragen. Dies geschah vor allem durch
(endosymbiontischen) Gentransfer vom Genom des Endosymbionten zum Nukleus des Wirts,
wodurch beide Symbionten im Lauf der Zeit drastisch verdndert wurden (Lang et al., 1999)
(Abb. 1.1.1). In erheblich kleinerem Umfang erhielten Mitochondriengenome (Chondriom)
auch Kern-kodierte Sequenzen des Wirts, als auch einige hunderte Millionen Jahre spéiter
einige wenige Sequenzen, deren Ursprung in den Chloroplasten lag (vgl. Punkt 1.1.1.3) (Bock
und Timmis, 2008). Im besonderen Maf} aber wurde von diesen massiven Umstrukturierungen
der kleinere der beiden Partner betroffen. Mitochondrien, in ihrer heute beobachtbaren Form,
haben ihre Unabhéngigkeit verloren und sind vollkommen auf Kern-kodierte Proteine und
Signale sowie das zellulire Umfeld des Cytosols der eukaryotischen Zelle zum Uberleben

angewiesen, wie es auch bei Plastiden der Fall ist.



Plastiden sind einige hundert Millionen Jahre spiter, vor ca. 1,5 Milliarden Jahren in
Folge eines zweiten primdren Endosymbioseereignisses entstanden. Hierbei nahm ein
eukaryotischer Nachfahre jener protoeukaryotischen Zelle, welche zuvor Mitochondrien als
Organellen etabliert hatte, einen Cyanobakterien-artigen Organismus als neuen, zweiten
Symbionten auf (Reyes-Prieto et al., 2007; Gould et al., 2008; Archibald, 2009). Die neue
Symbiose ermdglichte es dem Wirt von den photoautotrophen Eigenschaften des
Cyanobakteriums zu profitieren und stellte den Startpunkt zur Entwicklung aller Plastiden-
beinhaltenden Organismen dar. Es entwickelte sich eine stabile Symbiose die zur Entstehung
der heutigen Plastiden fiihrte. Dies geschah, wie auch zuvor bei den Mitochondrien
stattgefunden, durch massiven Gentransfer vom Genom des kleineren Symbionten zum
Wirtsgenom. Die damit verbundene Reduktion des bakteriellen Genoms (sowohl Grof3e als
auch Gengehalt betreffend) fiihrte abermals zu einer tiefgreifenden genetischen

Reorganisation beider Symbionten (Abb. 1.1.1).
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Abb. 1.1.1: Prozess der primédren Endosymbiose. Im Schema dargestellt ist der mehrere hundert Millionen Jahre

dauernde Prozess der Entwicklung einer protoeukaryotischen Zelle durch sequentielle Aufnahme zweier
Bakterien zu einer typischen pflanzlichen Zelle mit Mitochondrien und Chloroplasten. Blau: Nukleus/Nukleoid
der Wirtszelle, rot: a-Proteobakterium, bzw. Mitochondrium, griin: Cyanobakterium, bzw. Chloroplast. Die

Pfeile symbolisieren die Richtung und das AusmaB des Gentransfers (Abb. aus Bock und Timmis, 2008)

Alle Landpflanzen besitzen Plastiden, die aus jenem primédren Endosymbioseereignis
hervorgegangen sind. Neben primdren Endosymbioseereignissen existieren auch sekundére,
tertidre und quartdre Endosymbioseereignisse, die sich aus einer weiteren endosymbiotischen
Inkorporation eines Plastiden-beinhaltenden Eukaryoten in einen anderen Eukaryoten
entwickelten. In einigen Meeresalgen und pathogenen Apicomplexa sind solche sekundire
Plastiden zu finden (Gould et al., 2008; Krause, 2008).

Die beiden beschriebenen primédren Endosymbioseereignisse konnen als Startschuss
zur Entwicklung jeglichen komplexeren Lebens auf der Erde betrachtet werden. Erst danach
kam es zur Evolution hoherer Eukaryoten, wie Tiere und Pflanzen. Nach welchen Kriterien
bestimmte Gene in den Kern transferiert, bzw. im Organellengenom belassen werden, konnte
noch nicht mit Sicherheit bestimmt werden. Die Beleuchtung dieser Frage war ein

Nebenaspekt dieser Arbeit.



1.1.1.3 Endosymbiotischer Gentransfer von Organellen zum Kerngenom

Der iibliche Fluss der genetischen Information findet in vertikaler Richtung (Vertikaler
Gentransfer: VGT), wihrend der vegetativen oder sexuellen Vermehrung von Organismen,
statt. Dies bedeutet, Gene werden von einer Generation innerhalb einer Spezies an die nichste
Generation weitergegeben. Horizontaler Gentransfer (HGT) zeichnet sich durch eine
Durchbrechung der Speziesgrenzen bei der Ubertragung genetischer Informationen aus.

(Keeling und Palmer, 2008; Bock, 2010) (Abb. 1.1.2).

Vertikaler Gentransfer Horizontaler Gentransfer

Innerhalb einer Spezies von einer Durchbrechung der Speziesgrenzen
Generation zur nachsten
(sexuellerivegetativer Gentransfer)

Abb.: 1.1.2: VGT und HGT. Die roten Pfeile stellen den Fluss der genetischen Information dar. Die schwarzen
Linien entsprechen den Speziesgrenzen, die braunen Linien der Generationenbarriere. VGT findet innerhalb der
Artgrenzen, die Generationenbarriere liberbriickend statt. HGT findet die Speziesgrenzen {iberwindend und die

Generationenbarriere auller Acht lassend statt.

Damit es zur Ubertragung von Genen kommen kann, ist es notwendig, dass es zu einem engen
raumlichen Kontakt der Teilnehmer (Symbiont/Symbiont(Wirt) oder Wirt/Parasit) kommt, der
bis zur in 1.1.1.2 geschilderten Integration eines Organismus in den anderen fithren kann.
Bestimmte Lebensweisen, wie sie in parasitischen oder symbiontischen Okosystemen zu
finden sind, fordern das Aufkommen horizontalen Gentransfers (Keeling und Palmer, 2008).
HGT kann einzelnen Spezies signifikante Uberlebensvorteile gewihrleisten. So werden die
grofiten marinen Algenbliiten durch allein zwei Arten von Diatomeen verursacht, Pseudo-
nitzschia sp. und Fragilariopsis sp.. Beide Spezies zeichnen sich durch den Besitz eines von
Bakterien stammenden Eisen-Speicher-Proteins, Ferritin, aus. Dieses gewidhrt beiden Arten in
Gewissern, die nur geringe Eisenkonzentrationen aufweisen, einen kompetitiven

Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Algenarten (Marchetti et al., 2009; Bock, 2010).



Eine Sonderform von HGT ist der endosymbiontische Gentransfer (EGT). Dieser tritt
zwischen Organismen auf, bei denen ein Partner im Cytoplasma des anderen lebt und
bezeichnet den Vorgang, wihrend dessen genetisches Material von einem Symbiont, in der
Regel vom kleineren der beiden Organismen zum groferen transferiert und in dessen Genom
integriert wird. Die prominentesten Beispiele sind jene zuvor geschilderten
Transferereignisse, die zur Entstehung der Genome von Mitochondrien und Plastiden in ihrer
heutigen Form gefiihrt haben. Bei Plastiden findet und fand dieser Vorgang unidirektional
vom Plastom zum Kerngenom statt und zu einem geringen Anteil vom Plastom zum
Chondriom (Bock und Timmis, 2008). Das Mitochondriengenom hingegen nahm im Laufe
dieses Prozesses einige wenige Gene des Kerngenoms, bzw. des Plastoms auf, transferierte
jedoch auch den Grofteil seiner Gene in den Kern (Wang et al., 2007; Kitazaki und Kubo,
2010). EGT hat groBe Auswirkungen auf die Evolution ganzer Taxa, evident an der
Entstehung der Eukaryoten, bzw. des Reiches Plantae.

Der Prozess des endosymbiontischen Gentransfers ist kein Relikt einer vergangenen
evolutiondren Epoche, sondern ist auch heute noch, bspw. zwischen Plastiden und
eukaryotischen Kernen aktiv und nachweisbar. Dieser Sachverhalt konnte erstmals 2003,
durch den Transfer von Transgenen vom Plastom in das Kerngenom von Tabak experimentell
bewiesen werden (Huang et al., 2003; Stegemann et al., 2003; Timmis, 2004; Stegemann und
Bock, 2006; Bock und Timmis, 2008). Welcher Mechanismus mafigeblich fiir den Transfer
von Nukleinsduren von Organellen zum Kern von Bedeutung ist, konnte noch nicht final
geklart werden. Es gibt sowohl Hinweise auf einen Prozess, der RNA-Intermediate involviert,
als auch auf Prozesse, die zur Integration mehrerer Kb grofler Abschnitte von plastidirer
DNA ins Kerngenom gefiihrt haben (Bock und Timmis, 2008).

Beispiele fiir natiirlich vorkommenden und evolutionédr betrachtet jungen EGT sind die
symbiontischen Organismen Pachpsylla venusta, eine Blattlaus (Psyllidae), und Candidatus
Carsonella rudii, welcher im Cytoplasma der Blattlauszellen zu finden ist. Candidatus C.
rudii ist ein y-Proteobakterien-artiges Bakterium und stellt der Laus diverse Aminosduren zur
Verfligung, um im Gegenzug zuckerhaltige Verbindungen aus dem Metabolismus des Insekts
zu erhalten (Baumann et al., 2002; Baumann und Baumann, 2005; Nakabachi et al., 2006).
Auffillig ist die Reduktion der Grofle und des Gengehaltes des Genoms von C. rudii. Das nur
160 kb grofBe Genom erfuhr im Vergleich zu seinen nichsten freilebenden Verwandten eine
dramatische Reduktion seiner Grofe und seines Gengehaltes, der nur noch 182 ORFs
aufweist. Andere y-Proteobakterien, wie z.B. E. coli, besitzen hingegen ein Genom von ~5,4

Mb GrofBle mit ~5400 Genen. Wihrend der Genomreduktion in C. rudii kam es auch zum



Verlust bestimmter essentieller Gene, die in die Replikation der DNA, ihre Transkription und
Translation involviert sind und deren Verlust diese Prozesse somit unmoglich machen sollte
(Tamames et al., 2007). C. rudii muss daher in kompletter genetischer Abhéngigkeit seiner
eukaryotischen Partnerzellen stehen, die die verlustigen Komponenten zur Verfiigung stellen
miissen. Carsonellen werden sowohl wihrend der Mitose, als auch wihrend der Meiose auf
die Tochterzellen iibertragen, wie es auch bei etablierten pflanzlichen Organellen, Plastiden
und Mitochondrien, zu beobachten ist, was die Parallelen zu jenen deutlich macht (Moran et
al., 2008). Die beiden letztgenannten befinden sich auf einem weitaus héheren Grad der
Anpassung und Integration als Carsonella, dennoch zeigt dieses Beispiel, wie hdufig und weit
verbreitet Gentransferereignisse sind.

Ein weiteres Beispiel fiir EGT und die Etablierung cytosolischer Organellen ist das
genetische Verhiltnis zwischen der Meeresschnecke Elysia sp. und der Alge Vaucheria
litorea. Die Meeresschnecke Elysia sp. saugt das Cytoplasma aus Algen der Art V. litorea
heraus und nimmt dabei intakte Chloroplasten auf, die in Korperzellen der Schnecke
inkorporiert werden und dort aktiv, nun als Kleptoplasten bezeichnet, {iber mehrere Monate
hinweg Photosynthese betreiben. Es konnte nachgewiesen werden, dass im Zuge dieser
Koexistenz Gene vom Algengenom auf das Kerngenom von Elysia sp. iibertragen wurden.
Bisher konnte dies fiir pshO, welches aktiv im Kern exprimiert wird sowie fiir drei Gene, die
LHC-Proteine kodieren, demonstriert werden (Pierce et al., 2007; Rumpho et al., 2008; Bock,
2010).

Das Vorkommen von EGT, dessen Hauptflussrichtung von den Genomen der
kleineren ~ Symbionten, wie bspw. von den bakteriellen Plastiden- und
Mitochondrienvorldufern zum groBeren Symbionten, dem Kerngenom von Eukaryoten
verduft, verdeutlicht die Flexibilitdt und Anpassungsfahigkeit dieser komplexen genetischen
Systeme. Im Besonderen zeigt dies die iiberragende Plastizitit der Organellengenome auf, die
im Verlauf der Evolution durch drastischen Genverlust in vollig neue biologische Strukturen
transformiert wurden. Diese Plastizitit besteht weiterhin und fiihrt zum Teil zu erstaunlichen

Ausprigungen (vgl. Punkt 1.1.1.4 und 1.1.1.5).

1.1.1.4 Reduktive Evolution des Plastidengenoms

DNA-Sequenzierungsprojekte zur Bestimmung von Plastomsequenzen und cyanobakteriellen
Genomen ermoglichen Riickschliisse auf die Evolution des frithen Endosymbiontengenoms zu
seiner heutigen Form seit seiner Entstehung. Aktuell sind die Sequenzen von 260

Plastidengenomen bekannt (NCBI-Datenbank, Stand: Februar 2012). Das Plastom hdherer



Pflanzen besitzt im Schnitt eine Grofe von ca. 120 bis 160 kb und kodiert durchschnittlich
100 bis 120 (Median 113) verschiedene Gene (Wicke et al., 2011). Von diesen kodieren
wiederum iiblicherweise ~80 Proteine, ~30 tRNAs und vier rRNAs (Delannoy ef al., 2011).

Aus dem Vergleich des Plastoms griiner Landpflanzen mit dem Genom frei lebender
Cyanobakterien wird ersichtlich, dass ein enormer Anteil von ca. 90-95 9% der
Kodierungskapazitit des urspriinglichen endosymbiontischen Genoms eliminiert, bzw. in das
Kerngenom transferiert worden sein muss (vgl. Punkt 1.1.1.3). So sind nur ca. 5 % der
Proteine, welche fiir die im Plastiden ablaufenden metabolischen Prozesse benétigt werden,
im Organellengenom kodiert. Der iiberwiegende Anteil der in Chloroplasten detektierbaren
Proteine wird im Kern transkribiert, im Cytosol translatiert und von dort aus in die Plastiden
importiert (Abdallah et al., 2000; Krause, 2008).

Die im Plastom lokalisierten Gene kdnnen grob in vier Klassen eingeteilt werden. Dies
sind (1) Gene, deren Produkte an den Licht- oder Dunkelreaktionen der Photosynthese
beteiligt sind; (2) Gene, deren Produkte in die Transkription oder Translation involviert sind,
rDNA-Gene mitberiicksichtigt; (3) Gene, deren Produkte an nicht-photosyntheseverwandten
Stoffwechselpfaden teilhaben, wie bspw. der Fettsduresynthese; (4) Gene, deren Produkte in
andere Kategorien fallen, wie posttranskriptionelle Modifikation (z.B. Spleiflfaktoren) oder
Proteinumsatzregulation (z.B. Proteasen). Zwei Genen, ycfl und ycf2, konnte bisher noch
keine Funktion zugewiesen werden (Palmer, 1991; Sugiura, 1992; Liere und Link, 1995;
Peltier et al., 2004; Bock, 2007; Wicke et al., 2011).

Eine Synopsis der Plastome photosynthetisch aktiver Landpflanzen ldsst ein
bemerkenswert konserviertes Muster hervortreten, was die Identitit der nicht transferierten
Gene, deren strukturelle Anordnung und die Organisation der Plastomarchitektur anbelangt
(Jansen et al., 2007). Plastome weisen in den meisten Fillen eine dreigeteilte, ringformige
Architektur auf. Ein typisches Plastom besteht aus einer groBlen nicht-redundanten Region
(LSC: Large Single Copy), welche die meisten Gene enthélt sowie einer kleineren nicht-
redundanten Region (SSC: Small Single Copy) und zwei invertierten redundanten Segmenten,
IRA (Inverted Repeat A) und IRp (Inverted Repeat B), die die beiden SC Regionen
voneinander separieren. Auch sind in verschiedenen Pflanzenspezies auf den entsprechenden
plastomischen Abschnitten fast immer die gleichen Gene in einer dhnlichen oder vollkommen
identischen Konstellation prasent. Selbst die gemeinsame Organisation und Expression
bestimmter Gene innerhalb von Operons werden parallel iiber viele Spezies hinweg stabil
beibehalten (Ohyama et al., 1986; Shinozaki et al., 1986; Maier et al., 1995; Sato et al.,
1999).



Ein fiir den hohen Grad an evolutiondrer Konservierung stellvertretendes und
gleichwohl fiir die vorliegende Forschungsarbeit relevantes Beispiel sind die plastidire
ribosomale Proteine kodierenden Gene. In Samenpflanzen verschiedener Spezies befindet
sich eine hochkonservierte Kombination dieser Gene im Plastom in verschiedenen Operons
und anderen Loci des Plastoms kodiert (Ohyama et al., 1986; Shinozaki et al., 1986; Maier et
al., 1995; Sato et al., 1999). Diese umfasst 12 der 21 Gene, welche Proteine der kleinen
ribosomalen Untereinheit kodieren (und gleichzeitig Homologe in E. coli besitzen): rps2,
rps3, rps4, rps7, rps8, rpsll, rpsi2, rpsi4, rpsl5, rpsl6, rpsl8, rps19; sowie 9 von 31 Gene,
die Proteine der grofen Untereinheit kodieren (die Homologe in E. coli besitzen): rpl2, rpli4,
rpll6, rpl20, rpl22, rpl23, rpl32, rpl33, rpl36. Die Gene der restlichen 9 Proteine der SSU,
bzw. 22 Proteine der LSU, die fiir den Einsatz im Chloroplasten bestimmt sind, wurden in den
Kern transferiert und werden erst sekundir nach der Translation im Cytosol wieder in die
Plastiden importiert. Diese liber viele Pflanzenarten hinweg konstante Kombination von
plastiddr kodierten ribosomalen Proteinen ldsst vermuten, dass noch vor der evolutiondren
Diversifikation der groBten Pflanzengruppen ein sehr stabiler Status des Gengehaltes von
Chloroplasten erreicht wurde (Fleischmann et al., 2011).

Generell weisen Chloroplasten einen bemerkenswert hohen Konservierungsgrad des
Gengehaltes und der Plastomarchitektur auf, was angesichts der liber mehrere hundert
Millionen Jahre umspannenden getrennten Evolution vieler Taxa auf einen sehr starken
stabilisierend und konservierend wirkenden Selektionsdruck schlieBen ldsst. Wenn dieser
Selektionsdruck, der hochstwahrscheinlich vor allem durch die Notwendigkeit der
Photosynthese aufkommt, nicht wirkt, wie dies bei parasitischen, heterotroph lebenden
Spezies der Fall ist, kann dies extreme Auswirkungen auf die Organisation deren Plastome

haben. (Delannoy ef al., 2011; Fleischmann et al., 2011).

1.1.1.5 Evolution kryptischer Plastome

Trotz der im vorherigen Punkt dargelegten Sachverhalte gibt es in vielen Plastomen
Abweichungen von den iiblicherweise extrem konservierten Gen-Mustern des Gros’ der
Pflanzen. Die starksten Abweichungen von diesem hohen Konservierungsgrad sind in Spezies
zu finden, die die photosynthetische Kohlenstofffixierung zugunsten einer heterotrophen,
(holo)parasitischen Lebensweise aufgegeben haben (Krause, 2008; Fleischmann et al., 2011).
Die Entstehung dieses Lebensstiles war kein einmaliges Ereignis, sondern fand allein in
bliitenbildenden Angiospermenarten mindestens elf mal unabhédngig voneinander statt

(Barkman et al., 2007). All diese Arten haben drastische morphologische und biochemische



Verianderungen erfahren, wie bspw. den Verlust von Bléttern und der damit verbundenen
kompensatorischen Ausbildung spezieller Organe, der Haustorien, zur Aufnahme von
Néhrstoffen. Haustorien dienen zur Extraktion verschiedener Metabolite aus dem
Wirtsgewebe und sind z.B. in diversen Cuscuta-Arten vorzufinden (Sitte et al., 1999).

Photosynthese wird mit einem starken, auf das Plastidengenom wirkenden,
Selektionsdruck in Verbindung gebracht (vgl. Punkt 1.1.1.4). Die Abwesenheit der
Photosynthese in holoparasitischen Spezies fithrte zu einer Reduktion dieses
Selektionsdruckes und miindete in den betroffenen Arten in markante Verdnderungen der
GroBe, des Gengehaltes, und der Funktionalitidt der Plastome (Krause, 2008), was schlieBlich
zur Entstehung kryptischer Plastome fiihrt, deren tatséchlicher Informationsgehalt oft nur
schwer zu bewerten ist. So besitzt Epifagus virginiana, ein Parasit, der die Wurzeln von
Fagus grandifolia befillt, eine PlastomgroBe von nur ~70 kb, in dessen Sequenz nur noch 42
Gene kodiert sind (Wolfe et al., 1992). Die restlichen zum Standardgensatz von ~110 Genen
fehlenden ~70 Gene sind entweder zu Pseudogenen degeneriert, in den Nukleus transferiert
oder fehlen komplett. Die bis heute extremste entdeckte Reduktion wurde in Rhizanthella
gardneri vorgefunden, einer unterirdisch wachsenden Orchideenart, die auf Ceratobasidium
sp. parasitiert. Dies sind Pilze, welche ihrerseits eine Ektomykorrhiza mit Melaleuca unicata,
einem Myrtengewéchs, eingehen. Das Plastidengenom weist in R. gardneri nunmehr nur noch
eine GrofBe von ~60 kb auf, in welchem nur 33 Gene gespeichert sind (Delannoy et al., 2011).

Eine weitere Gruppe von parasitischen, Plastiden-beinhaltenden Organismen sind die
Apicomplexa. Dieses monophyletische Taxon beinhaltet fast nur parasitisch lebende
Protozoa, die einen reduzierten Chloroplast, den Apikoplast besitzen, welcher nicht mehr zur
Photosynthese eingesetzt wird (Janouskovec et al., 2010). In diesen Spezies fand ein ebenso
dramatischer Genverlust statt, wie bei den zuvor beschriebenen parasitisch lebenden
Landpflanzen. So besitzen Vertreter dieser Gruppe, wie Eimeria tenella, Theileria parva oder
Toxoplasma gondii, reduzierte Plastome von nur geringer Grof3e. Diese sind ~40 kb grof3 und
kodieren 40, 43 bzw. 44 Gene.

Einige Gene aber sind trotz der starken Reduktion des Gengehaltes selbst in diesen
parasitischen Spezies prasent und extrem konserviert. Dazu gehoren vor allem Gene, deren
Funktion als essentiell betrachtet wird. So finden sich in allen Cuscuta-Arten, wie auch in
Epifagus virginiana und Rhizanthella gardneri die Gene accD und trnE. accD kodiert die -
Carboxyl-Transferase-Untereinheit der Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase) (Alban et al.,
2000). Die ACCase katalysiert die Bildung von Malonyl-CoA, welches zur de novo-Synthese
von Fettsduren bendtigt wird (Ohlrogge und Browse, 1995; Sasaki und Nagano, 2004). Dies



erklart, weshalb der Knockout dieses Genes, bzw. essentieller Konstituenten des
Translationsapparates in Nicotiana tabacum zu nicht liberlebensfahigen Mutanten fiihrt. In
diesem Fall bilden die einzigen Ausnahmen die Gréser (Han et al., 1992; Hess et al., 1994)
und einige Brassicaceae (Zubko und Day, 1998), deren ACCase-Gene im Kerngenom
lokalisert sind und die diesbeziiglich nicht auf die Translation in Plastiden angewiesen sind.
Fiir die von #rnE kodierte Glutamyl-tRNA (tRNA-Glu) ist eine mindestens zweifache Rolle in
Plastiden bekannt. tRNA-Glu ist dort sowohl in ihrer Funktion als Transfer-RNA anzutreffen,
als auch als Bestandteil des Him-Biosynthese-Pfades und folglich essentiell (Schon ef al.,
1986; Barbrook et al., 2006).

Die umfangreichen Reduktionen in den ,,Parasiten-Plastomen‘ machen dennoch auch
vor Genen, die Bestandteile des Translationapparates kodieren, keinen Halt. Sehr oft ldsst sich
in kryptischen Plastomen der Verlust von Genen feststellen, die die Information zur Synthese
ribosomaler Proteine beinhalten. Davon sind sowohl Gene betroffen, deren Homologe in E.
coli essentiell sind, als auch Gene, die nicht-essentiell sind, was vor allem die Frage aufwirft,
was mit den essentiellen Homologen geschehen ist. Da diese nicht mehr im Plastom
auffindbar sind, existieren nur die beiden Moglichkeiten ihres Transfers in den Kern oder
ihrer vollkommenen Abwesenheit. In Tabelle 1.1.1 ist eine Ubersicht iiber alle Gene plastidir
kodierter ribosomaler Proteine dargestellt, in der auch Information {iber die Essentialitét des
jeweiligen homologen Gens in E. coli enthalten sind, als auch Angaben dariiber, in welchen
parasitischen bzw. nicht-photosynthetisch aktiven Organismen die homologen Gene présent

oder abwesend (bzw. pseudogenisiert) sind.
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Tab. 1.1.1: Essentialitdt und evolutiondre Konservierung von Genen fiir plastiddre ribosomale Proteine in
parasitischen und/oder pathogenen Plastiden-beinhaltenden Gruppen und deren Homologe in E. coli (nach

Fleischmann et al., 2011).

Gen | Essentiell in E. coli Prasent in kryptischen Plastomen
pl2 Ja Ja
rpl14 Ja Nicht in E. virginiana ¥
pl16 Ja Ja
pl20 Ja Nicht in E. tenella, T. parva, T. gondii
pl22 Ja Nicht in E. virginiana, R. gardneri, T. gondii
rpl23 Ja Nicht in C. reflexa
pl32 Nein (unbestatigt) Nicht in R. gardneri, C. reflexa ¥
rpl33 Nein Nicht in T. gondii, E. longa, R. gardneri ¥
pl36 Nein Ja
ps2 Ja Nicht in T. gondii
rps3 Ja Nicht in R. gardneri
rps4 Ja Ja
ps7 Ja Ja
ps8 Ja Ja
rps11 Ja Ja
rps12 Ja Ja
ps14 Ja Ja
rps15 Nein Nicht in E. virginiana, R. gardneri
ps16 Ja Nicht in C. reflexa, R. gardneri
rps18 Ja Nicht in E. longa, T. gondii
ps19 Ja Ja

Y: Pseudogen; Daten zu E. coli aus Baba et al. (2006). Die Information zu rp/32 konnte nicht bestitigt werden
(vgl. 4.1.1). Speziesabkiirzungen: E. virginiana: Epifagus virginiana, E. tenella: Eimeria tenella, T. parva:
Theileria parva, T. gondii: Toxoplasma gondii, R. gardneri: Rhizanthella gardneri, C. reflexa: Cuscuta reflexa,

E. longa: Euglena longa

Da hiufig essentielle Homologe in E. coli betroffen sind, lassen diese Genverluste
Zweifel beziiglich der Funktionalitit des plastiddren Translationsapparates und in Folge
dessen, an der Funktionalitit des gesamten parasitischen Plastiden aufkommen. Gleichzeitig
werden Fragen iiber den Verbleib der augenscheinlich ,verloren gegangenen® Gene
aufgeworfen. Die Beantwortung eines Teiles dieses Fragenkomplexes stand im Fokus der

vorliegenden Arbeit.

1.1.2. Translation in Plastiden hoherer Pflanzen

Translation in Plastiden ist notwendig, um die ~80 plastidir kodierten Proteine exprimieren zu
konnen, die, wie in Punkt 1.1.1.4 beschrieben, an den verschiedensten Prozessen beteiligt
sind. Ohne plastiddre Translation konnten bspw. keine der in die Photosynthese involvierten
Proteinkomplexe gebildet werden. Dies bedeutete, dass auch Photosynthese folglich
unmoglich  gemacht  wiirde. Ebenso  wire ein  wichtiger = Abschnitt  des

Fettsdurensynthesepfades blockiert, da die ACCase nicht mehr produziert werden konnte.
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1.1.2.1 Knockout plastidir kodierter essentieller Gene

In Tabak, einer hoheren Landpflanze, deren Genexpressionsmaschinerie relativ gut erforscht
ist und die als Modellpflanze im Fokus dieses Projektes stand, ist die plastiddre Translation
essentiell (Ahlert et al., 2003; Rogalski et al., 2006; Rogalski et al., 2008b).

Experimente, bei denen Gene, die essentielle Konstituenten des Plastiden-Ribosoms
kodieren, in Tabak inaktiviert wurden, fiihrten zur Entstehung heteroplasmatischer Pflanzen,
die sowohl Kopien des unverdnderten Wildtyp-Plastoms als auch Kopien des Transplastoms
besallen. Dies riihrt daher, dass im Falle des Knockouts eines essentiellen Gens, ein
balancierender Selektionsdruck von zwei Seiten auf die Plastome wirkt. Auf dem Plasmid,
welches zum KO fiihrt, ist ein Antibiotika-Resistenzgen kodiert, welches die Transformante
befdhigt, das dem Selektionsmedium zugefiigte Antibiotikum zu entgiften (vgl. 2.2.1 und
2.2.3). Dies bedeutet, dass zum Uberleben einerseits Plastome notwendig sind, die noch das
auszuschaltende, essentielle Gen beinhalten, als auch Plastome, welche das Resistenzgen
anstelle des essentiellen Gens besitzen. Die zufillige Segregation der Plastome wihrend des
Wachstums kann zur Entstehung von Zellen fiihren, die einen letal hohen Anteil an
Transplastomen enthalten. Diese Zellen sterben ab, was in Folge dessen dazu fiihrt, dass
ganze Zelllinien und sich daraus ableitende Organe nicht bilden kénnen. Die entstehenden
Phénotypen der Pflanzen sind durch starke Blattdeformationen, die bis zum Verlust ganzer
Blattsektoren fiihren konnen, gekennzeichnet (Ahlert ef al., 2003; Rogalski et al., 2008b;
Fleischmann et al., 2011). Dieser Phénotyp wird auch als Blattverlust-Phinotyp bezeichnet.

Die Kenntnis des zum Blattverlust-Phénotyp fiihrenden Mechanismus ist fiir das

Verstiandnis der unter 3.1 beschriebenen Experimente wichtig.

1.1.2.2 Das Plastiden-Ribosom

An der Translation in Plastiden sind Ribosomen beteiligt, deren bakterieller Ursprung
eindeutig zu erkennen ist. Viele Parameter, die zur Charakterisierung von Ribosomen
herangezogen werden, weisen auf eine enge Verwandtschaft zwischen beiden Typen hin (Tab.
1.1.2 und Abb. 1.1.3). Deutlich tritt bei der Betrachtung von eukaryotischen oder
mitochondrialen Ribosomen die evolutiondre Distanz zu bakteriell/plastidir geprigten Typen
zu Tage. So besitzen eukaryotische Ribosomen deutlich hoéhere Massen und
Sedimentationskoeffizienten (4,6 MDa und 80S) als bakterielle Ribosomen und eine RNA zu
Protein-Rate von 1 : 1 (Tab. 1.1.2). Mitochondriale Ribosomen von Mammalia hingegen sind
mit 55S weniger dicht gepackt und besitzen eine RNA zu Protein-Rate von 1 : 2. Die

exotischste Abweichung sind mitochondriale Ribosomen von Protisten, die aus der
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~2,5fachen Anzahl an ribosomalen Proteinen (133) im Vergleich zu plastiddren/bakteriellen
Ribosomen (~55) und gleichzeitig aus 60 % weniger RNA als plastidire/bakterielle
Ribosomen bestehen (Rodnina et al., 2011).

Tab. 1.1.2: Vergleich zwischen bakteriellen Ribosomen aus E. coli und Plastidenribosomen aus Spinacia
oleracea. Die Zahlen in Klammern bezeichnen ribosomale Proteine, die keine Homologe in Bakterien haben.

(Rodnina et al., 2011)

Eigenschaft Ursprung: E. coli Ursprung: Chloroplast
Molekulare Masse 2,3 MDa 2,6 MDa
Durchmesser ~260 A ~265 A
Sedimentationskoeffizient 70S 70S
RNA-zu-Protein-Rate ~2:1 ~3:2
Untereinheiten 50S + 30S 50S + 30S
SSU: Bestandteile 16S rRNA (1542 nt) + 21 Proteine 16S rRNA (1491 nt) + 25 (4)
Proteine

LSU: Bestandteile 23S rRNA + 58 23S rRNA + 58S + 4,8S (gesamt:
(gesamt: 3024 nt) + 34 Proteine 3033 nt) + 33 (2) Proteine

Anzahl: Interuntereinheitenbriicken 13 13

Abb. 1.1.3: Segmentierte Kryo-EM-Karten von bakteriellen und plastidéren Ribosomen.

Links ist das 70S-Ribosom von E. coli abgebildet, rechts das 70S-Ribosom aus den Chloroplasten von Spinat.
Proteine der kleinen Untereinheit sind blassgelb dargestellt, die der grolen blassblau. Ribosomale RNAs sind
organge und dunkelblau wiedergegeben. Abkiirzungen markierter Ribosomenbestandteile: Sp: spur, sh:

shoulder, Sb: L7/L12 stalk base, CP: central protuberance, h: head (Abb. aus Rodnina et al., 2011).

Als strukturelle Besonderheit der plastiddren Ribosomen sind sechs Plastiden- bzw. Plastiden-
und Cyanobakterien-spezifische ribosomale Proteine (PSRPs) zu nennen, die Bestandteil des
plastiddren Ribosoms sind. PSRP1,2,4,5 und 6 kommen allein in Plastiden vor, PSRP3 in
Cyanobakterien und Chloroplasten (Yamguchi et al., 2000; Yamaguchi und Subramanian,
2000; Tiller et al., 2012). Drei davon sind der kleinen Unterheit zugehorig (PSRP2-4),
wihrend zwei der grofen zuzurechnen sind (PSRP5+6). PSRP1 ist kein Bestandteil des
Ribosoms und wurde zuletzt als Ribosomen-bindender Faktor identifiziert (Sharma et al.,

2010). Diese Proteine, die keine Homologe in E. coli besitzen, sind mit fiir die Verschiebung
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der RNA-zu-Protein-Rate im Vergleich zu bakteriellen Ribosomen von 2:1 auf 3:2
verantwortlich.

Chloroplastenribosomen translatieren alle Protein-kodierenden Transkripte, die von
den Plastiden-lokalisierten Polymerasen PEP und NEP transkribiert werden. Unter diese ~80
Transkripte fallen 21, die ribosomale Proteine kodieren, welche damit mehr als 25 % der

Kodierungskapazitit an Proteinen fiir sich beanspruchen.

1.1.2.3 Ribosomenassemblierung

Der Prozess, bei dem es gilt Ribosomen aus ihren Einzelteilen, den ribosomalen Proteinen
und den rRNAs, zu funktionalen Stitten der Proteinbiosynthese zusammenzufiigen wird als
Ribosomenassemblierung bezeichnet. Die Assemblierung findet fiir beide Untereinheiten
getrennt voneinander statt; erst die vollstindigen 30S- und 50S-Partikel koénnen zu 70S-
Ribosomen vereinigt werden. Im Verlauf des Assemblierungsprozesses dndert sich permanent
die Konformation der beteiligten rRNAs. Diese wird malgeblich durch die Bindung
ribosomaler Proteine beeinflusst. Im Normalfall fiihrt die Bindung eines bestimmten
ribosomalen Proteins an eine rRNA zu einer Anderung ihrer Sekundirstruktur. Diese
Verianderung wiederum ermoglicht es einem oder mehreren weiteren ribosomalen Proteinen
an seine/ihre spezifische/n Bindestelle/n auf der rRNA zu binden (Sykes et al., 2010;
Talkington et al., 2005; Sykes und Williamson, 2009; Shajani et al., 2011; Mulder et al.,
2010). Dies ist fiir das gesamte Ribosom betrachtet, das aus ~60 Einzelkomponenten besteht,
ein sehr komplexer Prozess, der noch nicht vollstindig verstanden ist. Dennoch konnten
ausgehend von in vitro-Rekonstitutionsexperimenten anhand bakterieller Ribosomen
Bindungsabhangigkeitskarten der Untereinheiten durch Nomura und Nierhaus erstellt werden
(Mizushima und Nomura, 1970; Held et al., 1974; Rohl und Nierhaus, 1982) (Abb. 1.1.4).
Aus diesen Karten wird ersichtlich, dass der Bindung eines bestimmten ribosomalen Proteins
in vielen Féllen die Bindung eines anderen oder mehrerer anderer ribosomaler Proteine
vorausgehen muss. Die am Aufbau der 30S-Untereinheit beteiligten Proteine werden davon
abgeleitet in drei Gruppen eingeteilt. Eine primér bindende Gruppe, die nicht von der Bindung
anderer Proteine abhingt, eine sekunddre Gruppe, deren Bindung in Abhdngigkeit der
Bindung der Proteine der ersten Gruppe steht sowie eine tertidir bindende Gruppe, deren
Beteiligung vom Vorhandensein ribosomaler Proteine der sekunddren und/oder primiren

Gruppe abhéngt (Talkington ef al., 2005; Sykes et al., 2010).
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5"domain Central domain 3'domain

Abb. 1.1.4: Nomura- und Nierhaus-Assemblierungskarten. (Abbildung aus Shajani et al., 2011).

Links: Die Nomura-Assemblierungskarte der SSU, die die Bindeabhéngigkeiten ribosomaler Proteine illustriert.
Die 16S rRNA befindet sich am oberen Rand, ihre drei Doménen sind farbig abgebildet. Die Rechtecke stehen
fir die entsprechenden ribosomalen Proteine. Die Pfeile zeigen auf jene Proteine, deren Bindung vom
vorhergehenden Element beeinflusst wird.

Rechts: Die Nierhaus-Assemblierungskarte der LSU, die die Bindeabhingigkeiten ribosomaler Proteine
illustriert. Die 23S rRNA befindet sich am oberen Rand, ihre drei Dominen sind farbig abgebildet. Die
Rechtecke stehen fiir die entsprechenden ribosomalen Proteine. Die Pfeile zeigen auf jene Proteine, deren
Bindung vom vorhergehenden Element beeinflusst wird. Die 5S rRNA wird durch das orange Quadrat

symbolisiert. Fiir L35 und L36 konnten keine Abhéngigkeiten ermittelt werden.

Die in vitro sehr strikten Bindeabhingigkeiten sind in vivo deutlich weniger stringent. Dies
bedeutet, dass die Abwesenheit eines einzelnen ribosomalen Proteins nicht zum Abbruch der
Assemblierung fiihrt, wie dies in vitro der Fall ist, sondern dass dieses meist durch bestimmte
(Assemblierungs)-Faktoren kompensiert werden kann und somit trotzdem zu einem,
wenngleich oftmals in der Funktion eingeschriankten, Ribosom fiihrt (Mizushima und
Nomura, 1970; Held et al., 1974; Bubunenko et al., 2008). Dazu tragt die Gegenwart von
Assemblierungsfaktoren bei, die unterstiitzend auf die Konformationsdnderungen der rRNA
wirken und eine korrekte Positionierung der ribosomalen Proteine erleichtern (Wilson und
Nierhaus, 2007; Karbstein, 2007; Britton, 2009).

Grundsitzlich kann man aufgrund der Ahnlichkeit zwischen bakteriellen und
plastidéren Ribosomen fiir das Chloroplastenribosom, auch wenn damit noch keine in vitro-
Rekonstitutionsversuche erfolgten, von gleichbleibenden Grundprinzipien der Assemblierung
ausgehen. Dies wiren z.B. die prinzipiell hierarchische Bindung der ribosomalen Proteine und
die sich daraus ableitenden konstanten Konformationsdnderungen der rRNAs auf dem Weg
zum assemblierten Ribosom. Hochstwahrscheinlich gelten auch fiir die meisten Proteine

dieselben Bindungsabhéngigkeiten wie fiir ihre bakteriellen Homologe.
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1.1.3 Zielsetzung des Projektes

Die Konzeption des vorliegenden Projektes basiert auf folgenden Beobachtungen:

(1) Die im Plastom kodierten ribosomalen Proteinen sind in griinen Landpflanzen
stark konserviert. Dagegen fehlen in vielen parasitischen Spezies héufig einige dieser
ansonsten konservierten Gene. Mehrfach sind davon in verschiedenen Spezies dieselben Gene
betroffen (Tab. 1.1.1). Es wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass eine minimale
Translationskapazitéit in den Plastiden der parasitischen Organismen noch vorhanden ist. Es
wire moglich, dass weniger effiziente Ribosomen, denen einzelne oder mehrere ribosomale
Proteine fehlen, dem Anspruch parasitischer Pflanzen geniigen wiirden. Die betroffenen Gene,
die noch nicht in fritheren Studien charakterisiert wurden (rps3, rpsi5, rpsi6, rpl22, rpl23,
rpl32), konnten also entweder nicht essentiell fiir die Funktion des Ribosoms oder in den
Nukleus transferiert worden sein, was eine erhdhte Gentransferfrequenz in Parasiten bedeuten
wiirde.

(2) Aus Knockout-Studien in E. coli ist bekannt, dass 21 von 54 ribosomalen
Proteinen nicht-essentiell sind (Baba et al., 2006; Shoji et al., 2011). Von den im Plastom
kodierten Homologen sind davon drei betroffen: rpsl5, rp/33 und rp/36 (Tab. 1.1.1). rp/33
konnte schon als nicht-essentiell charakterisiert werden (Rogalski et al., 2008b).
Informationen iiber die Essentialitit von rps/5 und rpl/36 wiirden weiteres Licht auf die
evolutiondre Konservierung der Ribosomenstruktur zwischen Plastiden und Bakterien werfen.

Es wurden im Rahmen des Projektes die in (1) und (2) ausgewéhlten Kandidatengene
(rps3, rpslS, rpsl6, rpl22, rpl23, rpl32, rpl36) ausgeknockt, um Informationen iiber ihre
Essentialitdt und Funktion zu erhalten. Dies wiirde eine bessere Beurteilung erlauben, ob in
Parasiten tatsdchlich mit einem kompletten Verlust der betroffenen Gene zu rechnen ist oder
ob eher ein Transfer (EGT) ins Kerngenom stattgefunden hat. Weiterhin kdnnen daraus
Schliisse auf den Grad der Konservierung zwischen bakteriellen und plastiddren Ribosomen
gezogen werden und grundlegende neue Fakten zur Architektur und Plastizitdt plastidirer
Ribosomen geschaffen werden.

Zum Zeitpunkt der Planung des Projektes waren die Plastomsequenzen einiger
weiterer parasitischer Spezies noch nicht bekannt, bzw. nicht 6ffentlich zuginglich und/oder
wurden nicht beriicksichtigt. Tabelle 1.1.1 listet somit die zum Start des Projektes
berticksichtigten Organismen auf. Unter Beriicksichtigung aller aktuell bekannten Sequenzen
von parasitischen Plastiden-besitzenden Spezies ergeben sich weitere Gene, die die gleiche

Bedingung (d.h. Abwesenheit vom Plastom zumindest einiger parasitischer Spezies), wie die
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zur Analyse ausgewihlten Gene erfiillen und noch nicht untersucht wurden (vgl. Tab. 4.1).
Dies sind rps7, rps19 und rpl36 (vgl. Tab. 4.1), wobei rp/36 aufgrund seiner Nicht-
Essentialitidt in E. coli schon mitberiicksichtigt wurde. Weiterhin stellte sich das in R.
gardneri urspriinglich als fehlend geltende 7ps3 im Nachhinein als vorhanden heraus.
Dennoch erfiillte der KO von rps3 weiterhin seine Funktion als Kontrolle des rp/22-KOs (vgl.
2.2.3.7).

1.2 Detektion und Charakterisierung von miRNAs aus Chlamydomonas

reinhardtii

miRNAs sind eine Klasse kleiner RNAs (~19-24 nt), denen im Verlauf der letzten 10 Jahre
immer mehr Aufmerksamkeit geschenkt wurde. miRNAs sind in vielen Organismen endogen
kodiert und an der Regulation wichtiger biochemischer und Entwicklungs-Vorginge beteiligt.
Korrekt prozessierte miRNAs sind dazu in der Lage, durch Bindung an spezifische
Zieltranskripte deren Translation zu verhindern oder zumindest (meist negativ) zu
modulieren, was durch eine Zerstorung der mRNA oder durch translationelle Repression
erreicht wird (He und Hannon, 2004).

Die erste miRNA, die entdeckt wurde, war das aus Caenorhabditis elegans
stammende 22 nt lange Transkript lin-4, welches wéhrend der Transition vom juvenilen
Individuum zum adulten regulatorisch aktiv ist (Pasquinelli und Ruvkun, 2002). Man fand
heraus, dass lin-4 das Expressionsniveau der LIN14-kodierenden mRNA durch eine
Hemmung der Translation steuern kann, welche in ihrer 3’-UTR mehrere zu lin-4
komplementére Sequenzabschnitte besitzt an welche lin-4 binden kann (Lee et al., 2003;
Naqvi et al., 2011). In den folgenden Jahren schloss sich die Entdeckung von miRNAs in
nahezu allen eukaryotischen Spezies an, so dass heute mehr als 18000 miRNAs aus
verschiedensten Organismen bekannt sind (mirbase.org). Die Entdeckung von miRNAs in
Chlamydomonas reinhardtii stach hervor, da es der erste Beweis fiir die Existenz von

miRNAs in Einzellern war (Molnar et al., 2007; Zhao et al., 2007).

1.2.1 Regulation der Genexpression durch miRNAs

miRNAs dienen u.a. dazu Anpassungsprozesse an verdnderte Umweltgegebenheiten
einzuleiten, die von abiotischen oder biotischen externen Verursachern rithren kénnen. So ist
aus Arabidopsis thaliana bekannt, dass miRNA 399 (miR399) spezifisch unter

Phosphatmangel induziert wird und die addquate Reaktion der Pflanze auf Phosphatmangel
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aktiviert (Bari et al., 2006; Pant et al., 2008). Ein weiteres Beispiel dafiir ist miR398, welche
durch ein breites Spektrum diverser Stressarten hochreguliert wird. IThre Induktion konnte u.a.
unter oxidativem Stress, Kupfer-, Phosphat- und Wassermangel, ultravioletter Strahlung und
Salzstress detektiert werden (Abdel-Ghany und Pilon, 2008; Jagadeeswaran et al., 2009; Jia et
al., 2009a, 2009b; Sunkar et al., 2006; Yamasaki et al., 2007; Zhu et al., 2011).

Ebenso sind miRNAs in wichtige entwicklungsbiologisch relevante Prozesse
involviert. So ist miR156 in A. thaliana am Phasenwechsel der vegetativen zur reproduktiven
Phase beteiligt. Niedrigere Mengen an miR156 fithren zu stirkerer Translation des Ziel-
Transkriptes SPL3, einem wichtigen Transkriptionsfaktor, der durch die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren LEAFY (LFY), FRUITFULL (FUL) und APETALA1 (API1) die
Bildung von Bliiten einleitet (Yamaguchi ef al., 2009; Wu und Poehtig, 2006).

Einige miRNAs sind dagegen ubiquitir in bestimmten Gewebetypen exprimiert,
wihrend die spatio-temporale Expression anderer miRNAs starken Restriktionen unterliegt.
Bspw. werden in Wurzeln von A. thaliana die miRNAs miR162 und miR169 permanent in
allen Wurzelzelltypen exprimiert, wohingegen die Expression der oben eingefiihrten miR156,
als auch von miR157, starken Schwankungen der Expressionsstirke in verschiedenen
Zelltypen aufweist (Breakfield et al., 2011; Naqvi et al., 2011).

Die in C. reinhardtii vorhergesagten Ziele der publizierten miRNA-Sequenzen sind
oftmals Flagellen-assoziierte Proteine (Molnar et al., 2007; Zhao et al., 2007). Diese miRNAs
konnten in die Signaltransduktionsmechanismen der durch die Flagellen perzipierten Signale,
involviert sein. Die typischen, mit miRNA-Regulation in Verbindung gebrachten Phéinomene,
wie Stress-induzierte Reaktionen und entwicklungsbiologisch wichtige Vorgiange, konnten in

C. reinhardtii genauso Ziel der Regulation durch noch nicht charakterisierte miRNAs sein.

1.2.2 Biogenese und Funktionsweise von miRNAs

Pflanzliche miRNAs sind in miRNA-Genen kodiert, die sich iiblicherweise in intergenischen
Sequenzen und unannotierten Loci befinden (Rajagopala et al., 2006). Diese Gene werden
von der RNA-Polymerase II (RNAPII) transkribiert und fithren zur Entstehung von priméren
miRNAs (pri-miRNA) (Abb. 1.2.1). Diese Transkripte konnen, wie in Zea mays gezeigt
wurde, Langen von 250-2000 bp haben. Sie weisen typische Eigenschaften eukaryotischer
Transkripte auf, wie eine 5’-Cap und einen Poly-(A)-Schwanz. Ebenso besitzen pri-miRNAs
Introns, die herausgespleifit werden (Bartel, 2004; Xie et al., 2005; Zhang et al., 2009). Sie
beinhalten in dieser Phase der Biogenese schon die fiir miRNA-Vorldufer typische Stem-

Loop-Struktur, die durch einen komplementiren Stamm und mehr oder weniger verzweigte
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Schleifenstrukturen gekennzeichnet ist (Abb. 1.2.1). Im Anschluss an die Transkription
werden pri-miRNAs durch die RNA-bindenden Proteine DCLI1, HYL1 und SERRATE
erkannt und im Nukleus endonukleolytisch zu Vorldufer-miRNAs (pre-miRNAs) prozessiert
(Han et al., 2004; Lobbes et al., 2006), wobei die einzelstraingigen RNA-Sequenzen vom Rest
des Molekiils entfernt werden, so dass nur noch die charakteristische Stem-Loop-Struktur
erhalten bleibt (Abb. 1.2.1). Die Lingen der pre-miRNAs liegen iiblicherweise zwischen 50
und 250 bp (May, 2008, unpublizierte Daten; mirbase.org). Pre-miRNAs werden, weiterhin
im Nukleus, durch DCLI und andere akzessorische Proteine zu miRNA-Duplexen
prozessiert. Ein Duplex-Molekiil besteht aus der Sequenz der reifen miRNA von ~21 nt
Lénge und einer zu ihr komplementiren miRNA*-Sequenz, die jeweils an ihren 3’-Enden um
2 nt iberstehen, welche durch HEN1 methyliert werden, um eine hohere Stabilitit des
Duplexes zu gewihrleisten (Yu et al., 2005). Der methylierte miRNA-Duplex wird vom
Exportin-5-Ortholog HASTY1 ins Cytoplasma der Pflanzenzelle transportiert (Bollman et al.,
2003; Park et al., 2005). Dort bindet der Duplex an eines der ARGONAUTE-Proteine (AGO),
von denen es bspw. in A. thaliana zehn verschiedene gibt, welche unterschiedliche und teils
redundante Aufgaben wahrnehmen kdnnen (Morel ef al., 2002; Vaucheret et al., 2006). Der
miRNA*-Strang wird entlassen und die reife miRNA bildet zusammen mit einem AGO-
Protein und meist weiteren Proteinen den RNA-induced-silencing-complex (RISC) (Mi et al.,
2008; Montgomery et al., 2008). Dieser Komplex kann an mRNAs binden, die zur miRNA
(partiell) komplementédr sind, was im Regelfall zur Zerstorung der mRNA durch die
endonukleolytische Aktivitit von AGO fiihrt (Palatnik et al. 2003; Baumberger und
Baulcombe, 2005). In manchen Féllen kann es aber auch zur translationellen Repression des
Transkriptes kommen (Broderson et al., 2009).

Zwar sind fir C. reinhardtii nicht alle Details des Biogenesepfades bekannt, dennoch
sind die Bestandteile der Kern-miRNA-Maschinerie (DCL, AGO, RISC) und die Reihenfolge
der Prozessierungsschritte mit nur wenigen Abweichungen generell tiber alle Reiche sehr
dhnlich (Millar und Waterhouse, 2005), so dass auch fiir Algen provisorisch davon

ausgegangen werden kann.
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Abb. 1.2.1.: Pflanzlicher miRNA-Biogenese-Pfad.

RNA pol I Beginnend mit der Transkription sind neben der

rg-\ Biogenese von miRNAs auch die beiden von Pflanzen

i-miRNA . . .

Cap Struktur LA bekannten Wirkmechanismen dargestellt. Der GroBteil
Poly-A-Schwanz

DCL1 J,HY'—“SERRATE der miRNAs besitzt einen hohen Grad an

? Komplementaritét zu seinen Zielen, was in diesem Fall

pre-miRNA . e C

die Slicer-Aktivitit von AGOI1 aktiviert und zur

DC“J’ A Buplex Zerstorung des Transkriptes fiihrt. Der kleinere Teil

HEN1~L der miRNAs fiihrt zu translationeller Repression, bei

methylierter

Nukeus — EECIIIIIIT 5 miRNA Duplex

\ HASTY1
Cytoplasma T

S IO
l AGO1
und akz. Proteine

rreT = RISC

kleiner Teil / \ Grofteil
Ziel-mRNA A Ziel-mRNA Q §

translationelle Repression endonukleolytische Degradierung

der das Transkript nicht unmittelbar degradiert wird

(Abb. abgeédndert aus Naqvi et al., 2011)

1.2.3 miRNAs im Kontext der Evolution der Metabionta

Innerhalb des Pflanzenreiches, Algen ausgeschlossen, sind die bislang dort entdeckten
miRNAs zwischen den Spezies stark konserviert. Hingegen gibt es zwischen pflanzlichen und
tierischen miRNAs, von zwei fragwiirdigen Ausnahmen abgesehen, keine Konservierung der
Sequenzen (Reinhart ef al., 2002; Arteaga-Vasquez et al., 2006; Naqvi et al., 2011), was fiir
eine sehr frilhe Entstehung der miRNA-Maschinerie in einem paneukaryoten Organismus
noch vor der Aufspaltung in Ophistokonta und Archaeplastida spricht, die aber danach rasch
divergierte. D.h., der Mechanismus sollte sich unter Auferachtlassung von HGT noch in
einzelligen Organismen entwickelt haben. Dennoch ging man bis ins Jahr 2007 von einem
alleinigen Vorkommen von miRNAs in mehrzelligen Organismen aus. Doch durch die beiden
Veroftentlichungen von Molnar et al. und Zhao et al. im Jahr 2007 konnte diese Annahme
falsifiziert werden. Die Prisenz von miRNAs wurde mit der hoéheren Komplexitit von
Mehrzellern in Verbindung gebracht (Lim et al., 2003; Molnar ef al., 2007). Der unerwartete
Fund von miRNAs in Chlamydomonas reinhardtii stellte diese Vermutung in Frage.
Interessant ist weiterhin die Tatsache, dass alle bekannten miRNA-Sequenzen von C.

reinhardtii keine Homologe im Pflanzen- und Tierreich besitzen.
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Die Expansion des Wissens liber miRNAs in C. reinhardtii sollte wichtige weitere

Anhaltspunkte zur Evolution der RNAi-Maschinerie von Eukaryoten geben.

1.2.4 Zielsetzung des Projektes

Die von Molnar et al. und Zhao et al. vorgestellten Daten stellen einen
Sequenzierungsdatensatz von relativ geringer Grofle und Auflésung dar, der aus nur drei
untersuchten Wachstumsbedingungen generiert wurde, und zur Verdffentlichung von nur 50
miRNA-Sequenzen fiihrte (mirbase.org). Es ist bekannt, dass miRNAs als Regulatoren
wichtiger zelluldrer Stressantworten auftreten konnen, indem sie die Expression spezifischer
Stress-relevanter Gene steuern und wichtige entwicklungsbiologische Verdnderungen
induzieren (vgl. Punkt 1.2.1).

Um die evolutiondre Tragweite des Vorhandenseins von miRNAs in einzelligen
Organismen verstehen zu konnen und um alle weiteren, noch unentdeckten miRNAs in C.
reinhardtii zu finden, war es notwendig, ein erheblich groferes Spektrum als nur drei
Wachstumsbedingungen einer eingehenden Untersuchung zu unterziehen. In den, der
vorliegenden Arbeit, vorangehenden Untersuchungen wurden unter Verwendung von Next-
Generation-Sequenzierungstechniken, ausgehend von 28 unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen, ~3700 miRNA-Kandidaten in C. reinhardtii identifiziert.

Im Mittelpunkt dieses Teils meiner Doktorarbeit stand die Etablierung einer addquaten
Messmethode zur Bestimmung der Expressionsniveaus moglichst vieler Kandidaten-miRNAs
zugleich. Die Anwendung dieser Plattform auf die Untersuchung einzelner Bedingungen
sollte signifikant und differenziell regulierte miRNA-Kandidaten identifizieren, die dann in

Folgeprojekten intensiv erforscht werden kdnnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und anderes Verbrauchsmaterial

Chemikalien, die nur in der Gewebekultur Verwendung fanden, sind mit TC markiert.

[a-**P] dCTP

Aceton

Agarose (Seakem LE Agarose)
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)
Ammoniumsulfat
Ammoniumhepta-Molybdat-Tetrahydrat
Ampicillin

Borséure (TC)

Borsaure

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat (TC)
Caseinhydrolysat (TC)
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Chloroform

Cholinchlorid (TC)

Coomassie Brilliant Blue R-250
Calciumchlorid-Dihydrat
Cycloheximid
Diaminoethantetraessigsdure (EDTA)
dNTPs

1,4-Dithiothreitol (DTT)
Eisenchlorid

Essigsdure

Ethanol

EDTA, Dinatrium-Salz (TC)
Ethidiumbromid

Ficoll 400

FeNaEDTA (TC)
Formaldehyd, 37 %

Formamid

Glycerin

Glycin (TC)

Hybond N Membran
Hefeextrakt

HEPES

[IAA (TC)

IBA (TC)

Isopropanol
Kanamycinmonosulfat

Hartmann, Braunschweig, D
Roth, Karlsruhe, D
Biozym, h.Oldendorf, D
Duchefa, Haarlem, NL
Serva, Heidelberg, D
Serva, Heidelberg, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Roth,Karlsruhe,D

Roth, Karlsruhe, D
Promega, Mannheim, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
GE-Healthcare, Miinchen, D
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Fluka, Buchs, Schweiz
Duchefa, Haarlem, NL
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Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat (TC)
Kaliumhydroxid

Kaliumiodid (TC)

Kaliumnitrat (TC)
Kaliumchlorid
Kobaltchlorid-Hexahydrat
Kupfersulfat-Pentahydrat
Kupferchlorid

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (TC)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Manganchlorid-Tetrahydrat
Mangansulfat-Monohydrat (TC)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Manganchlorid-Tetrahydrat
3-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver

Microagar (TC)

MOPS

Myo-Inositol (TC)

NAA (TC)

Natriumacetat

Natriumbutyrat

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Natrium-EDTA

Natriumhydroxid

Nicotinamid (TC)

Pantothenat, Hemicalciumsalz (TC)
Percoll

Phenol

Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkohol (Ph/Ch/T) (25/24/1)

Phenol:Chloroform 5:1
PMSF
Puromycin-2HCI

Purolite Ion Exchange Resins (Fe, Cu, Co, B)

Roti-Phenol
Rotiphorese Gel A
Rotiphorese Gel B
Rubidiumchlorid
Salicylat, Natriumsalz
Salzsdure

Sorbit
Spectinomycindihydrochlorid (TC)
Saccharose
Streptomycinsulfat (TC)
Sybr Green

24

Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Honeywell Specialty Chemicals,

Seelze, D

Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Fluka, Buchs, Schweiz
Duchefa, Haarlem, NL
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
GE Healthcare, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Serva, Heidelberg, D
Purolite Int., Llantrisant, UK
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL

ABI, Darmstadt, D



SDS

Tetracyclin

TEMED

Thiaminhydrochlorid (Vitamin B1) (TC)
Tris

Trypsin (aus Schweinepankreas)

Triton X-100

Tween 20

Wasserstoffperoxid, 30 %
Whatman-Papier

X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-
Galactopyranosid)
Zinksulfat-Heptahydrat (TC)
Zinksulfat-Heptahydrat

Zinkchlorid

0,5-10 kb DNA Leiter

1 kb DNA Leiter

2.1.2 Geriite

ABI StepOnePlus Real-Time PCR System (96)
ABI 7900 HT Fast Real-Time PCR System (384)
Agarosegel Elektrophorese System

Agilent 2100 Bioanalyzer

AllegraTM 25R

Biolistische Kanone, PDS1000He
Energieversorgung Power Pac BasicTM
Fluorimeter Dual-PAM-100
Gel-Dokumentationssystem Infinity Video gel
documentation system

Hybridisierungsstation HybArray 12TM

LTQ Orbitrap Massenspektrometer

MiniSpin Plus Zentrifuge
Moérsermiihle Retsch MM301
Nanodrop ND-100

Phosphorschirme

PCR thermocycler Mastercycler EPGradient
pH meter @340 pH/Temp meter
Pipettierroboter Evolution P3 Precision
Pipetting Platform

Radioisotopenbildgeber Typhoon Trio+

Rotor (Ultrazentrifuge) SW 60Ti
Sorvall RC-6

Roth, Karlsruhe, D

Serva, Heidelberg, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
GE-Healthcare, Miinchen, D
Duchefa, Haarlem, NL

Duchefa, Haarlem, NL
Duchefa, Haarlem, NL
Roth, Karlsruhe, D
Invitrogen, Carlsbad, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

ABI, Foster City, USA

ABI, Foster City, USA
PegLab, Erlangen, D

Agilent Technologies, Santa Clara,
USA

Beckman CoulterTM, Krefeld,
D

BioRad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA
Heinz Walz, Effeltrich, D
PegLab, Erlangen, D

PerkinElmer, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Retsch, Haan, D

NanoDrop Technologies,
Wilmington, USA

GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK

Eppendorf, Hamburg, D
Beckman CoulterTM, Krefeld, D
PerkinElmer, Waltham, USA

GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK

Beckman CoulterTM, Krefeld, D
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
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Spektrophotometer Genquant pro

Thermoblock Thermomixer comfort
UV BLX-254 crosslinker

UltraZentrifuge OptimaTM L-80 XP
Wasserbad FBC 620

Zentrifuge 5415R

Zentrifuge 5417R

2.1.3 Enzyme

Antarctic Phosphatase

Phusion DNA Polymerase

DNA Polymerase I (Klenow Fragment)
Go Taq Flexi DNA Polymerase
RNase A

Restriktionsenzyme, diverse
RNaseOut

Superscript I Reverse Transkriptase
T4-DNA-Ligase

T4 Polynukleotid Kinase

TriFastTM peqGOLD

Sowie div. Enzympuffer
2.1.4 Kits

Megaprime DNA labeling systems
miRNeasy Mini Kit

NucleoSpin Extract 11
NucleoBond Xtra Midi Plus
NucleoSpin RNA Plant Kit

TOPO TA cloning Kit

Turbo DNA-free Kit

2.1.5 Puffer und Losungen

Puffer/Losung Bestandteile

Analyt. Saccharose Gradient Saccharose
TKM (10x)
Chloramphenicol
Heparin

GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK

Eppendorf, Hamburg, D

Vilber Lourmat, Marne La Vallee,
France Biotech

Beckman CoulterTM, Krefeld, D
Fisher Scientific, Schwerte, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

NEB, Frankfurt a.M., D
NEB, Frankfurt a.M., D
NEB, Frankfurt a.M., D
Promega, Mannheim, D
Promega, Mannheim, D
NEB, MBI Fermentas, Roche
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Promega, Mannheim, D
NEB, Frankfurt a.M., D
PeqLab, Erlangen, D

Invitrogen, NEB, Promega, Roche

Amersham, Buckinghamshire, UK
Qiagen, Hilden, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
Macherey-Nagel, Diiren, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

ABI, Foster City, USA

Konzentration

15%,30%,40%,55%
(W/v)

1x

3 mg/ml

15 mg/ml

0,9 mL einer jeden Saccharosekonzentrationsstufe werden aufeinander geschichtet
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Church Puffer
(Church und Gilbert, 1984)

CTAB-Extraktionspuffer

DNA Ladepuffer

ES Puffer (2x)

Losung I (zur Plasmid-Isolation
aus E. coli)

Losung 11
Losung 111
MOPS Puffer (10x)

Polysomenextraktionspuffer

RNA Ladepuffer

SSC (20x)

Southern/Northern Waschlos.
Southern/Northern Waschlos.

Southern I Losung
Southern II Losung

BSA

NazHPO4 pH 7,2
SDS

EDTA pH 8

CTAB

NaCl

EDTA pH 8
Tris-HCI pH 8
-Mercaptoethanol
Glycerin
Xylencyanol
Bromphenol blau
TAE

Tris

KCl

Mng

EGTA

Mit KOH auf pH 9 einstellen
Glucose

EDTA

Tris/HCI pH 8,0
NaOH

SDS

KAc pH 4,8

MOPS

NaAc

EDTA

ES buffer (2x)
Saccharaose

Triton X-100
Polyoxyethylen-10-tridecylether
Heparin
B-Mercaptoethanol
Chloramphenicol
Cycloheximid
Formamide
Formaldehyd
MOPS Pufter (10x)
EtBr

Xylencyanol
Bromphenol blau
NaCl
Trinatriumcitrat-Dihydrat
Mit HCI auf pH 7 einstellen
SSC (20x)

SDS

SSC (20x)

SDS

HCl

NaOH

1 % (w/v)
0,5M

7 % (W/v)

1 mM

2 % (W/v)
1,4M

20 mM

100 mM
100 mM

50 % (v/v)
0,1 % (w/v)
0,1 % (W/v)
1x

400 mM
400 mM

70 mM

50 mM

50 mM

10 mM

25 mM
0,2 M

1 % (W/v)
3IM

1M

3iM

10 mM

Ix

200 mM

1 % (v/v)
2 % (V/Vv)
0,5 mg/mL
100 mM
100 pg/mL
25 pg/mL
60 % (v/v)
18 % (v/v)
1,5x

0,1 pg/uL
0,1 % (W/v)
0,1 % (w/v)
3M

0,3M

2x

0,1 % (W/v)
0,5x

0,1 % (W/v)
0,25 M
0,5M
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Southern III Losung NaOH 0,5M

NaCl 1,5M
Southern IV Losung Tris 1M
NaCl 3iM
TAE buffer (1x) Tris 40 mM
Essigsédure 0,1 % (v/v)
EDTA 1 mM
TKM (10x) Tris 400 mM
KCI 200 mM
MgCl, 100 mM

Mit HCI auf pH 8,5 einstellen

2.1.6 Verwendete Software und Netzlinks:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

http://plantgrn.noble.org/psRNATarget
http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=c_reinhardtii
http://www.phytozome.net

http://www.mirbase.org

http://swissmodel.expasy.org/workspace
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold

WWWw.matrixscience.com

SDS 2.3, ABI

Vector NTI 10.3, Invitrogen
SigmaPlot, Systat Software Inc.
Quantpipe, Arvidsson, S. (MPI-MP)
Corel Draw, Corel

MS Office, Windows

2.2 Methoden: Essentielle und nicht-essentielle ribosomale Proteine in

Tabakplastiden

2.2.1 Pflanzenmaterial, Wachstumsbedingungen und Phiinotypisierung
Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum cv Petit Havana) wurden unter sterilen Bedingungen auf
Agar-verfestigtem MS-Medium mit einem Saccharosegehalt von 30 g/L kultiviert (Murashige

und Skoog, 1962). Nach den ersten Regenerationsschritten wurden transplastomische
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Pflanzenlinien auf dem gleichen Medium, angereichert mit 500 mg Spectinomycin pro Liter,
weiterpropagiert.

Samen wurden Oberflachen-sterilisiert, fiir zwei Tage bei 4 °C vernalisiert und auf
sterilen Spectinomycin-haltigen (500 mg/L) MS-Medienplatten zur Keimung gebracht um die
Vererbungsmuster sowie die Phianotypen der Keimlinge zu untersuchen.

Arpsl5- und Wildtyp-Pflanzen wurden wunter verschiedenen Licht- und
Temperaturbedingungen gehalten. Zur Samenproduktion und zur Analyse der Phédnotypen
wurden die Pflanzen in Erde bei Standardbedingungen im Gewéchshaus kultiviert (relative
Luftfeuchtigkeit 55 %, Tagestemperatur 25 °C, Nachttemperatur 20 °C, diurnaler Zyklus mit
16 h Licht und 8 h Dunkelheit, Lichtintensitit 300-600 pnEm™s™). Weitere Bedingungen

involvierten Lichtstirken von 50, 100, 350 und 1000 ;,LEm'zs'1

. Kaltestressexperimente
wurden bei 4 °C auf Erde bei ~80 pEm™s" durchgefiihrt, Hitzestressexperimente bei 37 °C

und 42 °C auf Erde bei ~100 uEm™s™ (Fleischmann et al., 2011).

2.2.2 Konstruktion der Plastidentransformationsvektoren und Herstellung der

Hybridisierungssonden

rps15 und rpsi6 sind beides monocistronische Gene. Die Vektoren, mit welchen diese
ausgeknockt worden sind, wurden so konzipiert, dass es durch homologe Rekombination zur
Insertion einer aadA-Kassette, inklusive Promotor und UTR, jeweils in die kodierenden
Regionen kommt (Insertionsmutagenese). Die anderen Gene, die ausgeknockt wurden, liegen
in Operons organisiert vor. Die hierfiir benutzten Vektoren fithren zu einem Austausch der
kodierenden Region des Gens mit allein der kodierenden Region des aad4 Gens, ohne
zusitzliche Promotor- und UTR-Elemente. Im Falle von rpl/32, welches zusammen mit spr4
transkribiert wird, wurden beide Strategien verwendet.

Die Orientierung und Qualitdt eines jeden Transformationsvektors wurde durch
Sequenzierung bestétigt.

Anmerkung: Die Vektoren pSA7, pSA15, pSA14, pSA9 und pSA12 wurden von
Sibah Alkatib kloniert. Im Gegenzug dazu wurden von mir sieben tRNA-Knockout-Vektoren

kloniert, die in Sibah Alkatibs Projekten Verwendung fanden und hier nicht angefiihrt sind.

2.2.2.1 Herstellung der aad4-Kassette (pLS1)
Das Plasmid pSK.Kmr (Bateman und Purton, 2000) wurde mit X%ol and Ps¢I verdaut, um die

daraus gewonnene aphA-6-Kassette in den, mit denselben Enzymen verdauten Vektor pKCZ
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einzufiigen (Zou et al., 2003). aadA wurde aus dem Plasmid pZS195 (Svab und Maliga, 1993,
Sutton et al., 1995) mittels eines Verdaues mit dem Enzym Xbal herausgeschnitten.
AnschlieBend wurde das Fragment mit Klenow-Enzym behandelt und abschlieBend mit Ncol
verdaut. pPKCZaphA-6 wurde mit Pstl verdaut, ebenfalls mit Klenow-Enzym behandelt und
abschlieBend mit Ncol verdaut. Das aadA-beinhaltende Fragment wurde in den nun
geodffneten Vektor pKCZaphA-6 kloniert. Das neue Plasmid erhielt den Namen pLS1. Die
darin enthaltene aadA-Kassette wird von einem psbA-Promotor, einer psbA-5"UTR und einer

rbeL-3"UTR flankiert, welche aus Chlamydomonas reinhardtii stammen.

2.2.2.2 Arps16 Vektor (pSA7T)

Das Fragment, welches das rps/6-Gen beinhaltet, wurde per PCR von Wildtyp-DNA
ausgehend mit den folgenden Primern amplifiziert: S'rpsl6 (GAATCCACTCATGGG-
ACAAG) und 3'mpsl6 (CAATTCCATACCGGTTCTTAGAG) (Wildtypplastomposition:
3999-6245, (Accession-Nummer: NC 001879)). Das PCR-Produkt wurde in den Vektor
pUCI18 kloniert, welcher mit Smal gedffnet wurde, um hiermit das neue Plasmid pSA6 zu
erhalten. Das rps/6-Gen wurde durch einen Verdau mit Bg/Il zerstdrt und mit einer
anschlieBenden Auffiillreaktion mit Hilfe des Klenowfragmentes, der DNA-Polymerase I aus
E. coli, zur Aufnahme des Inserts vorbereitet. Das Insert bestand aus der aadA-Kassette aus
pLS1, woraus diese mittels Smal-Behandlung gewonnen wurde. Der neue Vektor erhielt den

Namen pSA7

2.2.2.3 Arps15 Vektor (pSA15 und pTF16)

Das Fragment von Position 124663 bis 126561 des Wildtyp-Plastoms von Nicotiana tabacum
wurde mit den Primern 5'ndhH (ATAAGCTTCGCATACCGGTGGCAGC) und 3’ycfl
(AGGATCCAGGTATATTGTCTCCTGCTTCGAC) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
mit den Enzymen BamHI und Hindlll behandelt und anschlieBend in pUCI8 inseriert,
welches zuvor mit denselben Enzymen verdaut worden war. Dieses neue Plasmid, pSAS,
wurde teilweise mit Hincll verdaut, um den Vektor inmitten des rps/5-Gens zu 6ffnen (es
gibt eine zweite Restriktionsschnittstelle in ndhH). Die gleiche aadA-Kassette, wie zuvor fiir
pSA7 beschrieben, wurde in pSAS8 eingefiigt und somit pSA15 hergestellt. Fiir den Vektor
pTF16 wurde anstelle der aadA-Kassette die aus pKCZaphA-6 mit Smal gewonnene aphA-6-

Kassette inseriert.
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2.2.2.4 Arpl23 Vektor (pSA14)

Die genomische Region, welche rp/32 umgibt (88073-88219), wurde per PCR mit den
Primern 5'rpl23 (GATCAAACAATTCCCAATCATG) und 3'rpl23 (CTAAGGGCATATCG-
GTTGAAG) ausgehend von Wildtyp-DNA vervielfiltigt. Das PCR-Produkt wurde in pUC18
kloniert, welcher zuvor mit Smal gedffnet worden ist. Im somit erhaltenen Vektor pSA10
wurde die kodierende Sequenz von rpl23 mittels einer PCR-Strategie durch die kodierende
Sequenz von aadA ersetzt. Hierzu wurde eine zweite PCR durchgefiihrt, mit den Primern
S5'pl2  (ACGGTATAGACGCTTATGACCTC) und 3'rpl2 (AAAAAAATACTTAAT-
AGCATGGCGATACATTTA) auf Wildtyp-DNA durchgefiihrt. Eine dritte PCR wurde mit
den Primern 5'trnl  (AAATCGATTTTCTTCCCTATGAGTTATAGT) wund 3'trnl
(CGAGGATCCCCGCTAAGC) auf Wildtyp-DNA durchgefiihrt. Eine vierte PCR
amplifizierte das aadA-Insert zusammen mit Uberhiingen, die komplementir zu
plastomischen  Sequenzen sind. Dies wurde mit den Primern: 5'rpl2aadA
(TAAATGTATCGCCATGCTATTAAGTATTTTTTTITATTTGCCGACTACCTTGGTGA
T) und 3'trnlaadA (ACTATAACTCATAGGGAAGAAAATCGATTTATGGCAGAA-
GCGGTGATCQG) auf pLS1 durchgefiihrt (Bereiche die an aadA-Sequenzen binden konnen,

sind unterstrichen dargestellt). Die finale PCR wurde ausgehend von den letzten drei PCRs
mit den Primern 5'tpl2 und 3'trnl bewerkstelligt. Dieses PCR-Produkt wurde mit den
Enzymen Accl und Xcml behandelt und in den Vektor pSA10 kloniert, welcher mit denselben

Enyzmen vorbereitet wurde. Der neue Vektor erhielt den Namen pSA14.

2.2.2.5 Arpl36 Vektor (pSA9)

Die Region, welche rpl36 umgibt, wurde mittels PCR auf Wildtyp-DNA amplifiziert. Dazu
wurden die  Primer: S'tpl36 (TGATTCGCGTTTCGAACAGG) und  3'rpl36
(GGAAATCCAAAAGGAACTCG) benutzt (Wildtypplastomposition: 82169-82457). Dieses
Fragment wurde in pUCI18 kloniert, welcher mit dem Enzym Smal linearisiert wurde. Die in
diesem Vektor, pSAS, befindliche kodierende Region von rp/36 wurde durch aadA ersetzt.
Dazu wurde eine zweite PCR auf pLSI mit den Primern S'rpl36aadA
(ATTTGTACATCGGCTCTTCTGGCAAGTCTGATTATTTGCCGACTACCTTGGTGAT)
und 3'mpl36aadA (GATTCAGAATTAAGGTAAGGAATGAGAAATATGGCAGAAG-
CGGTGATCG) ausgefiihrt (zu aadA gehorige Abschnitte sind unterstrichen, die restlichen

binden im Plastom). Ein angrenzender Teil des Plastoms wurde mit den Primern 5'rpl36infA
(ATTTCTCATTCCTTACCTTAATTCTGAATC) und 3'rpl36infA  (TCCCAACGG-
TCTGTTCCGQG) auf Wildtyp-DNA amplifiziert. Eine vierte PCR auf die Produkte der 2. und
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3. PCR gerichtet, wurde mit den Primern 5'rpl36aadA und 3'rpl36infA durchgefiihrt. Dieses
Produkt wurde mit BsrGI und Bg/II verdaut und in pSAS ligiert, welcher zuvor mit denselben
Enzymen behandelt wurde. Der neue Vektor trigt die Bezeichnung pSA9. Fiir den Vektor
pTF17 wurde eine 1. PCR auf den Vektor pKCZaphA-6 mit den Primern: 5°‘36-aphfor
(TTTGTACATCGGCTCTTCTGGCAAGTCTGATTAATTCAATTCATCAAGTTTTAAAA
AATAA) und 3°36-2aphrev (GGAATGAGAAATATGGAATTACCAAATATTATTCAAC)
durchgefiihrt sowie eine 2. PCR mit den Primern: 5¢36-2inffor
(GGTAATTCCATATTTCTCATTCCTTACCTTAATTC) und 3’36-2rps8rev
(TCTAATTATCAACGAATTCCG) auf WT-DNA als Template. Eine 3. PCR mit den
Produkten der vorherigen beiden PCRs als Template und den Primern 5°36-aphfor und 3°36-
2rps8rev ergab das PCR-Fragment, welches mit Xhol und BsrGI geschnitten wurde und in

den, mit denselben Enzymen gedffneten Vektor, pSAS inseriert wurde um pTF17 zu erhalten.

2.2.2.6 Arpl32 Vektoren (pSA12 und pTF15)

Eine PCR mit den Primern 5'rpl32 (ATGGATCCGTGGGTCGATCAAGTATCCG) und
3'rpl32 (TATCTGCAGCGGACTCGAACCGAGATGC) wurde auf Wildtyp-DNA
durchgefiihrt, um die plastomische Region von 114021 bis 116232 zu vervielfiltigen. Das
PCR-Produkt sowie pUC18 wurden beide mit BamHI und Ps¢I behandelt und kombiniert zum
neuen Vektor pSAll. Die Herstellung des Vektors pSA12, in welchem der kodierende
Abschnitt von rp/32 durch aadA ersetzt wurde (Deletionsmutagenese), involvierte mehrere
PCR-Schritte. Dazu wurde eine zweite PCR auf pSAll mit den Primern 5'ndhF
(GCTTCTGCCATTTAGAAATTAAAAAATTACTCATTG) und 3'ndhF (CGAATTCGA-
GCTCGGTACCCG) durchgefiihrt (unterstrichene Sequenzen binden an aadA4). Die

kodierende Sequenz von aadA wurde ausgehend von pLS1 mit den Primern S5'aadA
(TATTCGAACGTTTTATTATTTGCCGACTACCTTGGTGATCTC) und 3'aadA
(CAATGAGTAATTTTTTAATTTCTAAATGGCAGAAGCGGTGATCGCC)  amplifiziert

(unterstrichene Sequenzen binden aadA). Die dritte PCR wurde mit den Primern 5'ndhF
(GCTTCTGCCATTTAGAAATTAAAAAATTACTCATTG und 3'ndhF (CGAATTCG-
AGCTCGGTACCCG) auf pSA11 durchgefiihrt (unterstrichene Sequenzen binden aadA). Mit

der vierten PCR wurde aad4 zusammen mit im Plastom bindenden Uberhiéingen amplifiziert.
Hierzu wurden die Primer 5'aadA (TATTCGAACGTTTTATTATTTGCCGACT-
ACCTTGGTGATCTC) und 3'aadA (CAATGAGTAATTTTTTAATTTCTAAATGGCAGA-
AGCGGTGATCGCC) auf pLS1 als Template benutzt (unterstrichene Sequenzen binden
aadA). Die letzte PCR-Reaktion wurde auf die Produkte der vierten und dritten PCR mit den
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Primern 3'ndhF und 5'aadA durchgefiihrt. Das erhaltene Fragment wurde mit BamHI und
BstBI verdaut und in pSA11 kloniert, welches mit denselben Enzymen verdaut wurde. Dieser
Vektor erhielt die Bezeichnung pSA12.

Der alternative Knockout-Vektor pTF15 enthélt die komplette aadA-Kassette
innerhalb des rpl32-Gens (Insertionsmutagenese). Dazu wurde pSAll mit Sspl partiell
verdaut, um den Vektor allein inmitten von rp/32 zu 6ffnen (zweite Restriktionsschnittstelle
im Promotor des Ampicillinresistenzgens). Die aadA-Kassette wurde auf dieselbe Weise
hergestellt wie fiir pSA7 beschrieben und in den Vektor ligiert. Das neue Konstrukt wird als
pTF15 bezeichnet.

2.2.2.7 Arpl22 (pTF12) und Arps3 (pTF13) Vektoren

Die Knockoutvektoren fiir 7p/22 und rps3 basieren beide auf dem Vektor pTF11. Um diesen
herzustellen wurde die plastomische Region des Wildtyps von 84183 bis 87454 mit den
Primern 5'Rpl22 (GCTAGAATAGTCAATCTTAAGTTAAG) und 3'Rpl22
(ACGTAATTTCATAGAGTCATTC) amplifiziert. Das Produkt wurde in den mit Smal
linearisierten Vektor pUCI18 inseriert. Das 3’-Ende von rp/22 iiberlappt iiber 16 Nukleotide
hinweg mit dem 5'-Ende von 7ps3. Um die Translation von rps3 im Falle des Knockouts von
rpl22 zu gewihrleisten, wurde die Spacer-Region von psbE/psbFF (GAGGCCCTA)
stromabwiérts von aadA eingefiigt. Dies generiert eine Shine-Dalgarno-Sequenz vor dem rps3-
Gen sowie ein TAG-Stopp-Codon nach dem aadA-Gen. Als eine Kontrolle fiir den Fall, dass
rpl22 nicht-essentiell sein sollte, wurde der rps3-Knockout mit der gleichen Spacer-Region
hergestellt. 7ps3 ist allerdings gleichzeitig auch ein legitimer und unabhingiger Kandidat zum
Knockout aus dem Plastidengenom, wie alle anderen untersuchten Gene auch (vgl. 1.1.3).
Zusitzlich wurde das Stopp-Codon von rp/22 von TAA zu TAG mutiert, um eine Shine-
Dalgarno-Sequenz fiir das stromabwirts gelegene aadA zur Verfligung zu stellen.

Die kodierende Region von rpl22 wurde durch die kodierende Region von aadA
ersetzt. Jene von rpl22 wurde per PCR mit den Primern 5°Clal (GATCAGATC-
GATTCTTTTTTGAATC) und 3'Clal (CAAATAGGAGGCCCTAATGGGACAAAAAAT-
AAATCCACTTG) (unterstrichen: aadA-bindende Bereiche; kursiv: Spacer-Sequenz; die
restlichen Bereiche binden im Plastom) amplifiziert. Die Sequenz stromaufwirts von rpl22
wurde mit den Primern 5'Ncolfor (CCATAAGGTTTGCCTCCTACTACTGAATC) und
3'Ncolrev (GAACCCTGTAG-ACCATCCCC) amplifiziert. Eine dritte PCR mit pLS1 als
Template wurde durchgefiihrt um die kodierende Region von aadA zu erhalten. Dazu wurden

die Primer 5'Rpl22aadA (CCCATTAGGGCCTCCTATTTGCCGACTACCTTGGTG)
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(unterstrichen: aadA-bindende Bereiche; kursiv: Spacer-Sequenz; die restlichen Bereiche
binden im  Plastom) und  3'Rpl22aadA  (CAGTAGTAGGAGGCAAACCTT-
ATGGGGGAAGCGGTGATC) (unterstrichen: aadA-bindende Bereiche; Die restlichen

Bereiche binden im Plastom) benutzt. In der vierten PCR-Reaktion wurden die Produkte der
vorherigen drei Reaktionen und die Primer 5°Clal und 3'Ncol eingesetzt. Das Produkt der
vierten Reaktion wurde mit Ncol und Clal behandelt und in pTF11 kloniert, welcher mit
denselben Enzymen verdaut wurde. Der neue Vektor erhielt den Namen pTF12.

Im Knockoutvektor pTF13 wurde rps3 mit aadA ersetzt. Eine erste PCR wurde mit
den Primern 5'Eagl (CTTCCCCCATTAGGGCCTCTATTTTTTGTCCCATAATCCCCCA)

(unterstrichen: aadA-bindende Bereiche; kursiv: Spacer-Sequenz; die restlichen Bereiche
binden im Plastom) und 3'Eagl (TTCGCGGCCGTTCCTAT) durchgefiihrt. Die flankierende
Sequenz des gegeniiberliegenden Endes des Genes wurde mit den Primern 5'BamHI
(CTCTAGAGGATCCCCGCTAGAATAGTC) und 3'BamHI (AGGTAGTCGGCAAATAA-
TTTTACTACTTGTCTTTCCCTTCTATCCAATG) (unterstrichen: Bindung an aadA; die

restliche Sequenz bindet ans Plastom) und derselben Template-DNA amplifiziert. Eine dritte,
auf die aadA-kodierende Region zielende PCR wurde mit den Primern 5'Rps3aadA
(AAAGACAAGTAGTAAAATTATTTGCCGACTAC-CTTGGTGATC) (unterstrichen:

aadA-bindende Bereiche; die restlichen Bereiche binden im Plastom) und 3'Rps3aadA
(AATAGAGGCCCTAATGGGGGAAGCGGTGATC) (unterstrichen: Bindung an aadA;

kursiv: Spacer-Sequenz; die restliche Sequenz bindet ans Plastom) vom Plasmid pLSI
ausgehend durchgefiihrt. Fiir die finale PCR wurden die Produkte der letzten drei PCRs,
sowie die Primer 5'BamHI und 3'Eagl verwendet. Das daraus entstandene PCR-Produkt,
sowie der Vektor pTF11, wurden mit den Restriktionsenzymen Eagl und AfI11 behandelt und
zum neuen Vektor pTF13 kombiniert.

Die zur Detektion benutzte Sonde wurde per PCR mit Wildtyp-DNA und den
folgenden Primern hergestellt: 5'(TGGCTCGAAGCTCTTGATTT), 3'(CAACCCATCA-
CTTCGCATTA).

2.2.3 Plastidentransformation

Zur Transformation von Nicotiana tabacum mit den obig beschriebenen Vektoren wurden
junge Blatter mit Plasmid-ummantelten Goldpartikeln (0,6 um) beschossen. Dazu wurde die
Helium-betriebene biolistische Kanone PDS1000He von BioRad verwendet. Die

Regeneration erfolgte auf Spectinomycin- und Streptomycin-haltigem Medium. Die weitere
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Kultivierung verlief wie unter 2.2.1 beschrieben (Svab und Maliga, 1993; Bock 2001;
Fleischmann et al., 2011).

2.2.4 DNA-Isolation

Gesamt-DNA wurde aus den Pflanzen mittels einer Cetyltrimethylammoniumbromid-
basierten Methode extrahiert (Doyle und Doyle, 1990). Dazu wird Blattmaterial von Tabak
mittels der Morsermiihle homogenisiert und fiir 30 min bei 60 °C mit 0,5 mL CTAB-L&sung
inkubiert. Mittels Chloroformbehandlung (300 uL Chloroform/Isoamylalkohol) werden die
hydrophoben Bestandteile gefillt. Nach Zentrifugation (10 min, 12000 g, 4 °C) wird die in
der wéssrigen Phase befindliche DNA abgenommen und mit 0,7 Vol Isopropanol gefillt
(Zentrifugation: 20 min, 12000 g, 4 °C). Das Pellet wird bei RT getrocknet und in Wasser gelost.

2.2.5 RFLP-Analyse

Zur RFLP-Analyse wurden einige pg DNA mit Restriktionsenzymen behandelt. Es muss der
korrekte Puffer gewdhlt werden und eine genau abgestimmte Enzymmenge verwendet
werden. Dies ist je nach Enzym und Anbieter verschieden und entsprechend deren Angaben
zu entnehmen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in EtBr-haltigen Agarosegelen von
0,8 bis 1,2 %. Die Fragmente wurden dann auf Hybond N Nylon-Membranen geblottet. Das
Gel wurde dazu vorher 15 min in Southern I Losung geschwenkt, 30 min in Southern II
Losung, 30 min in Southern III Losung und 15 min in Southern IV Losung. Das Gel wurde
anschlieBend in ein iibliches Kapillarblotsystem integriert. Der Ubertrag der DNA-Fragmente
auf die Membran erfolgte iiber die Kapillarkréfte der aufsteigenden SSC-Ldsung (20x). Nach
dem Blotten wurde die Membran getrocknet und die DNA darauthin per UV-Licht mit der
Oberfliche kovalent verkniipft. Die Sonden wurden mit [a->*P] dCTP per Random-Priming
entsprechend den Angaben des Herstellers markiert (Multiprime DNA Labelling Kit). Vor
dem Markieren wurden die Sonden nach erfolgter Auftrennung im Agarosegel aus den
herausgeschnittenen Gelstiickchen mit dem NucleoSpin Extract II Kit isoliert. Die
Hybridisierung erfolgte bei 65 °C in Church-Puffer. Nach der Prahybridisierung des Blots in
Church-Puffer iiber einige Stunden wurden die Sonden hinzugegeben und i.N. hybridisiert.
Nach Abkippen des Church-Puffers musste der Blot 2x 20 min in Southern/Northern-
Waschlosung I und 1x 20 min in Southern/Northern-Waschlosung II gewaschen werden. Der Blot
wurde anschlieBend getrocknet und auf Phosphor-Schirme platziert und diese je nach
Strahlungsstirke einige Minuten bis Tage exponiert. Die Auswertung erfolgte am

Radioisotopenbildgeber Typhoon Trio+.
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2.2.6 Plasmid-Isolation

Die Priparation von Plasmid DNA aus Escherichia coli erfolgte nach Sambrook und Russell,
2001). Ubernachtkulturen von E. coli (Volumen: 2 mL) wurden durch Zentrifugation (2 min,
10000 g) pellettiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 100 uL Losung I
resuspendiert. AnschlieBend wurden zur Lyse der Zellen 200 pL. Losung IT hinzugefiigt. Nach
mehrmaligem vorsichtigem Mischen und einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurden 150
uL von Losung III hinzugefiigt und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellreste
durch Zentrifugation pellettiert (15 min, 15000 g, 4 °C). Der DNA-beinhaltende Uberstand
wurde in neue Reaktionsgefdle iiberfiihrt und mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1)-Extraktion weiter behandelt. Die Féllung der DNA erfolgte letztendlich mit 0,7
Volumen Isopropanol, wonach nochmals zentrifugiert (20 min, 15000 g) wurde. Die Pellets
wurden mit 70 % EtOH gewaschen, bei RT getrocknet und in Wasser resuspendiert. Waren
groBere Mengen an Plasmiden notwendig, wurden 100 mL Kulturen aus Vorkulturen ii.N.
angesetzt und mit dem NucleoBond Xtra Midi Plus Kit entsprechend den Angaben des

Herstellers verarbeitet.

2.2.7 RNA-Isolation und Hybridisierungsprozeduren

Gesamt-RNA wurde aus den Pflanzen mittels des NucleoSpin RNA Plant Kits isoliert, bzw.
mit einer Guanidinisothiocyanat/Phenol-basierten Methode, im Falle der Analyse von RNAs
unter einer Grofe von 200 Nukleotiden (peqGOLD TriFast), jeweils nach Angaben des
Herstellers. RNA-Proben wurden denaturiert, auf denaturierende Formaldehyd-Agarosegele
(1-1,2 %) geladen, aufgetrennt und auf Hybond N Nylon Membrane geblottet (GE
Healthcare) (gleiches Verfahren wie unter Punkt 2.2.5, nur werden die Gele nicht in Southern
Losungen inkubiert). DNA-Sonden wurde per PCR hergestellt. Die Template-DNA stammte
in allen Fillen vom Wildtyp; als Primer wurden folgende Sequenzen verwendet:
4,5S-rRNA-Sonde: 5'4.5S (AGGTCACGGCGAGACGAQG),

3'4.5S (TTCAAGTCTACCGGT CTGTTAGGAT).

5S-rRNA-Sonde: 5'5S (TCCTAGGCGTAGAGGAACCA),

3'5S (CTGGCGTCGAGCTATTTTTC).

16S-rRNA-Sonde: 5'16S (GAGAGTTCGATCCTGGCTCA),

3'16S (GCACCTTCCAGTACGGCTAC).

23S-rRNA-Sonde 1: 5'23S1 (CGGAGACCTGTGTTTTTGGT),

372351 (TGCCATACTCCCAGGAAAAQG).

23S-rRNA-Sonde 2: 52352 (AGGAAAGGCTTACGGTGGAT),

36



372352 (TGGGCACGATAACTGGTACA).

Zur Hybridisierung wurden [0->’P] dCTP-markierte Sonden durch Random-Priming
(Multiprime DNA labelling kit; GE Healthcare) hergestellt und bei 65 °C in Church-Puffer
hybridisiert (Church und Gilbert, 1984) (Punkt 2.5.5.).

2.2.8 Bestimmung der rRNA-Verhiltnisse

RNA-Proben wurden im Agilent 2100 Bioanalyzer mit dem Agilent RNA 6000 nano Kit

analysiert, wie vom Hersteller gefordert (Agilent Technologies). Die rRNA-Verhéltnisse

wurden durch Verrechnung der Signalintensititen der Einzelpeaks miteinander ermittelt.
Hierzu wurden von jeder Blattgeneration jeweils von den transplastomischen Arpsli5

und der Wildtyp-Kontrollpflanzen drei biologische Replikate sowie jeweils zwei technische

Replikate zur Messung verwendet. Fiir die Messungen nach Kéltestress wurde nur eine Probe

pro Pflanze mit jeweils zwei technischen Replikaten analysiert.

2.2.9 Polysomen-Analyse

Polysomen wurden wie in Rogalski et al. (2008a) beschrieben isoliert und fraktioniert,
abgesehen davon, dass die Fraktionierung in sechs Fraktionen durch eine Fraktionierung in
zehn Fraktionen ersetzt wurde. Grundsitzlich wurde immer auf Eis gearbeitet. Pro Probe
wurden 0,1 g Blattmaterial in fliissigem Stickstoff fixiert und mit der Morsermiihle
pulverisiert. Das Blattpulver wurde dann in 670 pL Polysomenextraktionspuffer
aufgenommen und fiir 5 min bei 13000 g und 4 °C zentrifugiert. Im Fall der
Puromycinkontrolle (Puromycin bewirkt ein Abfallen der 70S-Ribosomen von mRNAs)
wurde KCl auf 0,5 M und Puromycin auf 500 pg/mL hinzugefiigt und fiir 10 min bei 37 °C
inkubiert. Zu allen Proben wird 1/20 Volumen Natriumdesoxycholat gegeben, um verbliebene
Mikrosomen zu solubilisieren. Die Proben wurden nochmals bei 13000 g fiir 15 min bei 4 °C
zentrifugiert. Sodann werden 500 pL des Uberstandes auf analytische Saccharose-Gradienten
geladen, die einen Tag zuvor bei 4 °C aufgetaut wurden. Die Gradienten werden bei 200000g
fiir 80 min zentrifugiert, dann fraktioniert (10 Fraktionen). Aus den einzelnen Fraktionen
wurde mittels einer Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkohol-basierten Extraktionsmethode RNA
isoliert. Die RNA-Pellets wurden in 30 pl. Wasser gelost, wovon 5 uL durch Hitze
denaturiert und auf ein 1,2 % denaturierendes Formaldehyd-Agarosegel geladen wurden. Mit
den Gelen wurde wie in 2.2.6 beschrieben weiterverfahren. Sonden, die Teile der Transkripte
der Gene psaA4 und psbD abdecken, wurden per PCR mit den folgenden Primern und Wildtyp-
DNA hergestellt: 5'psaA (CCAGTTGAGATGGGATATGATTG), 3'psaA
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(CAGTAACTGGGGGTCTGTGG), SpsbD (CCTAGGTCAGTTTATGGGCT) 3'psbD
(GTGCTTCAGGACCCCATAGTAA).

2.2.10 E. coli-Stimme

Der L32-Knockout-E. coli-Stamm (JW1075-1) ist Teil der Keio Collection (Baba et al., 2006)
und wurde am CGSC, Yale bestellt. Die zur Sequenzierung von rpmF benutzten Primer
waren: 5'tpmF (CGGGGATAAACCGTAATTGA) und 3'rpmF (CCTGGGGAAAATC-
CTCACTA). Zur Klonierung von Vektoren wurde der Stamm TOPIOF" von Invitrogen,

verwendet sowie SCS-110 von Agilent Technologies.

2.2.11 Ribosomenisolation und Massenspektrometrie

Ribosomen wurden entsprechend des Polysomenisolierungsprotokolles isoliert (vgl. 2.2.9).
Die Isolate wurden aber nicht auf Saccharose-Stufengradienten geladen, sondern auf ein 1 M
Saccharose-Kissen (10 mM Tris-HCI, pH 7,6, 50 mM KCl, 10 mM Magnesiumacetat, 7 mM
B-Mercaptoethanol) geschichtet. Die Ribosomen wurden bei 86000 g iiber 17 h pellettiert. Die
Pellets wurden in 0,04 M Tris, 0,02 M KCl, 0,01 M MgClLx6H,0 resuspendiert (pH: 8,5). Zur
Prizipitation tiber Nacht bei -20 °C wurde die Ribosomen-Losung mit 3 Volumen 90 %
Aceton, 10 % Methanol, 10 mM DDT versetzt. Die Ribosomen wurden bei 14000 g fiir 15
Minuten zentrifugiert und 2x mit Aceton gewaschen und fiir 10 Minuten luftgetrocknet. Das
Pellet wurde in T»sK;00MsDsT-Puffer (Rogalski et al., 2008b) resuspendiert und bei -80 °C
bis zur weiteren Verwendung autbewahrt. MS/MS-Analysen wurden wie in Rogalski et al.

(2008b) beschrieben in einem LTQ Orbitrap Massenspektrometer ausgefiihrt.

2.2.12 Physiologische Messungen

Die Chlorophyll-Gehalte wurden in 80 % (v/v) Aceton bestimmt (Porra et al., 1989). Die
Chlorophyll-Fluoreszenz wurde mittels eines Puls-Amplituden modulierten Fluorimeters
(Dual-PAM-100; Heinz Walz) an intakten Pflanzen (angezogen bei 350 pEm™s”) bei
Raumtemperatur nach Dunkeladaption iiber 20 min aufgenommen. Die Gehalte von PSII,
Cytochrom-bsf-Komplexen und PSI wurden durch Differenz-Absorptions-Spektroskopie, wie
in Schottler et al., (2007a) und Schéttler et al., (2007b) beschrieben, bestimmt.
Signifikanzanalysen wurden mittels einseitiger Varianzanalyse mit einer paarweisen
multiplen  Vergleichsmethode (Holm-Sidak-Methode) in  SigmaPlot  durchgefiihrt
(Fleischmann et al., 2011).
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2.3 Methoden: Detektion und Charakterisierung von miRNAs in
Chlamydomonas reinhardtii

2.3.1 Wachstumsbedingungen

20 mL Starter-Kulturen mit Standard-TAP-Medium wurden von einer Agar-Platte ausgehend
mit Chlamydomonas reinhardtii Kulturen angeimpft. Nach 1-2 Tagen wurden davon
ausgehend Hauptkulturen zur Generation der speziellen experimentellen Bedingungen auf
Dichten von iiblicherweise ~3,5 x 10° Zellen/mL im jeweiligen Medium inokuliert (Tab. 2.1).
Diese wurden je nach Bedingung verschieden lange inkubiert bevor die Zellen geerntet
wurden. Bei der Verwendung von Mangelmedien miissen die Zellen der Vorkulturen
mindestens 2x im entsprechenden Mangelmedium gewaschen werden. Fiir die Bedingungen
AFe, ACo, ACu und AB waren spezifische Chelatoren erhéltlich (Purolite Ion Exchange
Resins, Purolite Int., Llantrisant, UK). Dabei wurde je 1 g des Chelators verwendet (Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Ubersicht aller analysierten Bedingungen. Die Inokulationsdichten sind in Zellen pro mL angegeben. C
markiert den Zusatz eines spezifischen Chelators zum Medium. Falls nicht anders angegeben erfolgte die Kultur

in Standard-TAP-Medium.

Bedingung Kulturspezifikation
mt+ Gameten inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h ohne N-Quelle
mt- Gameten inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h ohne N-Quelle
Mixotroph, logarithmische Phase (Standardbedingung) | inokuliert auf 3,5x10° -> 48 h
Mixotroph, stationare Phase inokuliert auf 3,5x10° -> Ernte bei 1,5x107
Heterotroph, logarithmische Phase inokuliert auf 3,5x105 -> 72 h in Dunkelheit
Phototroph, logarithmische Phase inokuliert auf 3,5x10° -> 48 in HS-Medium
Fe-Entzug inokuliert auf 5x10° -> 48 h in TAP-AFe + C
Co-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-ACo + C
K-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-AK
Cu-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-ACu + C
Mo-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-AMo
Zn-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-AZn
Mn-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-AMn
B-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-AB + C
P-Entzug inokuliert auf 3,5x10° -> 72 h in TAP-AP
S-Entzug inokuliert auf 1x10” -> 48 h in TAP-AS

inokuliert auf 3,5x10° -> bei Erreichen von Dichte
Kéltestress 3x10°-> 6 h bei 4 °C

inokuliert auf 3,5x10° -> bei Erreichen von Dichte
Hitzestress 9,5x10° fiir 30 min bei 42 °C
Osmotischer Stress inokuliert auf 6,OX1O5 ->24 hin 0,3 M Sorbit
Oxidativer Stress inokuliert auf 6,0x10° -> 24 h in 2 mM H,0,
Cd-Stress inokuliert auf 6,0x10° -> 48 h 100 pgm Cadmium
Cu-Stress inokuliert auf 6,0x10° -> 48 h 200 pm Kupfer
Wechsel der N-Quelle: NH3 -> KNO3 inokuliert auf 3,5x10° -> 24 h in KNO3
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2.3.2 Stimme und Medien

2.3.2.1 Stimme

Alle verwendeten Chlamydomonas-Stamme sind Wildtypstimme. Zur Generierung des
entwicklungsbiologischen Datensatzes wurden die beiden nahezu isogenen Staimme A4+ und
A4x5,2- verwendet (Dent et al., 2005). Fiir die restlichen Bedingungen (Stress,
Néhrstoffmangel und andere) wurde der Stamm CC1690 verwendet. Insgesamt wurden 23

verschiedene Bedingungen durch qRT-PCR analysiert (Tab. 2.1).

2.3.2.2 Medien
Da in vielen der Medien auf spezifische iibliche Komponenten verzichtet werden musste,
wurden Anderungen an den Medienrezepturen vorgenommen. Die

Medienzusammensetzungen sind den folgenden Tabellen zu entnehmen.
(Standard)-TAP-Medium (nach Gorman und Levine, 1965)

Tab. 2.2: Grundrezept: TAP-Medium.

TAP-Medium

1M Tris 20 mL
Phosphatpufferpuffer |1 mL
Hutner's-Trace-Metals-

Lésung 1mL
Nahrstoffkonzentrat 10 mL
Eisessig 1mL
pH auf 7,0

Wasser ad1L
Phosphatpuffer

KoHPO,4 108 g
KH2PO4 56 g
H.O ad1L
Nahrstoffkonzentrat

NH4CI 409
MgSO4*7H.0 1049
CaCl;*2H,0 5¢
H.O ad 1L
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HS-Medium (Sueoka's high salt medium nach Sueoka, 1960)

Tab. 2.3: Grundrezept HS-Medium.

HS Medium

NH.CI 29
MgSO.*7H,0 0,002 g
CaClx*2H,0 0,001 g
K2HPO4 1,44 g
KH2PO4 0,729
Hutner's-Trace-Metals-

Lésung 1mL
H.O ad 1L

Hutner’s-Trace-Metals-Losung (nach Hutner ef al., 1950)

Alle Mikrondhrstoffe, die nur in geringen Mengen bendtigt werden, sind in dieser

Spurenelementelosung enthalten (Tab. 2.4). Manche Wachstumsbedingungen erforderten

zusitzlich zur Anderung der Hutner-Zusammensetzung auch Anderungen in anderen

Medienkomponenten (Tab. 2.5)

Tab. 2.4: Grundrezept fiir Hutners-Trace-Metals-Losung. Fiir verschiedene Néhrstoffmangelbedingungen

(Spalten) mussten abweichende Hutners-Trace-Metals-Losungen hergestellt werden. Gelbe Felder sind jene, die

von den Anderungen betroffen sind.

Hutner's Trace Metals | Standard | AB AZn AMn AFe ACo ACu AMo AK AS
H3BO3 11,449/l |0 1149/l |1149g/L|11,4g/L|11,49/L|11,4g/L |11,4g/L |11,4g/L |11,4g/L
ZnS0O4*7H,0 22 g/L 22g/L |0 22g/L |22g/L |22g/L |22g/L |22g/L |22g/L |O

ZnCl, 10,43 g/L
MnCl,*4H,0 5,06g/L |506g/L|506g/L|0 5,06 g/L | 5,06 g/L | 5,06 g/L | 5,06 g/L | 5,06 g/L | 5,06 g/L
FeSO,*7H,0 4999/l |4,99¢g/L|4,99¢g/L|499¢g/L|0 4,99 ¢g/L |4,999/L|4,99g/L|[4,99¢g/L |0

FeCl, 2,27 g/L
CoCl,*6H,0 161g/L |161g/L|161g/L|[161g/L|[161g/L]|0 1,61g/L|1,61g/L|161g/L|161g/L
CuS0,*5H,0 157g/L |1579g/L|157g/L|157g/L|[157¢g/L|157g/L|0 1,57g/L|157g/lL|0

CuCl, 0,847 g/L
Mo7024(NH4)6*4H,0 1,10/l 1,1g/L |11gL |11gL |11g/L |11gL |1,1g/lL |0 1,1g/L |1,19g/L
MgCl,*6H,0 82,5 g/lL
pH auf 6,5 - 6,8 KOH KOH KOH KOH KOH KOH KOH KOH NaOH | KOH
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Tab. 2.5: Auflistung aller chemischen Komponenten der starker verdnderten Medien. Die Zusammensetzung der
hier aufgefiithrten Medien, wurde starker als nur durch Weglassen einer Hutner-Komponente verandert. Es sind
als Referenz das Standard-TAP-Medium zu sehen, als auch die Angaben zu jenen Medien, welche einzelne
Néhrstoffe nicht mehr aufweisen, sofern dies eine Auswirkung auch auf andere Komponenten des Mediums hat,
die iiber ein Weglassen der entsprechenden Komponente aus der Hutner-Trace-Metals-Losung hinausgehen.
Beispiel: TAP-AB ist nicht aufgelistet, da hierbei nur BOsH; aus der Hutner-Losung gelassen werden muss, der

Rest aber normalem TAP-Medium entspricht. In Gelb sind alle Felder markiert die vom Standard-TAP-Rezept

abweichen.

Chemische

Komponente TAP TAP-AN TAP-AS TAP-AP TAP-AK TAP-NO3
mg/L | mM mg/L | mM mg/L | mM mg/L mM mg/L | mM mg/L | mM

Na,HPO,*2H,0

NaH,PO,* H,O 137,99

K:HPO, 108 |0,62 108 |0,62 108 |0,62 0 0 0 0 108 | 0,62

KH,PO, 56 0,41 56 0,41 56 0,41 0 0 0 0 56 0,41

KClI 111,825 | 1,5

NH,CI 400 |7,47 0 0 400 |7,47 400 7,47 400 747 0 0

KNO; 1010 | 10

MgSO,*7H,0 100 | 0,406 | 100 |0,406 |0 0 100 0,406 | 100 0,406 [ 100 |0,406

MgCl,*6H,0 82,5 | 0,406

CaCl,*2H,0 50 0,34 50 0,34 50 0,34 50 0,34 50 0,34 50 0,34

BO;H; 11,4 10,184 (11,4 | 0,184 |11,4 |0,184 |11,4 0,184 11,4 0,184 | 11,4 10,184

ZnS0O4*7H,0 22 0,0765 | 22 0,0765| 0 0 22 0,0765 | 22 0,0765 | 22 0,0765

ZnCl, 10,43 | 0,0765

MnCl,*4H,0 5,06 | 0,0256 | 5,06 | 0,0256 | 5,06 | 0,0256 | 5,06 0,0256 | 5,06 0,0256 | 5,06 | 0,0256

FeSO,*7H,0 4,99 [0,0179]4,99 [0,0179]0 0 4,99 0,0179 14,99 0,0179 14,99 | 0,0179

FeCl, 2,27 |0,0179

CoCl,*6H,0 1,61 | 0,0068 1,61 |0,0068|1,61 |0,0068 |1,61 0,0068 | 1,61 0,0068 [ 1,61 | 0,0068

CuSO0,*5H,0 1,57 |0,0063 | 1,57 |0,0063 |0 0 1,57 0,0063 | 1,57 0,0063 [ 1,57 | 0,0063

CuCl, 0,847 | 0,0063

Mo7024(NH,)s*4H,0

KOH 16 0,28 16 0,28 16 0,28 16 0,28 0 0 16 0,28

NaOH 0,28

Na,-EDTA 50 0,18 50 0,18 50 0,18 50 0,18 50 0,18 50 0,18

Tris (C4H11NO3) 2420 | 19,977 | 2420 | 19,977 | 2420 | 19,977 | 2420 19,977 [ 2420 | 19,977 | 2420 | 19,977

2.3.3 Ernte der Zellen

Die Zellen wurden durch Zugabe von Eis (Eiswasser) metabolisch fixiert und in 50 mL
Aliquots in Falcon Tubes bei 3500 g fiir 3 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die Zellpellets
wurden unmittelbar in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung autbewahrt.
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2.3.4 miRNA-Isolation
Zur Isolation der miRNAs wurde das miRNeasy-Kit von Qiagen entsprechend den Angaben
des Herstellers verwendet. Die Qualitdt der RNA wurde in denaturierenden Agarosegelen

bestimmt.

2.3.5 Denaturierendes Agarosegel

Zur Qualititskontrolle wurden RNA-Aliquots in denaturierenden Agarosegelen untersucht.
Die RNA wird dazu mit 1,6 Volumen des RNA-Ladepuffers gemischt und zwei Minuten bei 95°C
denaturiert. AnschlieBend wurde die RNA in ein Formaldehyd-haltiges 1 % Agarosegel geladen
und bei 30-70 Volt iiber ~2 h aufgetrennt. Als Puffer wurde EtBr-haltiger (1,5%10* % v/v) 1x
MOPS verwendet.

2.3.6 miRNA-cDNA-Synthese und PCR-Primerdesign (nach Chen et al., 2005.)

Zur Herstellung der miRNA-cDNA kamen 192 verschiedene Stem-Loop-Primer (SLP) zum
Einsatz, die jeweils die spezifische reverse Transkription einer bestimmten miRNA erlauben.
Jeder SLP muss nach der Lieferung durch die Zugabe einer entsprechenden Menge H,O auf
eine Konzentration von 25 pM eingestellt werden. Aus den Einzellosungen miissen zwei 96-
Plex-Losungen (96 verschiedene SLPs im selben Ansatz) mit einer jeweiligen Molaritit von
2,5 uM fiir jeden SLP hergestellt werden. Die erste 96-Plex-SLP-Losung enthélt die SLPs 1-
96, die zweite Losung die SLPs 97-192.

2.3.6.1 cDNA-Synthese Protokoll

Gesamtreaktionsvolumen: 50 uL

1-2 pg gesamt RNA (in einem maximalen Volumen von 24,5 pL )

+ 1 pL 10 mM dNTPs, + 10x 1 pL 2,5 uM 96-Plex-SLP-Losung, + 1 pL Oligo-dT-Primer
ad 36,5 pL mit H,O

Inkubieren fiir 5 min bei 65 °C, dann auf Eis

+ 10 pL 5x First Strand Synthesis Buffer + 2 uL 0,1 M DTT,

+ 0,5 pL Ribonuklease Inhibitor,

+ 1 pL Superscript IIT Reverse Transkriptase

Inkubation in PCR-Cycler: 30 min bei 16 °C, 60 min bei 42 °C, 5 min bei 85 °C, auf Eis.
Nach erfolgter cDNA-Synthese wird der Ansatz auf 500 pL mit H,O aufgefillt (10x

verdiinnt).
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2.3.6.2 Primerdesign

Das Grundgeriist aller Stem-Loop-Primer beinhaltet die Sequenz:
5’-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGAC-3’

An das 3’-Ende des Grundgeriistes werden 5-8 Nukleotide angefiigt, die komplementir zum
3’-Ende der zu amplifizierenden miRNA-Sequenz sind. Die SLPs kommen nur wihrend der
cDNA-Synthese zum FEinsatz. In der qRT-PCR werden andere Primer verwendet. Es gibt
einen universalen Revers-Primer, der aus einem Teil der Grundgeriistsequenz der SLP-
Grundgeriistes besteht und fiir samtliche miRNA-cDNA-Amplifikationen identisch verwendet
wird. Die Sequenz des universalen Revers-Primers ist: 5’-CCAGTGCAGGGTCCGAGGT-3’.
Die Spezifitit der qRT-PCR-Reaktion fiir bestimmte miRNA-cDNAs riihrt von der
Benutzung spezifischer Vorwérts-Primer her. Dazu werden die ersten 12-15 Nukleotide der
gewlinschten miRNA ausgewdhlt sowie an den 5’-Terminus dieser Sequenz weitere beliebige
Nukleotide angehdngt um eine Schmelztemperatur von 60 °C zu erreichen. In manchen Fillen
ist es nicht notwendig zusétzliche Nukleotide an das 5’-Ende anzuhéngen. Die Primer wurden

unter diesen Vorgaben mittels Quantprime erstellt (Abb. 2.1) (Arvidsson ef al., 2008).

ATACTGGAGAAGCAGGGCA GGTC
ERRARRARARANRR G cC
5/ - TGGAGAAGCAGGGCACGTGCA GTCGTATCCAGTGCA G
EERARERRRRAR RN RE A
3/ -CACGT CAGCATAGGTCACG G
c G
TTAT

Abb. 2.1: Primer-Schema zur Stem-Loop-qRT-PCR. Hellblau: Sequenz der reifen miRNA, Schwarz und
Orange: Sequenz des Vorwirtsprimers bestehend aus der miRNA Sequenz und 4 zuséitzlichen Nukleotiden, Rot
und Griin: Sequenz des SLP-Grundgeriistes, Dunkelblau: 5 Nukleotide zur spezifischen Erkennung der miRNA,

Griin: Sequenz des universalen Revers-Primers.

2.3.7 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)

Grundsitzlich wurde nach den in Udvardi et al. (2008) geschilderten Vorgaben verfahren.

Zur Messung der Transkriptabundanzen wurden die 384-Well-qPCR-Maschinen ABI 7900
HT Fast Real-Time PCR System von ABI benutzt. Die Praparation der PCR-Platten erforderte
die Nutzung des Pipettierroboters Evolution P3. In jeder Reaktionsvertiefung der 384-PCR-
Platten befanden sich zum Zeitpunkt der Messung 2,5 pL Sybr-Green (ABI), 0,5 uL cDNA
(aus der 10 x-Verdiinnung) und 2 pL Primer (0,5 uM, Universaler Reverser und spezifischer

Vorwiérts-Primer). Es wurde das folgende PCR-Programm verwendet:
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1. 10 min, 95 °C
2. 15s, 95 °C
3. 60 s, 60 °C
Die Schritte 2. und 3. werden 39x wiederholt

2.3.7.1 Auswertung der qRT-PCR-Daten
Zur Auswertung der Rohdaten wurde das Programm Quantpipe (Arvidsson, nicht publiziert)
verwendet. Die statistische Auswertung der Signalintensitdten basiert auf dem Prinzip der

Quantil-Normalisierung (Mar et al., 2009).

2.3.7.2 Vorhersage von miRNA-Zieltranskripten

Die Zielvorhersagen wurden von Dr. Juliane Neupert und Dr. Patrick May vorgenommen. Der
Vollstindigkeit und des Verstidndnisses der gesamten Arbeit halber sei dieser Punkt daher
auch kurz beschrieben.

Um potentielle Ziele der miRNAs zu bestimmen, wurden die Sequenzen unter
Verwendung des pstarget-Algorithmus (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget; Dai und
Zhao, 2011) auf der Netzseite des Analyseservers gegen die Augustus 5 Transkriptdatenbank
(Stahnke et al, 2004) sowie gegen die DFCI EST Datenbank Version 7
(http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=c reinhardtii) angewendet.
Zusitzlich wurden die miRNA-Sequenzen auf Phytozome (http://www.phytozome.net) gegen

die dort gespeicherte Chlamydomonasdatenbank getestet.
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3. Ergebnisse

3.1 Essentielle und nicht-essentielle ribosomale Proteine in Tabakplastiden

Durch die gezielte Inaktivierung per biolistischer Transformation der in 1.1.1.5 und 1.1.3
vorgestellten Kandidatengene (Gene fiir plastidire ribosomale Proteine: rps3, rpsi5, rpslo,
rpl22, rpl23, rpl32 und rpl36), sollte eruiert werden, ob diese essentiell sind, um daraus
wiederum Riickschliisse auf die Evolution kryptischer Plastome von Parasiten ziehen zu

konnen, in denen diese Gene oftmals nicht mehr auffindbar sind.
3.1.1 Knockout einzelner ribosomaler Proteine

Im Hauptteil des Projektes wurden einzelne Gene ausgeschaltet, die plastidire ribosomale
Proteine kodieren. In einem sich daraus entwickelnden Folgeprojekt wurden je zwei der
identifizierten nicht-essentiellen Gene zugleich inaktiviert. Die Ergebnisse sind in

chronologischer Reihenfolge préisentiert.

3.1.1.1 Essentielle Proteine
Die aufgelisteten Ergebnisse sind nach Genname in aufsteigender numerischer Reihenfolge

geordnet, beginnend mit der kleinen Untereinheit des Plastidenribosoms.

3.1.1.1.1 Knockout von rps3

rps3 wurde ausgeknockt, indem der Leserahmen des Genes durch die kodierende Sequenz
von aadA durch homologe Rekombination ersetzt wurde, was eine Resistenz gegeniiber
Spectinomycin zur Folge hat. rps3 wird als Teil eines grofBeren Polycistrons (#p/23-Operon)
u.a. gemeinsam mit rp/16, rpl22 und rps19 transkribiert, daher ist keine zusétzliche Promotor-
Sequenz zur Expression des aadA-Gens notwendig. rps3 liberlappt sogar mit 7p/22 um 16
Nukleotide. Daher wurde die Sequenz des psbE/psbF-Spacers, die eine optimale Shine-
Dalgarno-Sequenz enthélt, zwischen rp/22 und aadA eingefiigt, um die Translation von aadA
sicherzustellen (Punkt 2.2.3.7). Es sind zwei Karten abgebildet, die in Abb. 3.1.1.A die
unverdnderte Situation im Wildtyp widerspiegeln sowie in Abb. 3.1.1.B die neue
transplastomische Sequenz nach erfolgter Transformation. In beiden Karten sind die Langen
der Restriktionsprodukte zur RFLP-Analyse als schwarze Linien mit Angabe der Lénge des

Fragmentes in Kilobasenpaaren, unterhalb der Abbildung dargestellt.
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Abb. 3.1.1: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arps3-Pflanzen.

A. Physische Karte des Plastidengenoms von Tabak. Es ist der Ausschnitt des langen rpl23-(rpoA)-
Operons zu sehen, welches rps3 enthélt. Die schwarzen Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle
von aadA, reprasentieren Gene. Gene, die sich oberhalb der diinnen Linie befinden, werden von links
nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach links. Restriktionsenzymerkennungsstellen,
die zur RFLP-Analyse benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt. Als Sonde
wurde ein per PCR hergestelltes Fragment benutzt (s. 2.2.3.7).

B. Physische Karte der transplastomischen Region des Plastidengenoms nach der homologen

Rekombination im Anschluss an die Transformation mit dem Vektor pTF13 (Beschriftung wie in A).

Es war wihrend des gesamten Selektionsprozesses nicht moglich homoplasmatische Arps3-
Pflanzen zu erzeugen (Abb. 3.1.2.A). Die Pflanzen blieben heteroplasmatisch und zeigten
wihrend der Kultur in Erde typische Segregationen zu Wildtyp-dominierten bzw. Mutanten-
dominierten Pflanzenteilen (Abb. 3.1.2.B) (s. 1.1.2.1; Ahlert et al., 2003; Rogalski et al.,
2008b). Die Pflanzen produzieren Samen, allerdings besitzen diese nur selten (1-3 %)
ausreichend viele Transplastome, um unter Selektionsdruck mit Spectinomycin iiberleben zu

konnen (Abb. 3.1.2.C). rps3 ist daher als essentiell einzustufen.
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Abb. 3.1.2: Molekularer und optischer Phinotyp der Arps3-Pflanzen.

A. RFLP-Analyse zur Bestitigung der korrekten Insertion des Transgens. Es wurde transgenes und
Wildtyp-Pflanzenmaterial verwendet. Der Wildtyp zeigt wie erwartet nur eine Bande bei 1,2 kb. Die
Arps3-Pflanzen aber weisen zusétzlich zur erwarteten Bande bei 5,4 kb eine weitere bei 3,0 kb auf,
welche hochstwahrscheinlich das Resultat weiterer Rekombinationsereignisse ist und nicht weiter
untersucht wurde sowie die Wildtyp-spezifische Bande (Heteroplasmie).

B. Phinotyp einer typischen Arps3-heteroplasmatischen Pflanze. Die Blitter weisen den typischen
Blattverlust-Phinotyp auf, der typisch fiir transgene Pflanzen ist, welchen ein essentielles Gen partiell
fehlt (Ahlert ez al., 2003; Rogalski et al., 2008b). Der Phinotyp entsteht durch zufillige Segregation
von Wildtyp-Plastomen und transformierten Plastomen, was zum Verlust kompletter Zelllinien fithren
kann (Stellen mit weien Pfeilen markiert).

C. Samenkeimungstest. Von Arps3-Pflanzen gewonnene Samen wurden auf Spectinomycin-haltigem
Medium zur Keimung gebracht. Zum Uberleben befihigte heteroplasmatische Keimlinge sind mit
weillen Pfeilen markiert, wohingegen Wildtyp-Keimlinge (ohne Transplastom-Kopien) weill werden

und unter diesen Bedingungen nicht iiberleben kdnnen.

3.1.1.1.2 Knockout von rps16
rps16 wurde per Insertionsmutagenese inaktiviert, da es nicht Teil einer Operonstruktur ist.
Daher wurde die komplette aad4-Kassette, samt eigenem Promotor und Terminator direkt in

rps16 inseriert. Die folgenden zwei Karten sind gleichartig wie die Abbildungen 3.1.1.A und
B beschriftet.
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Abb. 3.1.3: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpsi6-
Pflanzen.

A. Physische Karte der rpsi/6-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aadA, reprasentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde
benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor pSA7
(Beschriftung wie in A).

Die Transformation fiihrte nicht zu homoplasmatischen Pflanzen. Alle Pflanzenlinien sind
heteroplasmatisch geblieben (Abb. 3.1.4.A). Der Phénotyp weist die gleichen Charakteristika
auf, die schon in den Arps3-Pflanzen beobachtet worden sind (Abb. 3.1.4.B)
Samenkeimungstests ergaben die gleiche, niedrige Weitergabehdufigkeit des Transplastoms

zur néchsten Generation (Abb. 3.1.4.C). Dies ldsst auf die Essentialitdt von rps/6 schlief3en.
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Abb. 3.1.4: Molekularer und optischer Phinotyp der Arpsi6-Pflanzen.

A. RFLP-Analyse transformierter und nicht transformierter Pflanzen. Alle Transformanden waren
heteroplasmatisch. Die Bande bei 5,7 kb signalisiert die korrekte Insertion der transgenen Sequenz, aber
es sind noch zwei weitere Rekombinationsereignisse bei den BandengroBen 6,7 und 9,0 kb sichtbar,
zusétzlich zur Wildtyp-spezifischen Bande bei 4,2 kb. Die zusétzlichen Banden wurden nicht weiter
charakterisiert.

B. Phiénotyp einer typischen heteroplastomischen Arpsi6-Pflanze. Pfeile zeigen auf missgestaltete Blétter.

C. Keimlinge von Arpsi6-Pflanzen, die unter der Gegenwart von Spectinomycin zum Keimen gebracht

wurden. Heteroplasmatische Individuen sind mit weilen Pfeilen markiert.

3.1.1.1.3 Knockout von rp/22

rpl22 wurde via PCR-basierter Subsitution von rp/22 mit der kodierenden Sequenz von
aadA inmitten des Operons von rp/22 durch homologe Rekombination ausgeknockt. Wie
in 3.1.1.1.1 beschrieben, tliberlappt dieses Gen mit 7ps3 um 16 Nukleotide. Um sicher zu
stellen, dass rps3 nicht ebenfalls inaktiviert wird, wurde ebenfalls die Shine-Dalgano-
Sequenz beinhaltende Spacer-Sequenz aus psbE/psbF zwischen aadA und rps3 eingefiigt,
um die Translation von rps3 zu ermdglichen. Die zwei Karten zeigen den Bereich des

Interesses des Wildtypplastoms sowie der transplastomischen Sequenz (Abb. 3.1.5.A,B).
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Abb. 3.1.5: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpl22-
Pflanzen.

A. Physische Karte der rpl22-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak (Ausschnitt des
langen rpl23-Operons). Die schwarzen Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aadA,
reprasentieren Gene. Gene, die sich oberhalb der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts
transkribiert, Gene darunter, von rechts nach links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-
Analyse und der Herstellung der Sonde benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms
vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pTF12. Beschriftung wie zuvor.

Alle  Arpl22-Pflanzen  blieben wihrend des gesamten  Selektionsprozesses
heteroplasmatisch und wiesen alle hierfiir typischen Charakteristika auf (Abb. 3.1.6.A,B).
Dies weist auf die Essentialitit von rp/22 hin. Keimlinge von Arp/22-Pflanzen
entstammten hauptsédchlich aus Samen von Pflanzenteilen die zur Homoplasmie fiir das
Wildtypplastom segregiert waren. Griine, resistente Keimlinge erschienen zu einem

geringen Anteil (Abb. 3.1.6.C).
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Abb. 3.1.6: Molekularer und optischer Phénotyp der Arp/22-Pflanzen.

A. RFLP-Analyse transformierter Pflanzen und von Wildtypkontrollpflanzen. Alle Transformanden waren
heteroplasmatisch, was durch die Prasenz der Wildtyp-spezifischen Bande bei 1,9 kb und der Transgen-
spezifischen Bande bei 2,3 kb ersichtlich wird.

B. Typischer Phénotyp einer heteroplasmatischen Arp/22-Pflanze. Weile Pfeile indizieren deformierte
Bltter.

C. Keimungstests legen einen geringen Anteil transgener Keimlinge zu Tage (markiert mit weillen

Pfeilen).

3.1.1.1.4 Knockout von rpl23
rpl23 ist Teil des rpoA-Operons und wird somit als Teil dessen exprimiert. Da deswegen kein
eigener Promotor notwendig ist, wurde 7p/23 nur durch die kodierende Region von aadA

ersetzt.
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Abb. 3.1.7: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpl23-
Pflanzen.

A. Physische Karte des Beginns des rp/23-Operons im Wildtyp-Plastom von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aadA reprisentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde
benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pSA14. Beschriftung wie zuvor.

Die transgenen Pflanzen wiesen konstant Wildtyp- als auch Transplastome auf, woraufhin
rpl23 als essentiell eingestuft wurde. Der fiir essentielle Gene typische Blattverlust-Phanotyp
ist beobachtbar (Abb. 3.1.8.A,B). Heteroplasmatische Keimlinge erschienen mit geringfiigig
hoherer Frequenz (nicht signifikant) als in den vorherigen Fillen (Abb. 3.1.8.C).
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Abb. 3.1.8: Molekularer und optischer Phénotyp der Arp/23-Pflanzen.

A. RFLP-Analyse von transformierten Pflanzen und dem Wildtyp. Es sind die Wildtyp- als auch die
Transgen-spezifischen Banden in den Arp/23-Pflanzen bei 2,2 kb bzw. 2,7 kb présent.

B. Phinotyp einer typischen heteroplasmatischen Arp/23-Pflanze. Pfeile verweisen auf missgestaltete
Blitter des Blattverlust-Phénotyps.

C. Keimlinge der Mutante auf Spectinomycin-haltigem Medium. Resistente Pflinzchen sind mit weillen

Pfeilen markiert.

3.1.1.1.5 Knockout von rpl32

In einem ersten Anlauf wurde rpl32 einzig durch die aadA-kodierende Sequenz ausgetauscht,
da rpl32 einen eigenen Promotor besitzt (Abb. 3.1.9.B). rp/32 ist laut Baba et al. (2006) ein
nicht-essentielles Gen in E. coli, weswegen die vorgefundene Essentialitdt unerwartet war. Es
konnte den Resultaten folgend nicht ausgeschlossen werden, dass das Expressionssignal des
rpl32-Promotors nicht stark genug war, um eine erfolgreiche Selektion auf Homoplasmie zu
ermdglichen. Um sicher zu gehen, wurde daher ein zweites unabhingiges Knockout-
Experiment durchgefiihrt, bei welchem rp/32 durch eine komplette aadA-Kassette mit
eigenem Promotor ersetzt wurde (Abb. 3.1.9.C). Abb. 3.1.9.A zeigt die unveridnderte Version

des Plastoms.

55



A pIDNA

2 z _
2 & b &
Sonde
g [ —— | -
B2 nchE PISZ  sprA trnL
47 kb
B Ami32 (pSA12) . -
3 I8 3
Frtn e velds Bopde
h__._l-
g2 nethiE aaa4 EEHA frk
5,4 kb
Cc Arpl32 (pTF15) _ -
5 5
Ll 7]
arf3ad Fande |
q— — =1 1
:
B2 nelbE Y aada ® speA -
6.2 kb

Abb. 3.1.9: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpl32-

Pflanzen.

A. Physische Karte der rpl32-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aadA repréisentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde
benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pSA12. Beschriftung wie zuvor.

C. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pTF15. Beschriftung wie zuvor.

In beiden Knockout-Versuchen stellte sich 7pl32 als essentieller Bestandteil der plastidiaren
Translationsmaschinerie heraus. RFLP-Analysen bestétigten den heteroplasmatischen Status
der transformierten Pflanzen (Abb. 3.1.10.A). Beide Versuche rp/32 auszuknocken
resultierten in Pflanzen, die den typischen Blattverlust-Phénotyp besitzen (Abb. 3.1.10.B,C).
Abbildung 3.1.10.D zeigt die Ergebnisse eines Keimlingstests.
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Abb. 3.1.10: Molekularer und optischer Phanotyp der Arp/32-Pflanzen.

A. RFLP-Analyse von Arp/32- und Wildtyp-Pflanzen. Die Wildtyp-spezifische Bande kann bei 4,7 kb
gefunden werden, wihrend auf die Transgen-spezifische Bande bei 5,4 (pSA12) bzw. 6,2 kb (pTF15)
gestolen werden kann.

B. Phénotyp einer typischen Arpl32-heteroplasmatischen Pflanze, transformiert mit pSA12. Der Pfeil zeigt
auf ein missgestaltetes Blatt.

C. Phénotyp einer typischen Arp/32-heteroplasmatischen Pflanze, transformiert mit pTF15. Pfeile zeigen
auf missgestaltete Blitter.

D. Keimlinge der Mutante (hier: pSA12; pTF15 nicht gezeigt) auf Spectinomycin-haltigem Medium. Ein

resistenter Keimling ist mit einem weiflen Pfleil markiert.

3.1.1.2 Nicht-essentielle Proteine

Wihrend der Studie wurden zwei plastidire ribosomale Proteine identifiziert, welche nicht-
essentiell sind. In einem der zwei Fille, beim Knockout von rps/5, war es moglich, eine sehr
detaillierte Analyse mit einem groflen Methodenspektrum durchzufiihren, wihrend fiir den
anderen Fall, den Knockout von rp/36, die Wahl der Methoden aufgrund des starken

Phénotyps der Pflanzen eingeschriankt war.
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3.1.1.2.1 Knockout von rps15

Der Knockout von rpsi5 zeigte, dass das Gen in Tabak nicht-essentiell ist und resultierte in
homoplasmatische Pflanzen, die einen optisch unauffilligen Phinotyp aufwiesen, der aber auf
molekularer und physiologischer Ebene, vor allem unter Kéiltestress, deutlich vom Wildtyp

abweichende Eigenschaften besal.

3.1.1.2.1.1 Physische Karten, RFLP, Keimlingstests und Massenspektrometrie

rps15 wurde durch Insertionsmutagenese zerstort, da es nicht Teil eines Operons ist. Hierzu
wurde die komplette aadA-Kassette benutzt, um die kodierende Sequenz von rpsl5 zu
unterbrechen und eine Translastion der mRNA zu verhindern. Die rps/5-beinhaltende Region
des Wildtypplastoms ist in Abb. 3.1.11.A dargestellt, die korrespondierende Region der
transgenen Pflanzen in Abb. 3.1.11.B.

A piDNA

5,3 kb
B Lrps1h
: 5 3 ;
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b 3 asdA B ekt
R H
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Abb. 3.1.11: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpsi5-
Pflanzen.

A. Physische Karte der rpsi5-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aadA, reprisentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde
benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pSA15. Beschriftung wie zuvor.
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RFLP-Analysen und Keimungstests bewiesen den homoplasmatischen Zustand der
transgenen Pflanzen, die vollig normal geformte Blitter aufwiesen (Abb. 3.1.12.A,B +
3.1.13.A,B). Daher ist rpsi5 als nicht-essentieller Bestandteil des Plastoms von Nicotiana

tabacum einzustufen.
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Abb. 3.1.12: RFLP und Keimlingstest.

A. RFLP-Analyse von transgenen Pflanzenlinien sowie des Wildtyps. Im Southern Blot ist im Falle der
Arpsi15-Pflanzen nur eine einzige Bande bei 6,9 kb sichtbar, welche im Zuge eines erfolgreichen
Transformationsexperimentes zu erwarteten ist. Eine Wildtyp-spezifische Bande bei 5,3 kb ist nur im
Falle des Wildtyps vorhanden.

B. Transplastomische Keimlinge, auf Spectinomycin-haltigem Medium angezogen. Die Nachkommen sind

gleichfalls homoplasmatisch.

Um zu bestétigen, dass die Ribosomen der transgenen Arpsl5-Pflanzen ohne S15 funktional
sind, wurden plastidire Ribosomen aufgereinigt und deren Proteine durch
Massenspektrometrie identifiziert (Tab. 10.1 unter Punkt 10.1) (Rogalski et al., 2008b). S15
konnte in Wildtypkontrollen nachgewiesen werden, aber nicht in den Knockout-Mutanten.
Dies bestitigt einerseits den erfolgreichen Knockout von rps/5, andererseits schlie3t es auch

die Moglichkeit eines Importes einer kernkodierten Version von S15 aus.

3.1.1.2.1.2 Phénotyp der Arpsi5-Pflanzen
Keimlinge, junge und alte Pflanzen aller Arps/5-Linien bleiben, von zwei Phdnomenen
abgesehen, optisch von Wildtypen ununterscheidbar. Die erste augenscheinliche Anomalie

unter Standardbedingungen ist die leichte Verzogerung des Wachstums (Abb. 3.1.13.A,B).
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A Arps15-1 Arps15-2 Arps15-3
B Lrps15-1 Arps15-2 Arps15-3

Abb. 3.1.13: Phénotyp der Arpsi5-Pflanzen unter Standardbedingungen.

A. Drei unabhingige Mutantenlinien sowie eine Wildtyppflanze, kultiviert in Erde fiir drei Wochen. Eine
leichte Verlangsamung des Wachstums in den Mutanten ist zu sehen.

B. Mutanten und eine Wildtyppflanze beim Beginn der Bliite. Die Wachstumsverlangsamung ist immer

noch sichtbar.

Der zweite Effekt ist ein leichter Pigmentmangel in den jlingsten Bldttern. Diese Anomalie
geht aber im Verlauf der Blattexpansion verloren (Abb. 3.1.14). Unterschiede in der
Pigmentzusammensetzung  konnten  durch  fluoreszenzspektroskopische = Messungen
nachgewiesen werden. Es gibt abweichende Chlorophyll-a/b-Verhidltnisse in allen
untersuchten Blattgenerationen (Punkt. 3.1.1.2.1.6), wobei aber die Gesamtchlorophyllmenge
nicht betroffen war. Die hier abgebildeten Blitter (Abb. 3.1.14) konnten aufgrund ihrer GroB3e
nicht gemessen werden, doch ist die geringere Gesamtmenge an Chlorophyll pro Blattfliche

deutlich sichtbar.
WT Lrps15-1  Armps1s-2  Arps15-3

' 4

Abb. 3.1.14: Phénotyp junger Bldtter des Wildtyps und dreier Arpsl5-Knockout-Pflanzen. Die Mutanten ohne

5cm

S15 sind geringfligig heller als der Wildtyp.
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Ein drastischer Effekt auf das Erscheinungsbild der Mutanten wird erreicht, wenn diese iiber
einen langeren Zeitraum hinweg Kaltestress ausgesetzt werden. Nach 65 Tagen Kiltestress
bei 4 °C und ~100 pEm™s™ in Kultur in Erde ist neu gewachsenes Gewebe weil und wird nur

duBerst langsam an den Blattspitzen griin (Abb. 3.1.15).

WT Arps15-1  Arps15-2  Arps?5-3

Abb. 3.1.15: Blitter des Wildtyps und der Mutante unter Kéltestress. Ein signifikanter Verlust der Pigmentierung

in den transgenen Pflanzen tritt im Vergleich zum Wildtyp klar hervor.

3.1.1.2.1.3 Bestimmung der rRNA-Verhéltnisse

Um zu bestimmen ob das Verhiltnis von SSU zu LSU in den Mutanten gestort ist wurden die
rRNA-Verhiltnisse untersucht. Dazu wurden sowohl RNA-Proben der Arpsl5-KO-Linien als
auch des Wildtyps im Agilent 2100 Bioanalyzer analysiert (vgl. 2.2.8). Der Messung liegt die
Annahme zu Grunde, dass die cytoplasmatischen rRNA-Mengen in den Mutanten vom
ribosomalen Ungleichgewicht in den Plastiden unbeeinflusst bleiben. rRNA-Verhéltnisse
konnen als MaB fiir die Untereinheiten-Stochiometrie (30S : 50S, 40S : 60S) betrachtet
werden, unter der Annahme, dass die rRNAs nur als Bestandteil des Ribosoms stabil
vorliegen (Walter et al., 2010).

Unter der Annahme, dass der Effekt des KOs in jiingeren Blittern stérker ist als in
dlteren, wurden mehrere Blattgeneration untersucht (vgl. Abb. 3.1.13 und 3.1.14). Die
Blattnummern 6, 7 und 8 entsprechen den jlingsten Bléttern, welche aufgrund ihrer geringen
GrofBe und dem nicht ausreichenden Pflanzenmaterial zusammengefasst werden mussten.
Nummer 1 entspricht dem &ltesten Blatt.

Die 16S-rRNA-Mengen der KO-Pflanzen sind reduziert, wahrend ihre 23S-rRNA-
Mengen im Vergleich zum Wildtyp erhoht sind (Abb. 3.1.16.A,B). Als eine Konsequenz
daraus ist das 23S- zu 16S-rRNA-Verhiltnis deutlich verschoben (Abb. 3.1.16.C). Plastiden
von Pflanzen ohne rpsi5, die unter Kiltestress gewachsen sind, besitzen sowohl weniger 16S

als auch weniger 23S rRNA als der Wildtyp (Abb. 3.1.16.D).
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Abb. 3.1.16: Bioanalyzermessungen zur Bestimmung der rRNA-Verteilung der plastiddren 70S-Ribosomen

(nach Fleischmann et al., 2011)

A. Alle Blattgenerationen der Arpsl5-transplastomischen Pflanzen weisen eine reduzierte Abundanz an
plastiddrer 16S rRNA, normalisiert zur cytoplasmatischen 18S-rRNA, auf. Statistisch signifikante
Unterschiede sind mit Kreuzen markiert (t-Test, p < 0,05).

B. Arpsl5-transplastomische Pflanzen zeigen eine Uberakkumulation von plastidirer 23S rRNA,
normalisert zur cytoplasmatischen 18S-rRNA. Der Effekt ist stérker in den éltesten Blattern. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit Kreuzen markiert (t-Test, p < 0,02).

C. Ein direkter Vergleich der beiden Hauptbestandteile der plastidiren rRNA-Fraktionen (16S und 23S)
zeigt eine Verschiebung der Untereinheiten-Stochiometrie. Statistisch signifikante Unterschiede sind
mit Kreuzen markiert (t-Test, p <0,01).

D. Blitter der transplastomischen Individuen nach Kéltestressbehandlung lassen verringerte Mengen von
16S als auch 23S rRNAs im Vergleich zum Wildtyp erkennen. Die durch t-Tests bestimmten
Signifikanzwerte sind: 23/18-Verhiltnis: p = 0,002 und 16/18-Verhéltnis: p = 0,079).

3.1.1.2.1.4 Analyse der plastiddren rRNAs per Northern Blot
Aufgrund der bei den rRNA-Verhiltnissen beobachteten Anomalien wurde eine detaillierte
Analyse der plastidiren rRNA-Spezies in transplastomischen Pflanzen und Wildtyp-
Kontrollen per Northern Blot vorgenommen, um die durch die Bioanalyzermessungen
produzierten Daten zu bestitigen und um mogliche Auswirkungen auf die Prozessierung der
ribosomalen RNAs aufzudecken.

Hierzu wurden fiinf verschiedene Sonden benutzt, um mégliche Anderungen in den
rRNA-Spezies (16S, 23S, 4,5S, 5S) und ihren Vorldufern beobachten zu konnen. Die Position
jeder Sonde ist auf der Karte des plastiddren rDNA-Operons vermerkt (Abb. 3.1.17). Es sei
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darauf hingewiesen, dass die 23S rRNA innerhalb des funktionellen Ribosoms in drei Stiicke
fragmentiert wird (Langen: 0,4, 1,1 und 1,3 kb) (K&ssel et al., 1985; Bellaoui et al., 2003;
Bisanz et al., 2003; Bollenbach et al., 2005), was zur Entstehung verschiedener

Prozessierungsintermediate flihrt (Abb. 3.1.17).
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Abb. 3.1.17: Physische Karte des plastidiren rDNA-Operons in Tabak und Positionen der verwendeten Sonden.
Die von oben nach unten betrachtet in den ersten beiden Reihen unterhalb des Gen-Arrangements befindlichen
schwarzen Linien geben die Positionen der Sonden an, die zur Markierung in Northern-Blot-Hybridisierungen
benutzt worden sind. Die schwarzen Linien darunter stellen alle  Vorldufertranskripte,

Prozessierungsintermediate und reife rRNAs der 16S, 23S, 4,5S und 5S rRNA dar.

Gleiche RNA-Mengen, die aus jungen Blittern (Generation 8,7,6) und alten Blattern
(Generation 1) extrahiert wurden, wurden auf denaturierende Formaldehyd-Agarosegele
geladen. Per Northern Blot konnte eine Anderung der 16S-rRNA-Menge in den Mutanten
nachgewiesen werden. In jungen, wie auch alten Blittern unter Standardbedingungen, als
auch in Kiélte-gestresstem Material, ist dort der Gehalt an reifen 16S rRNAs reduziert,
wihrend die Vorlaufertranskripte in groBerer Menge vorhanden sind (Abb. 3.1.18.B). Im
Falle der 23S rRNA sind zwei Effekte des Knockouts von rpsl5 auf die groBite rRNA der
groBen Untereinheit des plastiddren Ribosoms im Northern Blot zu erkennen. Erstens ist zu
sehen, wie im Verlauf des Alterungsprozesses des Blattes die ibermifBige Anreicherung an
50S-Untereinheiten durch zunehmende Mengen der reifen 23S rRNA abgebildet wird. Die
23S-rRNA-Sonde 1 ist nur in Lage das grote Fragment von 1,3 kb zu binden. Die beiden
kleineren Fragmente von 1,1 und 0,4 kb werden nicht erkannt. Zweitens kann eine Zunahme
der Menge der Vorldufertranskripte als auch der Prozessierungsintermediate festgestellt
werden (Abb. 3.1.18.C). Die 23S-rRNA-Sonde 2, die alle Vorldufer und Intermediate sowie
reife 23S-Fragmente markieren kann, bestétigt diesen Befund (Abb. 3.1.18.D). Kalte-

gestresstes Material weist eine Reduktion der reifen 23S rRNA auf, als auch eine

63



Anreicherung der Vorldufertranskripte (3,0 und 2,8 kb) sowie eine Reduktion der Abundanz
der Prozessierungsintermediate (2,4 und 1,7 kb) (Abb. 3.1.18.E).
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Abb. 3.1.18: Northern-Blot-Analysen der 16S und 23S rRNAs.

Mit Ethidiumbromid angefarbte RNA des Wildtyps und der transplastomischen Arpsi5-Pflanzen, die in
einem 1,2% denaturierenden Agarosegel aufgetrennt wurde. Das Gel ist mit RNA aus jungen und alten
Blittern beladen. Die Positionen der cytosolischen rRNAs (25S und 18S) und der plastidiren rRNAs
(23S, 168, 4,58 and 5S) sind eingezeichnet.

Hybridisierung mit 16S-Sonden zeigt eine verringerte Abundanz des reifen 1,5 kb-Produktes und eine
erhohte Akkumulation des 1,7 kb-Vorldufers in beiden Entwicklungsstufen der transgenen Pflanzen.
Ein stirkerer Verlust der 16S-rRNA-Menge wird in Material beobachtet, welches unter

Kaltestressbedingungen erzeugt wurde. Die Vorldufer sind in Wildtyp und Mutante sichtbar.

. Die 23S-rRNA-Sonde 1 macht die Uberakkumulation der 23S-Vorliufer deutlich (7,3 kb, 3,0 kb, 2,8

kb, 2,4 kb, 1,7 kb), gemeinsam mit erhohten Mengen an reifen 23S-Fragmenten. Beide Phdnomene
werden mit zunehmendem Alter der Blatter stérker.

Die zur Komplementation der Ergebnisse eingesetzte Sonde 2 bestitigt die zuvor aufgedeckten
Uberakkumulationen aller 23S-verwandten RNAs. Die Menge der 1,3 und 1,1 kb-Fragmente sowie der
Vorlaufertranskripte ist stark erhéht im Vergleich zum Wildtyp.

In bei 4 °C kultiviertem Pflanzenmaterial der Mutante ist eine Zunahme der Menge an
Vorlaufertranskripten, wie auch eine Abnahme der Intermediate und reifen 23S rRNAs im Verlgeich

zum WT zu beobachten.



Eine Reduktion der beiden kleinen ribosomalen RNAs in jungen Blittern der Arpsl35-
Pflanzen (4,5S und 5S) ldsst sich mittels Northern Blot nachweisen. In jungen Blittern der
Mutante ist weniger reife 4,5S rRNA zu finden als in jungen Wildtypkontrollen. Im weiteren
Verlauf der Alterung der Blitter zeigt sich eine Umkehr des Effektes und eine stérkere
Akkumulation an 4,5S rRNAs in alten Blittern ist zu verzeichnen (Abb. 3.1.19.A). Dieselbe
Beobachtung wurde fiir die 5S rRNA gemacht (Abb. 3.1.19.B). Allgemein konnte durch die
Northern-Blot-Analysen eine Anreicherung an 50S-Untereinheiten sowie eine Abreicherung

an 30S-Untereinheiten in den Arpsi5-Pflanzen festgestellt werden.
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Abb. 3.1.19: Northern-Blot-Analysen der 4,5S und 5S rRNAs.

A. Gesamt-RNA von Mutanten und Wildtyppflanzen aus verschiedenen Blattstadien, hybridisiert mit 4,5S-
rRNA-Sonden. In den jungen Arpsi5-Pflanzen sind weniger 4,5S rRNAs vorhanden, in den é&lteren

Blattern mehr als im WT.

B. Gesamt-RNA von Mutanten und Wildtyppflanzen aus verschiedenen Blattstadien, hybridisiert mit 5S-
rRNA-Sonden. In den jungen Arpsl5-Pflanzen sind weniger 5S rRNAs vorhanden, in den é&lteren

Blattern mehr als im WT.

Um einen sekunddren Effekt durch eine globale Beeinflussung des plastidiren RNA-
Metabolismus als Grund fiir die Prozessierungsdefekte der rRNAs auszuschlieBen, wurde zur
Kontrolle die mRNA des zufillig gewidhlten Genes ycf3 auf abweichende mRNA-
Prozessierung und Akkumulation untersucht. Es wurde Kailte-behandeltes Material fiir die
Analyse gewihlt, da unter dieser Bedingung die bisher beobachteten Effekte am starksten
sichtbar geworden waren. Dennoch konnten keine Verdnderungen festgestellt werden (Abb.
3.1.20), woraus zu schlieBen ist, dass es sich bei den fiir die rRNA-Populationen beobachteten
Prozessierungsdefekten um einen spezifischen Effekt handelt, der direkt mit den mutierten
Ribosomen im Zusammenhang steht, und nicht um einen generellen RNA-

Prozessierungsdefekt.
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—: 20 Abb. 3.1.20: Gesamt-RNA der Mutante und des Wildtyps. Sichtbar

' gemacht sind alle ycf3-Transkripte. Es sind keine signifikanten
;— 14

. Unterschiede zu sehen (Die Transkripte bei 2,0 und 1,4 kb enthalten
0,5

noch ein bzw. zwei Introns, bei 0,5 kb ist das vollends maturierte

Transkript sichtbar (Petersen et al., 2011)).

ycf3-Sonde

3.1.1.2.1.5 Polysomen-Analyse

Um den Effekt der Abwesenheit des S15-Proteins auf die Translationsaktivitit zu messen,
wurden Polysomenanalysen durchgefiihrt. Dabei wird die Beladung von mRNAs mit
translatierenden Ribosomen bestimmt und diese Analyse stellt daher ein MaBl fir die
translationelle Aktivitit dar (Barkan, 1988; Barkan, 1998; Kahlau und Bock, 2008). Es wurde
die Polysomen-Assoziation zweier plastiddrer Transkripte untersucht: die tricistronische
psaA/psaB/rps14-mRNA sowie die dicistronische psbC/D-mRNA, deren Genprodukte in
beiden Féllen Untereinheiten von Photosynthesekomplex I bzw. II sind, von S14 (einem
ribosomalen Protein) abgesehen. Um eine mdgliche altersbedingte Korrelation aufzudecken,
wurden die Analysen jeweils fiir junge (Generation 8,7,6) und voll expandierte Blétter
(Generation 1) durchgefiihrt (vgl. Punkt 3.1.1.2.1.3).

Der Vergleich der Blots, die die Polysomen-Assoziation in jungen Blittern des
Wildtyps und der Mutante widerspiegeln, zeigt, dass die plastiddre Translation in den Arps/35-
Pflanzen weniger effizient ablduft. Anhand beider untersuchter Transkripte konnte eine
Verschiebung im Maximum der mRNA-Verteilung der transgenen Pflanzen in Richtung der
leichteren Fraktionen des Saccharosegradienten nachgewiesen werden, d.h. in jenen
Fraktionen, in denen weniger Ribosomen aktiv translatieren. So ist das Maximum der
psaA/B/rps14-mRNA-Verteilung im Wildtyp in den Fraktionen 8 bis 10 zu finden, in den
transplastomischen Pflanzen aber in den Fraktionen 6 bis 8 (Abb. 3.1.21.B, obere Hilfte).
Konsistent zur beobachteten Milderung des Phéanotyps in dlterem Gewebe (vgl. Abb. 3.1.13
und 3.1.14; weniger Pigmente in sehr jungen Bléttern), ist die Auswirkung dort weniger stark
ausgeprigt (Abb. 3.1.21.B obere und untere Hilfte). Da unter Kéltestress der Phénotyp
extremer ausgebildet ist, wurde die Polysomen-Assoziation derselben mRNAs ebenso in
Kilte-behandeltem Material untersucht. Wie erwartet beeintrachtigt Kéltestress die
Translationsaktivitit sowohl im Wildtyp als auch in der Mutante. Beide Verteilungsmaxima

sind nach links verschoben, in den Arpsi5-Pflanzen aber noch weiter als im Wildtyp (Abb.
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3.1.21.D). Die Kontrolle in C zeigt in Gegenwart von Puromycin isolierte Fraktionen, welches
als tRNA-Analogon zur verfrithten Termination und damit zum Abfallen der plastiddren

Ribosomen fiihrt. Dies fiihrt zur starken Verschiebung der Maxima zu leichteren Fraktionen.
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Abb. 3.1.21: Northern Blots von Polysomen-Analysen von Arpsi5- und Wildtyp-Pflanzen.

Analyse der RNA-Verteilung in Polysomen-Préparationen aus jungen Blittern (Generation 8,7,6; vgl. Punkt
3.1.1.2.1.3), alten Blattern (Generation 1, vgl. Punkt 3.1.1.2.1.3) und Kélte-behandeltem Material des Wildtyps
und der Mutante. Polysomen wurden in Saccharosegradienten separiert und jeder Gradient in 10 Fraktionen
fraktioniert, die Nummerierung beginnend mit der leichtesten Fraktion, wie iiber den Gelen beschriftet. Die
Gradientenfraktionen, welche den Grofiteil der mRNAs beinhalten, sind mit Klammern markiert.

A. Mit Ethidiumbromid angefirbtes Agarosegel, beladen mit der aus den Fraktionen isolierten RNAs vor dem
Blot-Vorgang.

B. Vergleich der Polysomen-Assoziation der psa4- und psbD-Transkripte im Wildtyp und den transgenen
Pflanzen. Es wurden jeweils junge und alte Blétter analysiert. Das Maximum in den jungen Bléttern ist jeweils
nach links verschoben. Im alten Gewebe ist kein Unterschied zwischen Mutante und Kontrolle zu sehen.

C. Als Kontrolle wurden Polysomen in Gegenwart des Polysomen-dissoziierenden Antibiotikums Puromycin
isoliert. Die RNA wurde geblottet und mit der psa4-Sonde hybridisiert. Die Maxima befinden sich in den
monosomalen und nicht den polysomalen Fraktionen.

D. Analyse der Polysomen-Assoziation von psaAd- und psbD-Transkripten in Blittern von Pflanzen, die unter
Kaltestress angezogen wurden. Die Maxima in den Mutanten sind jeweils deutlich nach links verschoben.

Grpat S Pusemiyein-Heminolle
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Generell konnte eine geringere Translationsaktivitit fiir beide Transkripte in der Mutante
festgestellt werden. Die Translationskapazitit allgemein liegt in den Arpsl5-Pflanzen

niedriger als im Wildtyp und ist insbesondere unter Kéltestress stark reduziert.

3.1.1.2.1.6 Fluoreszenzspektroskopische Messung von Photosyntheseparametern

Diese Messungen wurden von Dr. Mark Aurel Schéttler, Sebastian Hasdorf und Wolfram
Thiele (MPI-MP) durchgefiihrt. Diese Daten unterstiitzen das Verstindnis des Arpsl5-
Phénotyps, weshalb diese Messergebnisse hier mit angefiihrt sind (Fleischmann et al., 2011).

Aufgrund des &duBerst milden Phinotyps der Arpsi5-Pflanzen (vgl. Abb. 3.1.13),
wurde die photosynthetische Leistungsfahigkeit von Mutanten und Wildtyp-Pflanzen mit
sensitiven  spektroskopischen Methoden gemessen, um nicht sofort offenbare
Beeintrachtigungen der Mutanten feststellen zu konnen. Zwei photosynthetische Parameter
eignen sich besonders zur Untersuchung der plastidiren Translationskapazitit. Dies sind die
Effizienz des photosynthetischen Elektronentransportes und die Akkumulationsmengen der
Proteinkomplexe der Thylakoidmembran (Rogalski et al., 2008b; Fleischmann et al., 2011).
Junge Blitter erfordern aufgrund der de novo-Synthese der Photosynthesekomplexe eine
besonders hohe Translationskapazitit des Chloroplasten (Albrecht et al., 2006; Rogalski et
al., 2008a; Rogalski et al., 2008b), da aber der Bedarf an Proteinen des
Photosyntheseapparates mit zunehmendem Alter der Blétter abnimmt, wurden sowohl junge
Blatter (Blétter 7+8), mittel-expandierte Blatter (Blitter 5+6) als auch voll expandierte Blétter
(Blétter 3+4) zur Untersuchung herangezogen (Abb. 3.1.22).

Obwohl sich die Gesamtchlorophyllmenge der transplastomischen Pflanzen nicht
signifikant von der des Wildtyps unterscheidet, besitzen diese doch ein niedrigeres
Chlorophyll-a/b-Verhéltnis (Abb. 3.1.22). Dies weist auf eine reduzierte Akkumulation der
plastidenkodierten Proteine des Reaktionszentrums hin, wohingegen die kernkodierten
Antennenproteine keine Reduktion erfahren, sondern sogar iiberakkumulieren konnen. Dies
erklart somit die relativ ausgeglichene Gesamtchlorophyllmenge. Es erscheint, als konnten
wihrend der Photosynthesekomplexbiogenese aufgetretene Defizite im  weiteren
Entwicklungsprozess nicht mehr kompensiert werden.

Die maximale Quanteneffizienz des Photosystems II (PSII), Fy/Fy, ist in den Arpsi5-
Pflanzen, unabhiangig vom Entwicklungsstadium der Blitter, ebenfalls signifikant reduziert
(Abb. 3.1.22). Die durch Differenz-Absorptions-Spektroskopie (Schoéttler et al., 2007a)
bestimmten Mengen des PSII und des Cytochrom-bsf-Komplexes sind signifikant reduziert,

die Menge des PSI jedoch kaum (Abb. 3.1.22). Da die meisten Bestandteile der
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Reaktionszentren der in den Elektronentransport involvierten Proteinkomplexe im Plastom
kodiert sind, konnen diese Daten als Hinweis auf eine reduzierte Translationskapazitidt der
plastiddren Ribosomen in der Abwesenheit von S15 interpretiert werden. PSII bendtigt eine
konstant hohe Translationskapazitit, da das Protein D1 (Bestandteil von PSII) permanent
Schaden durch photooxidativen Stress, besonders in Form von Sauerstoffradikalen, erleidet
und durch neu synthetisiertes D1 ersetzt werden muss (Takahashi und Badger, 2011). Im
Gegensatz dazu ist PSI stabiler, was die schwichere Auswirkung auf PSI in den Mutanten

erkldren kann.
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Abb. 3.1.22: Analyse des Chlorophyllgehalts und diverser photosynthetischer Parameter in Arpsi5- und

Wildtyp-Pflanzen. Alle Pflanzen wurden fiir acht Wochen bei 100 pEm™s™ angezogen und zwei Wochen vor der

Messung in 350 pEm™s” transferiert. Um mdgliche Entwicklungsstadium-bedingte Verinderungen abzudecken,

wurden jeweils Paare von Bléttern verschiedener Generationen analysiert (von unten nach oben nummeriert:

altestes Blatt 3, jliingstes Blatt: 8). Von jeder Pflanzenlinie wurden jeweils drei verschiedene Pflanzen untersucht.

Die Daten wurden mittels einseitiger Varianzanalyse nach Holm-Sidak in SigmaPlot analysiert. Hoch

signifikante Unterschiede sind mit Sternchen markiert (p<<0,001). Fehlerbalken geben die Standardabweichung

an. Fy/Fy stellt die maximale Quanteneffizienz von PSII im dunkel-adaptierten Zustand dar. Die

Photosynthesekomplexe wurden iiber Differenz-Absorptions-Messungen von Cytochrom b559 (PSII), des

Cytochrom-bgf-Komplexes und P700 (PSI) quantifizert (aus Fleischmann et al., 2011)
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3.1.1.2.2 Knockout von rpl36

rpl36 stellte sich als nicht-essentiell heraus. Das Gen liel sich in allen Plastomkopien
ausschalten. Die resultierenden homoplasmatischen Pflanzen besaflen eine sehr geringe
Translationskapazitit und wiesen einen sehr starken optischen Phéanotyp auf. Ein Teilaspekt

der phinotypischen Veridnderungen kann auf ein retrogrades Signal der Plastiden zum

Nukleus zuriickgefiihrt werden.

3.1.1.2.2.1 Physische Karten und RFLP

Trotz experimenteller Nachweise, die zeigten, dass 7pl36 in E. coli ein nicht-essentielles Gen
ist, ist dieses Gen in allen in der Studie bertlicksichtigten nicht-griinen, parasitischen Spezies
konserviert (Tab. 1.1.1). Um zu testen, ob rpl/36 einen essentiellen Bestandteil des plastiddren
Ribosoms darstellt, wurde rpl36 durch eine PCR-basierte Methode {iiber homologe
Rekombination durch die kodierende Sequenz von aadA ausgetauscht. Demzufolge ist das

Transgen Teil des rpoA-Operons (Abb. 3.1.23.A,B).

A ptDNA
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petD rpoA rps11 aadA WinfA rps8
2,6 kb

Abb. 3.1.23: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpl36-
Pflanzen.

A. Physische Karte der rpl36-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aadA repréisentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde
benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pSA9. Beschriftung wie zuvor.
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Die Homoplasmie der Pflanzen konnte fiir alle analysierten transgenen Arpl/36-Pflanzen durch
RFLP bestdtigt werden (Abb. 3.1.24) .
s &

el

g & ¢

£ 889
Kb Abb. 3.1.24: RFLP-Analyse von drei Plastidentransformanden und eines
Wildtyps. Alle transplastomischen Linien sind homoplasmatisch und

zeigen exklusiv die erwartete Bande bei 2,6 kb.

3.1.1.2.2.2 Phinotypen der Arp/36-Pflanzen

Wihrend des Wachstums in Sterilkultur weisen Arpl36-Pflanzen einen starken Phinotyp auf.
Die Blitter der Mutante sind weil3 und stirker elongiert als Wildtypblétter. Die Kultur unter
sehr geringem Schwachlicht (5 pEm™s") fiihrt zu einem partiellen Wiederergriinen der
Blitter, an der Spitze beginnend (Abb. 3.1.25.A,B), was zusammengenommen auf eine hohe

Suszeptibilitdt der Mutanten fiir photooxidative Schiden hinweist.

Abb. 3.1.25: Phénotypen der Arpl36-Pflanzen in Sterilkultur.
A. Phinotyp einer Arpl36 transplastomischen Pflanze nach drei Monaten Wachstum auf Saccharose-
haltigem Medium unter Schwachlichtbedingungen (5 pEm™s™). Der Balken entspricht 6 cm.
B. Ergriinen von Arpl36-Pflanzen nach dem Transfer von mittelstarker Beleuchtung in schwache
Beleuchtung. Das linke und mittlere Blatt stammen jeweils von einer Pflanze, vier Wochen nach dem
Transfer von 55 zu 5 uEm™s™". Das rechte Blatt stammt von einer Pflanze, welche kontinuierlich bei 100

pEm™s™ kultiviert wurde. Der Balken entspricht 3 cm.

In Erde transferierte Pflanzen wachsen sehr langsam und sind trotz schwacher Beleuchtung
(50-70 nEm™s™) durch einen massiven Pigmentverlust gekennzeichnet (Abb. 3.1.26.A). Die
Pflanzen haben keine Samen produziert. Weiterhin fallen die Pflanzen durch einen busch-
artigen Wuchs auf, welcher durch die extensive Ausbildung von Seitentrieben hervorgerufen
wird, einer Eigentlimlichkeit, die normalerweise nicht bei Tabak beobachtet werden kann und

eine Involvierung von plastidenlokalisierten Signalwegen in die Kontrolle der
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Apikaldominanz vermuten ldsst (Abb. 3.1.26.B). Fiir eine Involvierung von Phytohormonen
spricht ebenfalls die sehr langsame Wurzelbildung der Mutanten, die durch ein gestortes

Auxin zu Cytokinin-Verhéltnis behindert werden kann (Sitte ez al., 1999).

Abb. 3.1.26: Phinotypen der Arp/36-Pflanzen im Gewachshaus.

A. Phénotyp einer Arpl36-transplastomischen Pflanze nach zwei-monatigem Wachstum in Erde im
Gewidchshaus. Der Balken entspricht 6 cm.

B. Fine gleichartige Pflanze nach 1,3 Jahren. Es sei auf die atypischen abundanten Verzweigungen

hingewiesen. Der Balken entspricht 13 cm.

Der schwerwiegendste Aspekt des Phanotyps der Arpl36-Pflanzen ist die stark vom Wildtyp
abweichende Blattmorphologie. Die Blitter sind in allen Stadien schmaler und generell

kleiner als jene des Wildtyps (Abb. 3.1.27).

Abb. 3.1.27: Stark verdnderte Blattformen in Arp/36-Pflanzen. Zur Linken wird eine Wildtyppflanze mit einer
transplastomischen Knockout-Pflanze zur Rechten verglichen, die sich in etwa demselben Entwicklungsstadium

befindet. Die Balken entsprechen 13 c¢m (links) bzw. 6 cm (rechts).

Photosynthesemutanten haben diesen Phénotyp nicht (Bock et al., 1994; Hager et al., 2002),
was bedeutet, dass die hier auftretenden Effekte auf die Blattmorphologie auf die

Translationsaktivitit in den Plastiden zuriickzufiihren sind.
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3.1.1.2.2.3 Analyse der plastiddren rRNAs per Northern Blot

Plastiddre rRNAs sind in den transgenen Knockout-Pflanzen nur zu einem geringen Anteil an
der Gesamt-RNA vorzufinden. Da die RNA-Mengen zur Analyse der plastidiren rRNAs im
Bioanalyser nicht ausreichten, wurden die Auswirkungen des Fehlens von L36 auf die
ribosomalen RNAs wie auf die Abundanz der plastidiren Ribosomen per Northern Blot
iberpriift. In denaturierenden Agarosegelen die mit Gesamt-RNA aus weillen Blattern
beladen wurden ist zu erkennen, dass die Mengen an sédmtlichen 16S- und 23S-rRNA-Spezies
extrem reduziert sind (Abb. 3.1.28.A). Eine Hybridisierung der geblotteten RNA mit
spezifischen Sonden bestitigt die deutliche Verminderung der Abundanz der reifen 23S-
rRNA-Spezies als auch samtlicher Prozessierungsintermediate. Einzig der 3,0 kb-Vorldufer
wird in den Mutanten angereichert (Abb. 3.1.28.B, vgl. Abb. 3.1.17). Dieselbe Beobachtung,
eine Reduktion der reifen rRNA sowie eine geringfiigige Anreicherung des 17S-Vorldufers,
ist fiir die 16S rRNA zu machen (Abb. 3.1.28.C). In allen Northern-Blot-Analysen fallt der
Schweregrad der RNA-Reduktion fiir unter Schwachlicht ergriintes Material milder aus (Abb.
3.1.28.A,B,C).
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Abb. 3.1.28: Northern Blots zur Analyse der 16S und 23S rRNAs.

A. Mit Ethidiumbromid angefarbte Gesamt-RNA von Wildtyp-Tabak, transplastomischen weifen Bléttern
und transplastomischen ergriinten Blattern aufgetrennt im denaturierenden Agarosegel. Die Reduktion
der plastiddren rRNAs sticht hervor.

B. Hybridisierung mit der 23S-rRNA-Sonde 1 (Abb. 3.1.17). Alle damit detektierbaren 23S-rRNA-Spezies
samt der Prozessierungsintermediate sind in den Arp/36-Pflanzen reduziert; der Vorldufer wird
angereichert. Der Phéinotyp ist stirker in weilem Blattmaterial, milder in ergriintem.

C. Hybridisierung mit 16S-rRNA-Sonde. Eine mehr als 10x Reduktion der 16S-rRNA-Menge in weillem
Material und eine ~5x Reduktion in ergriintem Material wird sichtbar. Der Vorldufer wird in der

Mutante angereichert.
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3.1.2 Doppelknockout plastidirer ribosomaler Proteine

Nach der Identifikation der beiden nicht-essentiellen ribosomalen Proteine S15 und L36 im
Rahmen des ersten Projektes waren zusammen mit dem schon zuvor identifizierten, als nicht-
essentiell eingestuften Protein .33 (Rogalski et al., 2008b) insgesamt drei nicht-essentielle
Untereinheiten des plastidiren Ribosoms von Tabak bekannt. Um das Vermdgen der
Ribosomen zu bestimmen einen simultanen Knockout von zwei nicht-essentiellen Proteinen
zu kompensieren, wurden alle drei moglichen Kombinationen in einer zweiten Knockout-
Studie generiert, wobei in jeder Pflanze jeweils zwei der nicht-essentiellen Proteine
ausgeschaltet wurden. Insbesondere stellte sich die Frage, inwieweit es moglich ist,
gleichzeitig Proteine aus der groBen und kleinen Untereinheit auszuschalten. Es wurden
Spectinomycin-resistente ~ Arpsi5- und Arpl33-Pflanzen mit Kanamycinresistenz-
vermittelnden Plasmiden iibertransformiert, um die Knockout-Kombinationen rpsi35-rpl36,

rps15-rpl33 und rpl33-rpl36 zu erhalten.

3.1.2.1 Knockout von rp/36 auf der Basis von Arpsi5

Transplastomische, Spectinomycin-resistente Arpsi5-Pflanzen wurden mit dem Plasmid
pTF17 transformiert, um zusétzlich zu rps15 auch rp/36 auszuschalten. »p/36 wurde iiber eine
PCR-basierte Strategie exakt iiber homologe Rekombination durch die kodierende Sequenz
des Kanamycin-Resistenz-Gens aphA-6 (Huang et al., 2002) ersetzt, welches in Tabak eine
bessere Selektion ermoglicht, da es niedrigere Expressionsstirken benoétigt, als das ebenfalls
Kanamycin-Resistenz-vermittelnde Gen nptll (Abb. 3.1.29.A,B) (Carrer et al., 1993; Scharff
und Koop, 2007).
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Abb. 3.1.29: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arp/36
(pTF17).

A. Physische Karte der rp/36-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aphA-6, reprisentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde

benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pTF17. Beschriftung wie zuvor.
Dieses Projekt ist noch nicht abgeschlossen, aber es gelang den RFLP-Analysen zu Folge

kleine homoplasmatische Pflanzen zu regenerieren (Abb. 3.1.30). Der Phénotyp der Pflanzen

gleicht sehr stark dem der Arp/36—Pflanzen (vgl. Abb. 3.1.30 und Abb 3.1.25).

76



T L

$LSS

§ &8 8 LE

N N Y ¥ kb
-5,9

I
NN
| @ v e
l

2

4 s

S ' -1,2
Abb. 3.1.30: Phénotyp und RFLP-Analyse der rps15-rp/36-Doppelknockout-Pflanzen.

A. Der Phinotyp der Pflanze oben rechts (dieses Exemplar wurde nicht per RFLP untersucht) gleicht dem
einer typischen Arpl36-Pflanze. Die Pflanzen oben links, unten links und unten rechts sind
heteroplasmatisch, sie weisen griine als auch weille Sektoren auf. Der Balken entspricht 6 cm.

B. RFLP der transplastomischen und Wildtyp-DNA. Die obere Bande mit 5,9 kb indiziert den Wildtyp, die
Bande bei 1,2 kb das Transplastom. Beim Wildtyp ist nur die 5,9 kb-Bande zu sehen, in Pflanze
Arpl36-2 nur die Bande des Transplastoms. Die restlichen untersuchten Pflanzen besitzen beide Banden

und sind somit heteroplasmatisch.

Die Untersuchungen der Linien sind noch nicht abgeschlossen, aber offensichtlich ist es
moglich Arpl36 in den Arpsi5-Pflanzen auszuschalten. Plastiddre Ribosomen, welchen
gleichzeitig Proteine der kleinen (S15) sowie der groBen Untereinheit (L36) fehlen, sind
demnach prinzipiell funktionell und ermdglichen eine ausreichende Translation unter

heterotrophen Bedingungen in Tabak (vgl. 3.1.2.3).

3.1.2.2 Knockout von rp/36 auf der Basis von Arpl33

Arpl33-Pflanzen sind homoplasmatisch und im Rahmen eines fritheren Projektes entstanden
(Rogalski et al., 2008b). rpl33 wurde ausgeknockt und durch eine aad4-Kassette substituiert,
womit die transformierten Pflanzen ebenso Spectinomycin-resistent sind wie die ArpsiS—
Pflanzen. Der Phinotyp ist dem der transplastomischen Arpsi5—Pflanzen sehr dhnlich und
resultiert in normalwiichsige griine Tabakpflanzen, die einzig nach Kiltestress einen starken
Phinotyp =zeigen. Diese Pflanzen wurden herangezogen, um in ihnen durch
Ubertransformation mit dem Vektor pTF17 rpl36 zu inaktivieren, welcher gleichzeitig
Resistenz gegen Kanamycin vermittelt, dem Antibiotikum, das zur Selektion herangezogen

wurde.
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Dem Phinotyp nach zu schlieBen gelang es erfolgreich »pl36 im genetischen
Hintergrund von Arp/33 zu inaktivieren und homoplasmatische Pflanzen zu produzieren

(Abb. 3.1.31.A). Dies konnte durch RFLP-Untersuchung bestétigt werden (Abb. 3.1.31.B).

Abb. 3.1.31: Phanotyp und RFLP-Analyse der rpl33-rp/36-Doppelknockout-Pflanzen.
A. Blattfarbe und Form des transformrierten Pflanzen gleichen denen der Arpl36-Pflanzen (Abb. 3.1.25).

Der Balken entspricht 6 cm.
B. RFLP-Analyse der transplastomischen und Wildtyp-DNA. Die obere Bande mit 5,9 kb indiziert den
Wildtyp, die Bande bei 1,2 kb das Transplastom. In den KO-Pflanzen ist nur eine Bande bei 1,2 kb zu

sehen.

Die mit pTF17 transformierten Arp/33—Pflanzen gleichen, wie auch die Kombination rps/5-
rpl36, dem AuBeren nach Arp/36-Pflanzen (vgl. Abb. 3.1.30 und Abb. 3.1.25). Es gelang bei
dieser KO-Kombination mit hoherer Frequenz als bei der Kombination rpsl5-rpl33

transplastomische Pflanzen zu regenerieren.

3.1.2.3 Knockout von rps!5 auf der Basis von Arpl33
Der gleichzeitige Knockout der Proteine L33 und S15 wurde erreicht, indem Arpl/33-Pflanzen
mit dem Plasmid pTF16 transformiert wurden. rps/5 wurde in diesem Vektor durch die

Insertion einer kompletten aphA-6-Kassette zerstort (Abb. 3.1.32).
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Abb. 3.1.32: Physische Karten der Wildtyp-ptDNA und der transformierten ptDNA von Arpsi5
(pTF16).

A. Physische Karte der rpsi5-beinhaltenden Region des Wildtyp-Plastoms von Tabak. Die schwarzen
Rechtecke, bzw. das graue Rechteck im Falle von aphA-6, reprasentieren Gene. Gene, die sich oberhalb
der diinnen Linie befinden, werden von links nach rechts transkribiert, Gene darunter, von rechts nach
links. Restriktionsenzymerkennungsstellen, die zur RFLP-Analyse und der Herstellung der Sonde
benutzt wurden, sind ebenfalls mit dem Namen des Enzyms vermerkt.

B. Physische Karte derselben Region des Plastidengenoms nach der Transformation mit dem Vektor

pTF16. Beschriftung wie zuvor.

Per RFLP konnte nachgewiesen werden, dass die selektierten Pflanzen homoplasmatisch sind

(Abb. 3.1.33.B). Die Pflanzen sind hellgriin und besitzen gleichméBig geformte Blétter (Abb.
3.1.33.A).
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Abb. 3.1.33: Phénotyp und RFLP-Analyse der Arpsi5-Arpl33-Doppelknockout-Pflanzen.

A. Phénotyp der Mutanten. Hellgriine, gleichformige Blatter bestimmten das Aussehen der
Transformanden. Der Balken entspricht 6 cm.

B. RFLP-Analyse. Die 2,4 kb-Bande bestitigt die korrekte Insertion der aphA-6-Kassette, die 0,8 kb-
Bande stammt von Wildtyp-Plastomen. Der Genotyp der untersuchten Pflanzen weist im Fall von
Arps15-2 und Arpsi5-3 auf homoplasmatische Individuen hin. Die schwachen Wildtyp-spezifischen
Banden bei Arpsi5-1 und Arpsi5-4 indizieren noch nicht homoplasmatisches Gewebe in diesen

Individuen.

Die Untersuchungen zu den drei Doppel-Knockout-Kombinationen sind noch nicht
abgeschlossen und der Selektionsprozess ist zum Teil gerade erst abgeschlossen. Dennoch
lasst sich der Schluss ziehen, dass alle drei Kombinationen (Arpsi5-Arpl36, Arpsl5-Arpl33
und Arpl33-Arpl36) die Herstellung lebensfahiger Pflanzen erméglichen. Die Phénotypen

reichen von hellgriinen bis zu weillen Pflanzen.
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3.2 Detektion und Charakterisierung von miRNAs in Chlamydomonas

reinhardtii

3.2.1 Identifikation von miRNA-Kandidaten zur genaueren Analyse

Die zum Punkt 3.2.1 gehorigen Abschnitte 3.2.1.1, 3.2.1.2 und 3.2.1.3 basieren auf Analysen,
die von Dr. Patrick May (MPI-MP) durchgefiihrt wurden und noch nicht publiziert sind. Sie
forderten sehr interessante Fakten zu Tage, die nicht ausgespart bleiben sollen und wiederum
dem Verstdndnis des Gesamtprojektes dienlich sind.

Viele miRNAs werden wunter anderem wunter Stress oder wéhrend
entwicklungsbiologisch wichtiger Verdnderungen sowohl in Tieren als auch in Pflanzen
induziert (Punkt 1.2.1). Ziel des Projektes war es, ein moglichst grofes Spektrum von
miRNAs nachzuweisen, im besten Falle alle in Chlamydomonas reinhardtii vorkommenden
miRNAs. Dazu war es notwendig Kulturen der Algen unter so vielen unterschiedlichen
Bedingungen wie moglich anzulegen, in der Annahme, in jeder Kulturbedingung wiirde ein
spezifisches Spektrum an miRNAs exprimiert. Aus unter 28 verschiedenen Bedingungen
(mt+-Gameten, mt- Gameten, CC1690-Stamm Gameten, mixotroph log. Phase, mixotroph
Stationdre Phase, heterotroph, phototroph, Fe-Mangel, Co-Mangel, K-Mangel, Cu-Mangel,
Mo-Mangel, Zn-Mangel, B-Mangel, P-Mangel, S-Mangel, Kailtestress, Hitzestress,
osmotischer Stress, oxidativer Stress, Cd-Stress, Cu-Stress, Gameten-Stdmme vegetative log.
Phase, Gameten-Stdmme, vegetative stationdre Phase, Wechsel der N-Quelle: NH;3 -> KNO3
und KNO; -> NHj3) angezogenen Algenkulturen wurden kleine RNAs (<50 nt) isoliert und in
zwel separaten Ansidtzen vereinigt (um die Anzahl an Sequenzierungsldufen niedrig zu
halten). Eine der beiden RNA-Bibliothek, mit der Bezeichnung A4, enthielt RNA aller
entwicklungsbiologisch relevanten Bedingungen, die andere RNA-Bibliothek, CC, enthielt
RNA aus den restlichen Bedingungen. Die beiden Ansédtze wurden nach entsprechender
vorbereitender Prozessierung per NGS (Illumina/Solexa) von GATC-Biotech, Konstanz,
sequenziert. Die Ausgabe dieser Methode sind kurze Nukleotidsequenzen, die als Reads
bezeichnet werden. Die bis zu diesem Punkt notwendigen Laborarbeiten wurden von Dr.
Christin Albus durchgefiihrt. Ich habe das Projekt im Anschluss an das NGS und die
bioinformatische Auswertung der Rohdaten iibernommen und die Hochdurchsatz-Analyse-

Plattform entwickelt.
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3.2.1.1 Gesamtzahl der Reads und Anzahl disktinkter Reads

Insgesamt ergaben sich aus den beiden Sequenzierldufen ~90 Millionen Reads. Diese setzen
sich vor allem aus Degradationsprodukten der zelluliren RNA-Spezies zusammen und nur zu
einem geringen Teil aus echten miRNA-Sequenzen. Damit die tatsdchlichen miRNA-
Sequenzen identifiziert werden konnten, mussten offensichtliche Kontaminanten wie rRNA-
und tRNA-Sequenzen aus dem Datensatz entfernt werden. Ebenso wurden Sequenzen nicht
weiter analysiert, die aulerhalb des fiir miRNAs zu erwartenden GroBenspektrums (~16-25
nt) lagen.

Der Schliisselschritt zur Identifikation putativer miRNAs liegt in der Anwendung des
folgenden Prinzips: Eine Sequenz des Datensatzes, die alle obig genannen Ausschlusskriterien
nicht erfiillt, wird auf Komplementaritit zu genomischen Sequenzen von Chlamydomonas
untersucht. Stimmt die Sequenz zu 100 % {iiberein, werden die angrenzenden 100 Nukleotide
beiderseits dieses Locus, desselben Stranges, (bioinformatisch) extrahiert. Diese Sequenz von
nun 216-225 nt wird auf die Fahigkeit untersucht, die fiir miRNA-Vorldufer typische Stem-
Loop-Konformation einnehmen zu kénnen (Punkt 1.2.2). Ist die Moglichkeit der Faltung
dieser Sequenz in diese spezielle Sekundirstruktur gegeben, handelt es sich mit grofer
Wabhrscheinlichkeit um den kodierenden Locus der miRNA. Nach Anwendung dieses

Suchalgorithmus gelang es 3710 putative miRNA-Vorlaufer-Molekiile zu identifizieren.

3.2.1.2 Konsistenz der NGS-Daten mit publizierten Daten

Zum Zeitpunkt der Analyse waren 84 miRNA-Sequenzen {iber die mirbase.org-Datenbank
des Sanger-Institutes zugénglich, die aus den Datensédtzen von Molnar und Zhao stammen
(Molnar et al., 2007; Zhao et al., 2007). Um die Qualitit unseres Datensatzes zu iiberpriifen
wurde verglichen, ob die publizierten Sequenzen auch in diesem Datensatz zu finden sind.
Von jenen 84 Sequenzen konnten in unserem Datensatz 78 miRNAs mit 100 % Identitét
gefunden werden. Mit weniger stringenten Kriterien (90 % Identitit) konnten 82 Sequenzen
bestitigt werden. Generell spricht diese hohe Abdeckung der publizierten miRNAs fiir eine
hohe Qualitidt des Datensatzes. Die Abweichungen lassen sich durch Sequenzierartefakte und
die genetische Diversitit der verwendeten Stdmme erkldren, die durchaus auch SNPs in

miRNAs beinhalten kann.

3.2.1.3 miRNA-Vorldufer-Vorhersagen

Nach der bioinformatischen Auswertung der Sequenzinformationen lagen 3710 putative
miRNA-Vorldufer-Molekiile vor. Der unter 3.2.1.1. beschriebene Algorithmus konnte in
vielen Féllen wihrend der Analyse im Hinblick auf die extrahierte Lénge der angrenzenden
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Sequenzen verdndert werden. In einigen Fillen war es mdglich diese Lange auf 300-400 nt
beiderseits der miRNA-Sequenz auszudehnen. Damit sticht Chlamydomonas reinhardtii unter
allen (miRNA-kodierenden) Organismen hervor. Die hier gefundenen miRNA-Vorldufer sind
die ldngsten Vorldufer-Molekiile, die bisher bekannt sind (mirbase.org). Der Median der
Vorlduferldnge liegt bei 185 Nukleotiden, der Durchschnitt bei 250 nt, im Kontrast zum
Median von 125 nt und einem Durchschnitt von 144 nt bei hoheren Pflanzen (alle Arten mit
miRNAs) (Abb. 3.2.2). Das lidngste jemals vorhergesagte Einzelmolekiil ist mit 932 nt
ebenfalls im Chlamydomonas-Datensatz zu finden.

all plants chlamy
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Abb. 3.2.2: Boxplots der Langen von miRNA-Vorldufern. Links: alle Vorldufer aller Spezies, Mitte: Vorldufer
aus Pflanzen, rechts: Vorldufer aus Chlamydomonas reinhardtii. Des Formats wegen sind unterschiedliche

Achsenmalstéibe gewihlt (Abb. von May, unpublizierte Daten).

Grafische Beispiele fiir vorhergesagte Vorldufer sind in Abb. 3.2.3 abgebildet. Sie geben
einen Eindruck von der Gesamtstruktur der miRNA-Vorldaufermolekiile, die durch lange und
nahezu durchgehend komplementire Stammbereiche und zuweilen stark verzweigte

Schleifenbereiche gekennzeichnet sind.
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Abb. 3.2.3: Beispiele fiir lange miRNA-Vorldufer. Im untersten Vorldufer sind die reife miRNA und ihr
korrespondierender Star-Strand rot und violett markiert, im mittleren Vorldufer sind miRNA und Star-Strand
blau und violett gekennzeichnet. Im mittleren sowie im obersten Vorldufer sind in roter Farbe miRNA-
Sequenzen markiert, bei denen kein Star-Strand nachgewiesen werden konnte (Abb. von P. May, unpublizierte

Daten).

3.2.2 Analyse einzelner Bedingungen

Da die cDNA-Bibliotheken aus vereinigten RNA-Isolationen verschiedener Bedingungen
stammten (nach der RNA-Isolation und vor der cDNA-Synthese wurden die Proben
vereinigt), war es nicht moglich, ausgehend von den Ergebnissen der Sequenzierung und der
bioinformatischen Analyse, quantitative oder qualitative Aussagen liber das Vorkommen
einer bestimmten miRNA in einer bestimmtem Wachstumsbedingung zu treffen. Es galt
fortan eine Methode zu entwickeln, die genau dieses ermoglicht. In Frage kommende
Technologieplattformen sind NGS, Microarrays und qRT-PCR. Aus Griinden der
aufwindigen bioinformatischen Analyse und der langwierigen Herstellung von miRNA-
cDNA-Libraries wurde NGS ausgeschlossen. Der erste Versuch, die Expressionsniveaus der
Kandidaten-miRNAs zu messen, wurde mit Microarrays gestartet (bei febit biotech GmbH).
Hierbei traten erhebliche technische Probleme auf, sodass diese Methode ebenfalls
ausgeschlossen werden musste. So war es febit biotech nicht moglich, mit ein und derselben
RNA-Probe, reproduzierbare Hybridisierungen zu titigen (Daten nicht gezeigt). Durch eine
zu spite Information {iber die bestehenden Probleme wurde ca. ein halbes Jahr Laborarbeit
verschwendet.

Die verbleibende realisierbare Option war die Entwicklung einer qRT-PCR-Plattform.
Um die technische Machbarkeit und Reproduzierbarkeit der Methode zu testen, wurde die
Anzahl der Kandidaten-miRNAs vorldufig stark reduziert, auf die 192 miRNAs, die am

abundantesten in den Sequenzierungsdatensétzen vorlagen.
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3.2.2.1 Etablierung der Stem-Loop-qRT-PCR

gRT-PCR bietet den Vorteil einer jederzeit moglichen Erweiterung der Plattform um weitere
miRNA-Sequenzen und eine hohe Flexibilitdt, da alle Arbeitsschritte ohne Involvierung
dritter durchgefiihrt werden konnen. Da standardméfBige qRT-PCR-Systeme mit
Amplikongrofen um 70-100 nt arbeiten, miRNAs aber Lédngen um 21 nt aufweisen, musste
ein spezieller qRT-PCR-Typ, die Stem-Loop-qRT-PCR verwendet werden, um diese damit
messen zu konnen (Chen et al., 2005; Carroll et al., 2006; Mestdagh et al., 2008). Bei dieser
Methode werden miRNA-Sequenzen {iber einen Zwischenschritt auf {ibliche Amplikongréf3en
verldngert und somit messbar gemacht (Punkt 2.3.6). Mit dieser Methode wurde die relative
Abundanz von 192 verschiedenen miRNAs in Chlamydomonas-Zellen untersucht, die unter
23 verschiedenen Bedingungen kultiviert worden waren. Zur Analyse der Daten wurde das

Programm Quantpipe von Dr. Samuel Arvidsson (MPI-MP) verwendet (Arvidsson, unpubl.).

3.2.2.2 Ergebnisse der Stem-Loop-qRT-PCR

3.2.2.2.1 Qualitdtsmerkmale der qRT-PCR

Die einzelnen PCR-Reaktionen miissen mehrere Qualitétspriifungen iiberstehen, um nicht von
der Auswertung ausgeschlossen zu werden. Dazu gehort bspw. die Schmelzkurve des
amplifizierten Amplikons. Liegt nur ein PCR-Produkt vor, sollte nur ein Peak sichtbar sein,
liegen zwei oder mehr Peaks vor, wurden weitere Sequenzen mitvervielféltigt. Oft handelt es
sich dabei um Primerdimere oder unspezifisch amplifizierte DNA-Sequenzen. Bei
Betrachtung der Schmelzkurven der miRNA-Plattform fillt der teilweise sehr hohe
Hintergrund auf (Abb. 3.2.4). Messungen anderer Arbeitsgruppen am Institut, die die gleiche
Stem-Loop-qPCR-Technik an anderen Organismen und miRNAs benutzten, wiesen die
gleichen hohen Hintergrundfluoreszenzen auf (M. Devers, personl. Komm., MPI-MP).
Generell mussten aufgrund der bestehenden Fakten, die Schmelzkurven-betreffenden
Qualitétskriterien aufgeweicht werden, da dies sonst zum Ausschluss zu vieler Messungen
gefiihrt hétte. Praktisch bedeutet dies, dass die vielen bei niedrigeren Temperaturen
auftretenden kleineren Nebenpeaks ignoriert werden (die normalerweise zum Auschluss des
Messwertes fiihren). Generell scheint das Problem von Resten der Stem-Loop-Primer (SLPs)
herzuriihren, die bei niedrigeren Temperaturen in ihre Stem-Loop-Konformation {ibergehen

und so zusitzliche Fluoreszenzsignale erzeugen konnen.
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Primer pair 9 (Cre_mir_09)
Median peak: 78.6 (SD: 0.278)

Primer pair 15 (Cre_mir_15)
Median peak: 79.2 (SD: 0.408)

0.10 015 020 0.25

Derivative of deltaRn
000 005 010 015 020 025
Derivative of deltaRn

000 0.06

Temperature (C) Temperature (C)

Abb. 3.2.4: Schmelzkurvenanalyse von zwei ausgewéhlten untersuchten miRNAs. Jede einzelne PCR-Reaktion
ist durch eine rote Linie reprisentiert. Neben dem Hauptpeak treten viele kleinere Signale auf, deren genaue

Herkunft nicht geklért werden konnte.

Auffallend ist die hohe Reproduzierbarkeit der Messwerte der verwendeten biologischen

Replikate, denn von einigen Ausreilern abgesehen, ergaben sich nur moderate
Standardabweichungen (vgl. kompletter Datensatz in 10.2). Jede miRNA wurde anhand von
zwel biologischen Replikaten gemessen, die ihrerseits aus je zwei technischen Replikaten
bestanden. Die biologischen Replikate aller 23 Bedingungen, von vier abgesehen, deren
Messungen aufgrund schlechter Qualitidt wiederholt werden miissen, korrelieren sehr stark

miteinander und kommen qualitativ technischen Replikaten sehr nahe (Abb. 3.2.5).
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Abb. 3.2.5: Qualitdt der biologischen Replikate. Es sind auf beiden Abbildungen jeweils die Ct-Werte der zwei

untersuchten biologischen Replikate gegeneinander aufgetragen (dazu wurde der Mittelwert der technischen

Replikate verwendet). Replikum 1 auf der X-Achse, Replikum 2 auf der Y-Achse. Links: Untersuchte Bedingung:

Schwermetallstress mit 200 mM Cu. Rechts: Untersuchte Bedingung: Wechsel der N-Quelle von Ammonium zu

86

Nitrat.



Von den ungewoOhnlichen zusitzlichen Schmelzkurvenpeaks abgesehen, entsprachen alle

Messungen den iiblichen qPCR-Standards.

3.2.2.2.2 Messergebnisse der qRT-PCR

In ~17500 Einzelmessungen konnten erfolgreich spezifische miRNAs gemessen werden.
Probesequenzierungen anhand von zehn ausgewihlten Reaktionen zum Nachweis
verschiedener miRNAs bestitigten die spezifische Amplifikation der erwiinschten miRNAs
(Daten nicht gezeigt).

Die Messungen erfolgten semiquantitativ, so dass ein relativer Vergleich zwischen
verschiedenen Bedingungen auf eine miRNA bezogen mdglich sind, jedoch kénnen keine
Aussagen liber die absolute Menge getroffen werden. Alle gestesteten Haushaltsgene (acht
verschiedene; Daten nicht gezeigt) wiesen in den verschiedenen Bedingungen zu hohe
Varianzen auf, so dass die Expression der miRNAs nicht auf Haushaltsgene normalisiert
werden konnte. Mit ~17500 Einzelmessungen ist der Datensatz aber ausreichend grof3, um ihn
mit der fiir groe Datensétze geeigneten Quantilnormalisierungsmethode (Mar et al., 2009)
normalisieren zu konnen. Die Expressionsstirken sind insgesamt weit gestreut: es konnten
sowohl sehr hoch abundante miRNAs nachgewiesen werden, als auch nur duBlerst gering

exprimierte (Abb. 3.2.6).

Abb. 3.2.6: Verteilung der im
Durchschnitt erreichten Ct-Werte.

Die am stirksten exprimierten

miRNAs wiesen Ct-Werte von 15

m<15 oder weniger auf. Diese machten
| 15-20 3,6 % aller untersuchten miRNAs
0 20-25

0 25-30 aus. Hohe Ct-Werte von mehr als 30
m>30 besallen 38,6 % der miRNAs.

Grundsitzlich ist zu beobachten, dass, je hoher die Expressionsstérke liegt, um so eindeutiger
der Schmelzkurvenpeak wird und die Hintergrundpeaks verschwinden. Der hohe Hintergrund
betrifft damit vor allem die niedrig abundanten miRNAs (Ct-Werte > 30). Dies bedeutet, dass
erst ab dem 30. Zyklus der PCR der Schwellenwert vom Fluoreszenzsignal des

Amplifikationsproduktes erreicht, bzw. gerade iiberschritten wird. Auch ist in diesem Bereich
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viel hdufiger der Ausschluss eines Wertes aufgrund von nicht bestandener Qualitétspriifungen

zu verzeichnen sowie deutlich hohere Standardabweichungen als bei stirker exprimierten

Transkripten. Generell befinden sich die Standardabweichungen in einem tolerablen Rahmen,

der iiblicherweise unter einer Ct-Wert-Einheit bleibt, wie an dem in Abb. 3.2.7 gezeigten

Beispiel ersichtlich wird.
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Abb. 3.2.7: Grafische Darstellung der Expressionswerte von sieben verschiedenen miRNAs.

Auf der X-Achse sind die miRNAs 107, 108, 109, 110, 111, 113 und 115 dargestellt. Die Einheit der Y-Achse ist

aus dem Ct-Wert abgeleitet (40 minus Ct-Wert) und somit bindrlogarithmisch. Eine Verédnderung um eine

Skaleneinheit entspricht einer Verdopplung/Halbierung des Expressionswertes. Stark exprimierte miRNAs, wie

Nummer 107 und 113 besitzen in dieser Darstellungsweise die hochsten Werte. Gering exprimierte, die

geringsten Werte (Nummer 109 und 115). (Bedingungen: Cd-Stress: Cadmiumstress, Cu-Stress: Kupferstress,

dB: Borentzug, dCo: Kobaltentzug, dCu: Kupferentzug, dMn: Manganentzug, dMo: Molybdinentzug, dP:

Phosphorentzug, dZn: Zinkentzug, osmotischer Stress: Sorbitstress, oxidativer Stress: H,O,-Stress, Kiltestress:

4°C, Hitzestress: 42°C, Phototroph: keine C-Quelle im Medium, Standard log-Phase: Referenz 1, Stamm

CC1690 in Standard-TAP-Medium in log. Phase, Standard stationér: Referenz 2, Stamm CC1690 in Standard-

TAP-Medium in stationdrer Phase, N-Quellenwechsel zu Nitrat, Gameten mt-, Gameten mt+: selbsterkldrend)
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Es treten sowohl stark differenziell exprimierte (58 von 192) (Abb. 3.2.8.), als auch
konstant bleibende miRNAs (6 von 192) auf (Abb.3.2.8). Die restlichen miRNAs (128 von



192) weisen mittelstarke differenzielle Expressionen auf bzw. sind nach der Qualitétspriifung

ausgeschlossen worden. Sdmtliche Expressionsdaten befinden sich im Anhang unter 10.2.

Abb. 3.2.8: Konstant Dbleibende und
verdnderliche miRNAs. Links: Die stark

25 1

Wert gehort zur Bedingung ,,Wechsel der N-

Quelle von Ammonium zu Nitrat“. Die

Expressionswerte in den anderen Bedingungen

befinden sich zwischen 15 und 18. Dies

exprimierte miRNA Nummer 61 ist in allen
Bedingungen mit nahezu gleichbleibender
7 7 Stirke exprimiert. Die schwach exprimierte
5 miRNA Nummer 60 muss aufgrund verfehlter
%15_ 5% Qualitéitspriifungskriterien auflen vor bleiben.
_g -'Ej Rechts: miRNA Nummer 171 wird differenziell
g g reguliert. Die beiden hdchsten Messwerte bei
é’m ] 510_ 21 und 22 gehdren zu den beiden
? I ‘“ Gametentypen (mt+ und mt-), der dritthdchste

10 ns

bedeutet eine  ~128x  Differenz  der
Expressionsstarken zwischen der schwéchsten

und der stérksten Expression. Die miRNA 170 hat die Qualitdtskontrollen ebenfalls nicht bestanden.

Knapp 40 % aller bis zum jetzigen Zeitpunkt untersuchten miRNAs befinden sich auf einem
sehr niedrigen Expressionsniveau und besitzen keine sauber trennbaren Schmelzkurven. Der
Rest der Messungen besitzt grundsitzlich gute Qualititmerkmale und weist auf zum Teil
interessante  differenzielle Regulationen der Transkriptabundanz wunter verschiedenen
Bedingungen hin. Um aber eine Aussage liber die regulative Kapazitit einer bestimmten
miRNA treffen zu konnen, muss zuerst deren Ziel-mRNA identifiziert werden und deren
Regulation durch die miRNA in weiteren Experimenten validiert werden. Im Fall der
Degradierung der mRNA durch die Slicer-Aktivitdit von AGO-Proteinen konnte nach
spezifischen Degradierungsprodukten gesucht werden, im Fall einer translationellen
Repression ohne Zerstorung der mRNA miisste die Menge des in der mRNA kodierten
Proteins oder die Assoziation der mRNA mit aktiv translatierenden Ribosomen bestimmt

werden.
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3.2.3 Zielvorhersagen fiir einzelne miRNAs
Vorldufige Vorhersagen (Daten nicht gezeigt) fiir von den miRNAs regulierte Transkripte
weisen auf einige interessante Kandidaten hin, die es in Zukunft exakter zu analysieren gilt,

wie bspw. die Transkripte Flagellen-assoziierter Proteine (vgl. Diskussion unter 4.3).
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4. Diskussion

4.1 Essentielle und nicht-essentielle ribosomale Proteine in Tabakplastiden

4.1.1 Essentielle Konstituenten des Chloroplastenribosoms

Nicht alle Bestandteile des Ribosoms sind essentiell, wie man unter anderem von E. coli weily
(Baba et al., 2006; Shoji et al., 2011). Im Plastom vieler parasitischer Pflanzen fehlen die
Gene einiger ribosomaler Proteine. Es galt die Frage zu beantworten, ob diese fehlenden
Proteine generell fiir die Funktion des Ribosoms verzichtbar sind, oder in den Parasiten eher
mit einem EGT der Gene zum Kern gerechnet werden muss. Die fiir die durchgefiihrten KO-
Experimente ausgewihlten Kandidaten wurden wie folgt bestimmt: (1) nicht-essentiell in E.
coli, und/oder (2) abwesend vom Plastom parasitischer Spezies. Diese Gene ribosomaler
Proteine wurden per biolistischer Transformation durch Antibiotika-Resistenzgene ersetzt.
Fiinf stellten sich als essentiell heraus, zwei als nicht-essentiell.

Der Knockout der Gene rps3, rpsi6, rpl22, rpl23 und rpl32 fiihrte zu
heteroplasmatischen Pflanzen. Es konnten fiir keines der Konstrukte homoplasmatische
Individuen erzeugt werden. Die ausgeschalteten Gene, allesamt essentiell, besitzen Homologe
in E. coli, die ebenfalls essentiell sind, was neben den in 1.1.2.2 aufgezeigten Eigenschaften
ein weiterer Hinweis auf die Ahnlichkeit bakterieller und plastidirer Ribosomen ist.

L32 ist laut Baba et al. (2006) ein nicht-essentieller Bestandteil des Ribosoms von E.
coli. Nachdem die Transformation mit beiden Knockout-Vektoren (Abb. 3.1.1.1.5) nicht zu
den erwarteten Ergebnissen fiihrte, wurde der entsprechende E. coli-Stamm der Keio-
Kollektion (Baba et al., 2006; CGSC, Yale) bestellt, um zu iiberpriifen, ob der Knockout von
rpmF (- Homolog von rp/32 in E. coli -) dort tatséchlich stattgefunden hat. Die Sequenzierung
des bakteriellen rpmF Genlocus allerdings erbrachte den Nachweis, dass das Gen nicht
ausgeknockt wurde. Es kann daher keine Aussage dariiber getroffen werden, ob L32 in
Bakterien essentiell oder nicht-essentiell ist. Angesichts der sonstigen Konsistenz der in dieser
Studie erbrachten Daten, erscheint es allerdings wahrscheinlicher, dass es sich bei L32 um ein

auch fir E. coli essentielles Protein handelt.
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4.1.2. Nicht-essentielle Konstituenten des Chloroplastenribosoms

4.1.2.1 rpsl5:

Anders als bei den oben genannten Genen gelang es im Falle von rps/5 erfolgreich
Knockout-Mutanten  herzustellen. Die erzeugten Arpsi5-Pflanzen blieben unter
Standardwachstumsbedingungen optisch unauffillig und sind vom Wildtyp, von ihrem etwas
langsameren Wachstum abgesehen, nicht zu unterscheiden. Dennoch weisen sie eine
signifikante Reduktion von Photosynthesekomplexen und translatierenden Ribosomen auf
(Abb. 3.1.13, 3.1.22, 3.1.21). Diese Effekte treten vor allem in sehr jungen, sich erst
entwickelnden Blittern auf und sind unter Kailtestress nochmals in deutlich stirkerer
Auspriagung zu beobachten (Abb. 3.1.13 und 3.1.14). Bezogen auf die Merkmale junger
Blatter der KO-Pflanzen decken sich diese Beobachtungen mit der Erwartung, denn der
Bedarf der Translationskapazitit ist in jungen Blittern am hochsten, da zu jenem
Entwicklungsstand die gesamte Photosynthesemaschinerie de novo synthetisiert und
assembliert wird (M. Hojka, Dissertation; M.A. Schéttler und M. Hojka, pers. Komm, (beide
MPI-MP)). Der Phénotyp ldsst darauf schlieBen, dass die iiber Ribosomen ohne S15
verfligbare Translationskapazitdt dem Bedarf der jungen Blitter nicht entspricht und nur eine
geringere Dichte an Photosynthesekomplexen produziert werden kann. In ausgewachsenen
Blittern Menge hingegen geringere Translationskapazititen zur Aufrechterhaltung der
Photosynthesefunktionen. So miissen im Wesentlichen nur noch beschiadigte Komplexe
repariert werden, indem einzelne Komplexproteine ersetzt werden, was weitaus weniger
Translationskapazitit einfordert, als die Neusynthese aller Komponenten des Komplexes
(Betroffen ist vor allem PSII; die anderen Komplexe sind stabiler). Auch dies stimmt {iberein
mit dem beobachteten unauffilligen optischen Phénotyp, als auch mit der Polysomenbeladung
in dlteren Blittern, die weniger stark vom Knockout betroffen sind als junge Blatter (Abb.
3.1.21). Der dramatische Phénotyp der Kélte-gestressten Arpsi5-Pflanzen rithrt von einer
starken Reduktion der Translationskapazitit her, die den Effekt der in jungen Blittern
registrierten Reduktion bei Weitem iibertrifft. Dies liegt u.a. daran, dass unter Kéltestress wird
neben den anderen PSII-Komplexproteinen vor allem das Photosyntheseprotein D1, welches
auch unter Standardbedingungen konstantem photoxidativem Schaden ausgesetzt ist, noch
schneller als iiblich degradiert, weshalb dieses permanent durch neu synthetisierte Proteine
ausgetauscht werden muss beansprucht (Asada und Takahashi, 1987; Asada, 2006; Schéttler
et al., 2011). AuBlerdem kommt es bei niedrigen Temperaturen auf der PSI-Akzeptorseite zur

verstiarkten Bildung von Hydroxylradikalen, die normalerweise im Mehler-Asada-Zyklus
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entgiftet wiirden, der aber bei tiefen Temperaturen eine geringere Kapazitit besitzt. Dies wirkt
sich destabilisierend auf das gesamte PSI aus, welches folglich ebenfalls eine hohe Rate an zu
synthetisierenden Proteinen fiir sich beansprucht (Asada und Takahashi, 1987; Asada, 2006;
Schéttler et al., 2011).

Welche Erklarungen konnen Anhaltspunkte iiber die aufgetretenen Phdnomene
liefern? Die Nachteile im Wachstum und in der Kiltetoleranz, die die Arpsl5-Pflanzen
gegeniiber dem Wildtyp haben, lassen sich auf zwei grundlegende Erkldrungsmoglichkeiten
reduzieren. Entweder sind die Probleme auf eine reduzierte Translations(initiations)effizienz
des assemblierten Ribosoms zuriickfithren, und/oder sie rithren von grundlegenden Fehlern
wihrend der Ribosomenassemblierung her, die zu einer geringeren Abundanz von
(funktionellen) Ribosomen fiihren. Diese Betrachtungsweise ldsst drei mogliche Phinomene
hervortreten, die dazu im Stande sind, die Translationskapazitdt zu beeintrachtigen. Dies sind:
(1) Reduzierte Abundanz an funktionellen Ribosomen
(2) Reduzierte Funktionalitit der assemblierten 30S-Untereinheit
(3) Reduzierte Stabilitdt des 70S-Komplexes

Diese Erkldrungsmdglichkeiten werden im Folgenden erldutert.

4.1.2.1.1 Reduzierte Abundanz funktioneller Ribosomen

S15 spielt eine wichtige Rolle wihrend der Assemblierung der 30S-Untereinheiten
(Talkington et al., 2005; Kaczanowska und Rydén-Aulin, 2007; Woodson, 2008; Connolly
und Culver, 2009; Sykes et al., 2010). Der Nomura-Assemblierungs-Karte (Mizushima und
Nomura, 1970) fiir E. coli-Ribosomen zufolge ist S15 eines der ersten Proteine, welches ko-
transkriptionell an die 16S rRNA bindet (Abb. 4.1.1). Von seiner Bindung werden unmittelbar
die ribosomalen Proteine S6 und S18 beeinflusst, die als Dimer auftreten, mittelbar auch die

Proteine S11 und S21 (Abb. 4.1.1).
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3’ Domain Abb. 4.1.1: Die Nomura-Assemblierungskarte zeigt die

5" Domain

Bindungshierarchien und Abhingigkeiten der ribosomalen
Proteine. Die Pfeile symbolisieren die
Bindungsabhéngigkeiten. ~ Farbig  sind  dabei  die

durchschnittlichen Bindegeschwindigkeiten wéhrend des in

vitro-Assemblierungsprozesses dargestellt. Rot: sehr schnelle
Bindung, Orange: schnelle Bindung,  Griin: mittlere
Bindungsgeschwindigkeit, Blau: langsame Bindung, Violett:

sehr langsame Bindung. Nicht farbig markiert: Keine Daten

vorliegend (Talkington et al., 2005; Mizushima und Nomura,
1970; Sykes and Williamson, 2009) (Abb. aus Talkington et
al., 2005).

Meist bewirkt die Bindung eines ribosomalen Proteins eine Konformationsidnderung in der
Struktur der rRNA, die darauthin die Bindung weiterer Proteine und in Folge dessen weitere
Konformationsédnderungen zulésst (vgl. 1.1.2.3). Zum Beispiel ist von S4 und S7 bekannt,
dass sie einen starken Einfluss auf die Sekundarstruktur der 16S rRNA ausiiben, S20 und S17
hingegen aber zu kaum detektierbaren Verdnderungen der Struktur fiihren (Sykes und
Williamson, 2009). Dies liegt daran, dass die 5’-Domine der 16S rRNA selbstindig dazu
fahig ist, ohne die Hilfe ribosomaler Proteine ihre finale Form einzunehmen und S17 und S20
bei diesem Vorgang nur unterstiitzend wirken. S8 als auch S15 sind zwischen diesen beiden
Extremen anzusiedeln. Sie iiben einen mittelstarken Einfluss auf die Konformation der rRNA,
vor allem auf ihre zentrale Doméne aus (Sykes und Williamson, 2009). Gleichzeitig ist S15
auch eines der abundantesten ribosomalen Proteine wéhrend der frithen
Assemblierungsphasen des Ribosoms (Abb. 4.1.2) (Talkington et al., 2005; Williamson et al.,
2010). Die finale Position von S15 befindet sich auf der den funktionellen Zentren
abgewandten Seite, an der Kontaktfliche der beiden Untereinheiten (Abb. 4.1.2).
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Abb. 4.1.2: Bindeverhalten und Lokalisation der Proteine der SSU. Linkes Bild: Diagramm der gebundenen

Proteinfraktion iiber die Zeit. Exemplarisch sind fiir jede der fiinf Gruppierungen (Abb. 4.1.1) einzelne Proteine,
u.a. S15, herausgegriffen, um deren Anreicherung im Ribosom im Verlauf seiner Assemblierung zu
visualisieren. Rechtes Bild: Die Positionen der Proteine der kleinen Untereinheit, markiert in der final
assemblierten kleinen Untereinheit in der Draufsicht. S15 ist am linken Rand zu erkennen. Die nicht dargestellte
grofle Untereinheit befdnde sich unter der abgebildeten Untereinheit (Talkington et al., 2005; Mizushima und
Nomura, 1970; Sykes and Williamson, 2009) (Abb. aus Talkington et al., 2005).

Es ist davon auszugehen, dass S15 in Tabak die gleiche oder zumindest eine seinem
bakteriellen Homolog in E. coli sehr dhnliche Funktion erfiillt. Diese Annahme wird unter
anderem dadurch begriindet, dass sehr viele Charakteristika von bakteriellen und plastidéren
Ribosomen geteilt werden, wie Tabelle 1.1.2 der Einleitung zu entnehmen ist. Ebenso liegt
die Ubereinstimmung, die Essentialitit der ribosomalen Proteine betreffend, zwischen E. coli
und Tabakplastiden bisher bei 100 % (alle untersuchten Proteine betrachtend). Dariiber hinaus
ist die Sequenz der 16S rRNA zwischen Bakterien (E. coli) und Tabakplastiden zu ca. 75 %
konserviert. Die Nukleotide, welche von S15 gebunden werden, sind sogar zu iiber 80 %
identisch (Svensson et al., 1988). Dies fiihrt in beiden Organismen zur Ausbildung sehr

dhnlicher Sekundérstrukturen, was diese These weiter untermauert (Abb. 4.1.3).
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Abb. 4.1.3: Vergleich der 16S-Sequenzen von E. coli und Chloroplasten.

Oberer Bildteil: Vergleich der gesamten rRNA-Sequenz zwischen E. coli und Tabak-Plastiden. Die blauen
Flichen stellen den Grad der Ubereinstimmung zwischen beiden Sequenzen dar (Vector NTI 10.3.0, Invitrogen).
Auf der X-Achse ist die 16S-Sequenz in Nukleotiden aufgetragen, auf der Y-Achse der Grad der
Ubereinstimmung, der mehrfach das Maximum von 100 % erreicht. Schwarzer Balken: siche unten.

Unterer Bildteil: Links: Ausschnitt der Sekundérstrukur der 16S rRNA von E. coli. Rechts: Ausschnitt der
Sekundérstrukur der 16S rRNA von Plastiden aus Nicotiana tabacum. Im roten Kreis befindet sich jeweils der
fiir die Bindung von S15 relevante Bereich (M-Fold Webserver; Svensson et al., 1988). Dieser Bereich ist im

oberen Bildteil als schwarzer Balken markiert.

Die Primérstruktur von S15 selbst ist zwischen beiden Spezies zwar nur zu 44 %
identisch, die Sekunddr- und Tertidrstrukturen allerdings, die generell weitaus bessere
Indikatoren der Funktionalitit eines Proteins sind, weisen eine groBe Ahnlichkeit u.a. in der

Organisation der vier (drei) a-Helices auf (Abb. 4.1.4).
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Abb. 4.1.4: Vergleich der Aminosédurensequenzen von S15 von E. coli und Chloroplasten.

Oberen Bildteil: Vergleich der gesamten Aminosdurensequenz zwischen E. coli und Tabak-Plastiden. (Vector
NTI 10.3.0).

Unterer Bildteil: Proteinmodelle von S15. Links: S15 aus E. coli. Rechts: S15 aus Tabak. Die rdumliche
Organisation der beiden Proteine stimmt grof3tenteils {iberein (SWISS-MODEL Workspace: Peitsch, 1995; Guex
und Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003; Arndold et al., 2006; Kiefer et al., 2009).

Es ist denkbar, dass die Assemblierung der plastiddren 70S-Ribosomen ohne S15
langsamer und mit geringerer Effizienz stattfindet als in seiner Gegenwart, weshalb zu keinem
Zeitpunkt geniigend 30S-Untereinheiten zur Vereinigung mit 50S-Untereinheiten zu 70S-
Ribosomen zur Verfiigung stehen, um auf dem Niveau des Wildtyps Proteine synthetisieren
zu konnen. Dies konnte den préferenziellen Verlust der kleinen Untereinheit im Gegensatz zur
groBBen erkldren (Abb. 3.1.1.2.1.3). Dennoch fiihrt die Abwesenheit von S15, genauso wie in
E. coli, nicht zu einem Abbruch der Assemblierung (Bubunenko et al., 2006). Offenbar sind
die restlichen ribosomalen Proteine und Assemblierungsfaktoren auch in Tabak dazu in der
Lage das Fehlen von S15 unter Standardbedingungen grdftenteils zu kompensieren und
trotzdem eine korrekte Faltung der rRNA und die Bindung aller anderen ribosomalen Proteine
zu ermoglichen. Interessanterweise scheint die verminderte Menge der 16S rRNA bzw. der
SSUs iiber einen unbekannten Vermittler einen Kompensationsmechanismus zu aktivieren,
welcher zu verstdrkter Transkription der rDNA-Operons fiihrt (Abb. 3.1.18 und 3.1.19). Im
Fall der 16S rRNA reicht dies jedoch nicht aus, um den Effekt der verlangsamten
Assemblierung auszugleichen, da der Flaschenhals nicht bei einer zu geringen Menge an 16S-

Vorldufern liegt, sondern bei der verlangsamten Integration in den Assemblierungsprozess
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und damit verbundener zu langsamer Prozessierung. Einzig eine Anreicherung an 17S-
Vorldaufern wird erreicht, jedoch werden nicht-inkorporierte 16S rRNAs rasch degradiert
(Abb. 3.1.18.B) (Walter et al., 2010). Diese Anreicherung an 17S-Vorldufern wurde auch in
der korrespondierenden E. coli-Knockoutmutante festgestellt (Bubunenko et al., 2006). Da
samtliche plastidire rRNAs im gleichen Operon kodiert sind, fiihrt der kompensatorische
Versuch der ,,Uberexpression” des rDNA-Operons auch zu einer Uberakkumulation von
rRNAs der LSU und in Folge dessen zu einer iibermadfigen Anreicherung grofer ribosomaler
Untereinheiten, deren Assemblierung unabhéngig von der der kleinen Untereinheiten ablauft
(sofern die ribosomalen Proteine nicht limitierend sind). Parallel dazu findet eine
Akkumulation von Vorldufern der 23S rRNA statt (Abb. 3.1.18.C,D). Diese beiden Effekte
fiihren wahrscheinlich gemeinsam zu dem stark verschobenen stochiometrischen Verhiltnis
von kleinen zu grolen Untereinheiten in den Arpsi5-Pflanzen. Insgesamt liegt schlussendlich
somit eine reduzierte Menge an 70S-Ribosomen vor, da sich der Flaschenhals auf dem Weg
zur Produktion von 70S-Ribosomen bei der in geringerer Abundanz vorkommenden
Untereinheit, d.h.im Falle der Arpsi5-Pflanzen, den 30S-Untereinheiten, befindet.

Unter Kailtestress bei 4 °C sind die Auswirkungen des Fehlens von S15 sehr
schwerwiegend (Abb. 3.1.15). Daher ist anzunehmen, dass bei 4 °C Assemblierungsfaktoren
nur noch in minimalem Ausmaf in der Lage sind, den Ausfall von S15 auszugleichen. Der
Grund hierfiir ist in thermodynamischen GesetzmifBigkeiten zu suchen. Bei niedrigeren
Temperaturen befindet sich das System ,,unassembliertes Ribosom* in einem ungiinstigen, da
energiedrmeren, thermodynamischen Zustand. Aktivierungsenergien die notwendig sind, um
eine korrekte Assemblierung zu gestatten, konnen nunmehr nur mit geringerer
Wahrscheinlichkeit aufgebracht werden (Talkington et al., 2005; Sykes und Williamson,
2009). In Abwesenheit von S15 kann die sich normalerweise an die Bindung von S15 an die
16S rRNA anschlieBende Konformationsinderung, selbst in Gegenwart von
Assemblierungsfaktoren, wahrscheinlich nur noch mit geringer Wahrscheinlichkeit zutragen.
Ein zweites Problem kann die Bildung von kinetischen Faltungsfallen sein. Die
Konformationen, die von groBen RNA-Molekiilen eingenommen werden, sind, selbst wenn es
sich dabei um falsch gefaltete rRNAs handelt, relativ stabil. Unter energetisch giinstigeren
Umstdnden, wie Standardbedingungen, ist es moglich, falsch gefaltete rRNAs wieder in die
korrekte Form zurlickzufithren. Bei geringeren Temperaturen aber konnen einmal falsch
gefaltete rRNAs nicht mehr aus der inkorrekten Sekundérstruktur befreit werden, sie befinden
sich in einer sogenannten kinetischen Faltungsfalle (Talkington et al., 2005; Sykes und

Williamson, 2009). Die Abwesenheit von S15 erh6ht die Wahrscheinlichkeit der Bildung von
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inkorrekt gefalteten Assemblierungsintermediaten, die eine Sackgasse auf dem Pfad zur
Ribosomenbildung darstellen. Die Anreicherung von 17S-Vorldufern (Abb. 3.1.18) ist hierfiir
ein Indiz. Trotzdem ist es nicht v6llig unmdglich, dass funktionsfahige 30S-Untereinheiten
gebildet werden (Mulder et al., 2010), wie an der Beladung von mRNAs mit translatierenden
Ribosomen aus weillem, bei 4 °C gewachsenem Blattmaterial und dem langsamen Ergriinen
der Spitzen Kailte-gestresster Blitter zu schlieBen ist (Abb. 3.1.15). Auch wire ein ginzliches
Fehlen plastiddrer Ribosomen mit dem Leben von Tabakpflanzen nicht vereinbar (Ahlert et
al., 2003; Rogalski et al., 2006).

Vorlaufige, unter Hitzestress bis 42 °C durchgefiihrte fluoreszenzspektroskopische
Messungen (hier nicht gezeigt) lassen den Schluss einer Angleichung der
Translationskapazitit der Mutanten an den Wildtyp bei Temperaturen iiber 40 °C zu. Dies
kann unter einem thermodynamischen Gesichtspunkt betrachtet mit einer erleichterten rRNA-
Faltung durch den erhohten Energiegehalt des Systems erklart werden. Die damit verbundene
Verringerung der notwendigen Aktivierungsenergie begiinstigt die Assemblierung der
ribosomalen Untereinheiten und konnte somit die Abwesenheit von S15 grofBtenteils

kompensieren.

4.1.2.1.2 Reduzierte Funktionalitét der Ribosomen

Der limitierende Schritt der Translation ist die Translationsinitiation (Ray und Pearson, 1975;
Jaques und Dreyfus, 1990). Weist eine Probe in der Polysomen-Analyse Anomalien auf, so
sind die Ursachen hierfiir groteils in Problemen wéhrend der Initiationsphase zu suchen, was
aber Probleme wihrend der Elongationsphase nicht ausschlie8t (Rogalski et al., 2008b). Zwar
trifft dies auch auf die untersuchten Arpsi5-Pflanzen zu, die eine Verschiebung zu leichteren
Fraktionen aufweisen, dennoch kann dieser Effekt genauso gut der geringeren Gesamtmenge
an Ribosomen geschuldet sein. FEine reduzierte Funktionalitit kann damit weder
ausgeschlossen, noch bestitigt werden. Um dies zu kldren, miisste ein in vitro-
Translationssystem etabliert werden, in dem &quimolare Mengen an 70S-Ribosomen der
Mutanten und zum Vergleich, des Wildtyps, untersucht werden konnen. Dies wiirde
Aufschluss dariiber geben, ob die Initiation/Elongation ebenfalls beeintrdchtigt ist oder
tatsdchlich nur geringere Ribosomenmengen fiir die Verschiebung des Maximums im

Polysomengradienten verantwortlich zu machen sind.
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4.1.2.1.3 Reduzierte Stabilitit der Ribosomen
In bakteriellen Ribosomen erfiillt S15 eine wichtige Rolle in der Stabilisierung des 70S-
Komplexes (Bubunenko ef al., 2006). S15 befindet sich direkt an der Kontaktfliche zwischen
den beiden Untereinheiten des 70S-Ribosoms (Abb. 4.1.2.). An dieser Stelle ist die
interribosomale Briicke B4 lokalisiert, eine von insgesamt 13 interribosomalen Briicken, die
die Komplexierung der 30S- und 50S-Untereinheiten zu 70S-Ribosomen ermdoglichen. S15
nimmt direkten Kontakt mit der Doméne II der 23S rRNA am Stem-Loop 715 auf. Es wurde
gezeigt, dass S15 sogar dazu in der Lage ist, die LSU in Abwesenheit der SSU zu binden.
Dies tragt zum Schutz der 23S rRNA vor Nukleasen und eventuell sogar zu ihrer
Strukturierung bei (Culver ef al., 1999).

Die 23S rRNA ist insgesamt zu 66 % zwischen E. coli und Tabak konserviert. Am fiir

die Bindung von S15 relevanten Stem-Loop 715 betrigt die Ubereinstimmung 100 % (Abb.
4.1.5) (Culver et al., 1999).
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Abb. 4.1.5: Vergleich der 23S-Sequenzen von E. coli und Chloroplasten.

Oberer Bildteil: Vergleich der 23S-Sequenzen. Die blauen Flichen stellen den Grad der Ubereinstimmung
zwischen beiden Sequenzen dar (Vector NTI 10.3.0, Invitrogen). Auf der X-Achse ist die 23S-Sequenz in
Nukleotiden aufgetragen, auf der Y-Achse der Grad der Ubereinstimmung, der mehrfach das Maximum von
100% erreicht. Schwarzer Balken: siche unten.

Unterer Bildteil: Links: Auschnitt der Sekundirstrukur der 23S rRNA von E. coli. Rechts: Auschnitt der
Sekundérstrukur der 23S rRNA von Plastiden aus Nicotiana tabacum (M-Fold Webserver; Culver ef al., 1999).
Der von S15 gebundene Bereich ist rot umrandet. Dieser Bereich ist im oberen Bildteil als schwarzer Balken
markiert.
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30S-Untereinheiten aus E. coli ohne S15 sind in vitro nicht in der Lage mit 50S-
Untereinheiten zu assoziieren (Culver et al., 1999). In vivo ist dies noch moglich, allerdings
sind die resultierenden 70S-Ribosomen weniger stabil (Bubunenko et al., 2006). Aufgrund
der Ahnlichkeit der Briickenstrukuren in Ribosomen von E. coli und Chloroplasten kann von
einem #dhnlichen Effekt auf die plastidiren Ribosomen ausgegangen werden. Dies fiihre zu
einer Destabilisierung auch aktiv translatierender Ribosomen, welche wéhrend der
Elongationsphase mit hoherer Wahrscheinlichkeit von mRNAs dissoziierten und somit
weniger Protein bildeten. Gegen diese Erkldarung sprechen allerdings die vorldufigen
Ergebnisse der bei hoheren Temperaturen durchgefiihrten fluoreszenzspektroskopischen
Messungen, in denen sich die Photosynthesekapazitit der Mutanten verbesserte (Daten nicht
gezeigt). Denn prinzipiell nimmt die Instabilitit eines Komplexes unter hoheren
Temperaturen nach den Gesetzen der Thermodynamik zu, was deshalb eher zu einer stirkeren
Translationsdefizienz in den Arpsi5-Pflanzen bei hoheren Temperaturen fiihren sollte. Da
jedoch das Gegenteil zu beobachten ist, spricht dies nur fiir einen minimalen Einfluss des
plastiddren Proteins S15 auf die Briicke B4 und die Stabilitdt der plastiddren Ribosomen
insgesamt. Eine detailliertere Versuchsreihe iiber einen Temperaturgradienten bis max. 45 °C,
der Temperatur, die bei Tabak, dieser ausgesetzt, iiber einen ldngeren Zeitraum zum

Absterben fiihrt, konnte finalen Aufschluss dariiber geben.

4.1.2.2 rpl36

Das zweite Gen, welches vollstindig aus allen Plastomen der Ziel-Pflanzen ausgeknockt
wurde, war rpl36. Der Knockout von rpl36, einem Gen, das in keinem Plastom der
betrachteten parasitischen Spezies fehlt (Fleischmann ef al., 2011), fiihrte zu Pflanzen, deren
plastiddre Translationsaktivitit massiv beeintrdachtigt wurde. Der sehr starke Phinotyp duBert
sich in Form weiler Blitter, einer schwachen Wurzelbildung und einer extrem langsamen
Wuchsgeschwindigkeit sowie diverser morphologischer Verdnderungen (Abb. 3.1.26 und
3.1.27). Trotz der offensichtlich schwerwiegenden Beeintrachtigungen ist L36 nicht-
essentiell. Dies ldsst vermuten, dass in Abwesenheit von L36 die nur geringe
Translationseffizienz nicht ausreicht, um selbst dem voraussichtlich niedrigen

Translationsbedarf photosynthetisch inaktiver Plastiden von Parasiten gerecht zu werden.
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4.1.2.2.1 Die Funktion von L36 im Ribosom
L36 ist stark konserviert in Bakterien, kommt aber nicht in den Ribosomen von Eukaryoten

oder Archaeen vor. Die Sequenz von L36 ist zwischen E. coli und den Plastiden von Tabak zu

60,5 % identisch, die Ahnlichkeit der Proteinstrukturen ist ebenfalls hoch (Abb. 4.1.6).

38

L36 E.coli (1) M CRNC RDGVIRVICSAEP HKQRQG
L36 Tabak (1) M CEKC RRGRIIVICS-NPRHKOROG

Consensus (1) MKIRASVKKIC CKIIKR G I VICS PKHKQRQG

E. coli Tabak, Chloroplast

Abb. 4.1.6: Vergleich der Aminosédurensequenzen von L36 von E. coli und Chloroplasten.

Oben: Sequenzvergleich zwischen E. coli und plastiddarem L36 (Vector NTI 10.3.0, Invitrogen).

Unten: Proteinmodelle von L36 von E. coli, links, und Tabak, rechts. Die vier Doménen sind gleichartig
ausgerichtet, ebenso besitzen vermutlich beide Proteine einen Metallliganden (mit SWISS-MODEL Workspace,
erstellt).

In der Assemblierung der Ribosomen scheint L36 eine untergeordnete Rolle zu spielen (Rohl
und Nierhaus, 1982). Zur Bedeutung von L36 in der Translation existieren widerspriichliche
Daten. Die Publikation von Tkegami et al. (2005) bescheinigt L36 keine tragende Rolle, da die
erhaltenen Transformanten (E. coli) keinen Phédnotyp aufweisen. Die im selben Jahr
verdffentlichte Studie von Maeder und Draper ldsst den gegenteiligen Schluss zu. In diesem
KO-Experiment besalen die transformierten Bakterien eine deutlich verringerte
Wachstumsgeschwindigkeit und wiesen eine Reduktion der Translationsaktivitdt um 40 %
auf, woraus die Autoren schlussfolgerten, dass L36 eine signifikante Funktion in der
Organisation der Tertidrstruktur der 23S rRNA besitzt. In E. coli wirkt sich der Verlust von
L36 vermutlich nicht auf die Assemblierung des Ribosoms aus, sondern hauptsichlich auf
dessen Funktionalitit. Fehlt L36, wird ein 60 A tiefer Pfad gedffnet, was zur Freilegung von
Nukleotiden fiihrt, die Teil des Peptidyl-Transferase-Zentrums sind und somit viel stdrker
durch Hydrolyse gefdhrdet sind (Abb. 4.1.7) (Maeder und Draper, 2005). Die hier

vorliegenden Daten unterstiitzen die Ergebnisse der Untersuchung von Maeder und Draper.
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Abb. 4.1.7: Auswirkung der Absenz von L36
auf die LSU von Deinococcus radiodurans
projiziert. Die Effekte sind bis tief in die
Struktur der 50S-Untereinheit nachweisbar.
Im Falle des Fehlens von L36 (griin markiert)
zeigen die rot, cyan und violett markierten
Nukleotide eine erhohte Reaktivitit auf DMS
(rot), Hydroxyl-Radikale (cyan) oder beides
(violett) (Abb. aus Maeder und Draper,
2005).

4.1.2.2.2 Anomalien der Wuchs- und Blattform

Zwei Merkmale des Phinotyps der Arpl36-Pflanzen sind in besonderer Weise zu betrachten,
da diese sehr unerwartet auftraten und normalerweise nicht mit der Funktion von Plastiden in
Verbindung gebracht werden. Zuerst ist der Verlust der Apikaldominanz zu nennen (Abb.
3.1.26 und 3.1.27). Die Apikaldominanz wird normalerweise durch einen
Konzentrationsgradienten des Phytohormons Auxin aufrechterhalten, der sich vom Ort der
Synthese in der Sprossspitze, entlang der Sprossachse abnehmend nach unten erstreckt und
Seitentriebe in ithrem Wachstum hemmt (Sitte et al., 1999). In der Auxinsynthese spielen
Plastiden in einem von zwei Synthesepfaden eine Rolle (Normanly ef al., 1993; Cohen et al.,
2003; Woodward und Bartel, 2005). Einer der beiden Synthesewege, der Trp-abhingige
Syntheseweg, ist gut untersucht und unabhingig von Chloroplasten. Der zweite Syntheseweg
ist Trp-unabhingig und noch nicht intensiv erforscht. Dennoch existieren Hinweise auf eine
zentrale Involvierung von Plastiden in den Trp-unabhédngigen Syntheseweg (Rapparini ef al.,
1999; Rapparini et al., 2002). Daher erscheint es moglich, dass die durch den KO von rp/36
stark in Mitleidenschaft gezogene Translationskapazitit nicht ausreichend grof ist, um direkt
oder indirekt die Funktion der an diesem Synthesepfad beteiligten Enzyme zu garantieren.
Eine Hemmung wiirde sich durch niedrigere Auxinmengen bemerkbar machen. Zwei
Szenarien sind hierzu denkbar: (1) Ein plastomkodiertes Protein moduliert die Aktivitét
und/oder die Enzymmenge der betroffenen kernkodierten Auxinsyntheseenzyme im
Chloroplast. (2) Ein retrogrades Signal aus dem Plastiden ist in die Regulation der
Genexpression der betroffenen kernkodierten Enzyme involviert (Larkin und Ruckle, 2008;

Pogson et al., 2008; Kleine et al., 2009). Konsistent mit einer mdglichen Behinderung der
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Auxinsynthese ist das Problem in der Wurzelbildung der Mutanten, die selbst unter
heterotrophen Bedingungen nur sehr zogerlich Wurzeln ausbilden.

Das zweite unerwartete Merkmal, welches die Arp/36-Pflanzen ausbildeten, ist die
ungewoOhnliche Blattform. Diese ist meist schmaler als im Wildtyp und kann in friihen Stadien
bis hin zu nadelartigem Aussehen reichen (Abb. 3.1.26). Diese Formen werden hochster
Wahrscheinlichkeit nach durch ein retrogrades Signal hervorgerufen. Studien aus den 40er
Jahren des vergangenen Jahrhunderts befassten sich erstmals mit der Rolle von Plastiden in
der Morphogenese von Bléttern. In diesen Studien wurden zwei Arten von Nachtkerzen als
Untersuchungsobjekte verwendet: Oenothera odorata und Oenothera berteriana. Diese sind
sexuell kompatibel, unterscheiden sich aber deutlich in ihrer jeweiligen Blattform, wie den
unterschiedlichen Blattbreiten und dem AusmaBl der Einkerbungen am Spreitenrand
(Schwemmle, 1941; Schwemmle, 1943) (Abb. 4.1.8). Eine fiir genetische Studien besonders
entgegenkommende Eigenschaft von Nachtkerzen ist der Sachverhalt, dass die Vererbung der
Chloroplasten biparental stattfindet. Daher gelang es, Hybride der beiden Arten zu ziichten,
die jeweils ein identisches Kerngenom aufwiesen, aber entweder nur von O. odorata oder nur
von O. berteriana stammende Plastiden besaflen. Das Resultat waren Pflanzen die sich
deutlich in der Blattform unterschieden: Hybride mit ,,odorata-Plastiden* waren schmaler als
diejenigen mit ,,berteriana-Plastiden®. Insgesamt glich der Blattphénotyp der Hybriden sehr
dem Phénotyp des Elternteils, von dem die Plastiden stammten (Schwemmle, 1941,

Schwemmle, 1943) (Abb. 4.1.8).
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O. berteriana O. odorata O. berteriana x O. odorata O. berteriana x O. odorata
berteriana Plastom odorata Plastom

Abb. 4.1.8: Biparentale Vererbung von Plastiden im Genus Oenothera. Zur Linken sind jeweils ein Blatt von
Oenothera berteriana und Oenothera odorata abgebildet. O. berteriana Blétter sind grofer, breiter und stirker
gezackt als O. odorata Blitter. Hybride beider Spezies sind rechts, mit jeweils zwei Bléttern abgebildet. Diese
besitzen das gleiche Kerngenom aber entweder nur berteriana- oder nur odorata-Plastiden. Die Blitter weisen je
nach vorkommenden Plastiden andere Formen auf. Der sich ausprigende Blattphinotyp gleicht jeweils stark
dem des ,,Plastiden-Elternteils (1964, Schwemmle 1941, Schwemmle 1941) (Abb. verdndert nach Hagemann
1964).

Im Plastom befinden sich keine bekannten Gene, deren Genprodukte in direkter Manier die
Blattform zu beeinflussen vermdgen. Alle bekannten Faktoren, die Bestandteil der
Signaltransduktionswege sind, die dazu im Stande sind, die Blattform zu beeinflussen, sind
cytosolisch bzw. nukledr lokalisiert (Poethig und Sussex, 1985; Tsukaya, 2003). Da dennoch
die plastiddre Translation in diesen Prozess involviert ist, erscheint die Existenz eines
retrograden Signals als sinnvolle Erkldrung. Es konnte sein, dass die Erzeugung des vom
Plastiden ausgehenden (retrograden) Signales in direkter oder indirekter Weise von der
Translationskapazitit des Plastiden abhdngt. Bisher konnte in anderen Arbeiten zwar
nachgewiesen werden, dass die plastiddre Translationsaktivitidt Einfluss auf die Expression
kernkodierter Gene ausiibt (Borner et al., 1986; Hess ef al., 1994b; Koussevitzky et al., 2007).
Es konnten aber keine morphologischen Verdnderungen damit in Verbindung gebracht
werden. Diese Verbindung konnte erstmals in dieser Arbeit nachgewiesen werden

(Fleischmann et al., 2011).
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4.1.3 Doppelknockout plastidirer ribosomaler Proteine

Die Daten zu den Doppel-KOs von rpsi5-rpl36, rpsi5-rpl/33 und rpl33-rpl36 lassen darauf
schlieBen, dass das plastidire Ribosom von Tabak dazu in der Lage ist, den Verlust zweier
ribosomaler Proteine simultan zu verkraften. Je nach Kombination der ausgeknockten Gene
sind die unterschiedlichen Phianotypen zu deuten.

Der alleinige Knockout von rp/36 hatte einen gravierenden Phinotyp zur Folge (Abb.
3.1.26). Wird rpl36 und zeitgleich noch ein anderes ribosomales Protein (bzw. dessen Gen)
ausgeknockt, ist davon auszugehen, dass der entstehende Phinotyp mindestens die Schwere
des alleinigen rp/36-KOs besitzt. Dies ist fiir die Kombinationen rpsi5-rpl36 und rpl33-rpl36
auch der Fall (Abb. 3.1.30 und 3.1.31). Beide Kombinationen fiihren zu Pflanzen, die weil} bis
leicht griin sind, also von massiven Pigmentverlusten geprigt sind. Ob die
Translationsdefizite und Verdnderungen der rRNA-Spezies stirker als jene von Arpl36-
Pflanzen sind, muss in spéteren Experimenten eruiert werden. Die beiden Kombinationen
hatten kein reales Spiegelbild in den zum Studienstart beriicksichtigten (parasitischen)
Organismen. Zwischenzeitlich konnte aber im Plastom von Babesia bovis, einer parasitischen
Apicomplexa-Spezies, der gleichzeitige Verlust von rp/33 und rpl36 gezeigt werden (Tab.
4.1) (Brayton et al., 2007).

Die Phédnotypen von Arpsl5- als auch von Arp/33-Pflanzen waren jeweils fiir sich
betrachtet sehr mild und unter Standardbedingungen, bzw. in der Gewebekultur, nicht von
normalen Pflanzen zu unterscheiden (Abb. 3.1.13 und Rogalski et al., 2008b). Im Fall des
Doppel-KOs von rpsi5 und rp/33 ist der pridvalente Phénotyp durch blassgriine Blatter
charakterisiert (Abb. 3.1.33). Dieser, aus den Einzelphdnotypen kumulierende Phénotyp, ist
unter heterotrophen Bedinungen immer noch relativ mild, ist aber klar vom Wildtyp zu
unterscheiden und muss noch unter autotrophen Wachstumsbedingungen getestet werden. Im
Gegensatz zu den vorhergehenden Kombinationen besitzt die Kombination rps/5-rpl33 eine
Entsprechung im Plastom einer parasitischen Pflanze. In Rhizanthella gardneri, jener
parastischen Orchidee mit den meisten Genverlusten im Plastiden-Genom, fehlen sowohl
rpsl5 als auch rpl33 (Delannoy et al., 2011). Der kumulative Effekt konnte dadurch erklért
werden, dass beide Untereinheiten in geringerer Menge vorliegen. Bindet eine, selbst schon in
threr Abundanz reduzierte 30S-Untereinheit eine zu translatierende mRNA, wird dieser
Komplex mit wiederum verringerter Wahrscheinlichkeit auf eine ebenfalls seltenere 50S-

Untereinheit treffen (Hypothetisches Beispiel: 30S-Menge betriagt 70 % des WT, 50S-Menge
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betragt 70 % des WT => Translationseffizienz um mindestens Faktor 0,7 x 0,7 = 0,49
reduziert).

Zusammenfassend erscheint die Plastizitit der bakterienartigen Ribosomen von
Plastiden sehr hoch zu sein. Sie konnen das Fehlen von zwei ribosomalen Proteinen in
gewissem Grade kompensieren und ermdglichen den Zellen das Uberleben. Der nichste
logische Schritt, die kompensatorischen Grenzen des Plastidenribosoms auszustesten, ware
der KO aller drei Gene zur gleichen Zeit, unter zu Hilfenahme von Chloramphenicol als

drittem Selektionsmarker (Li et al., 2011).

4.2 Plastomevolution in Parasiten

Die Existenz des plastidiren Translationsapparates ist essentiell fiir das Uberleben von Tabak
(Ahlert et al., 2003). Was in seiner Gesamtheit fiir die daran beteiligten Ribosomen und
anderen Faktoren gilt, gilt mit Nichten gleichermaflen fiir jede einzelne Komponente des
Systems. Ein degeneriertes, nicht mehr optimales Translationssystem reicht aus, um das
Uberleben zu gewihrleisten, was aber mehr oder minder starke Effekte auf die
Lebensfdhigkeit des Stammorganismus hervorruft. In vorhergehenden Forschungen konnte
L33 als nicht-essentieller Konstituent identifiziert werden (Rogalski et al., 2008). In der
vorliegenden Arbeit konnten zwei weitere Bestandteile des plastidiren Ribosoms, S15 und
L36, die zum Uberleben von Nicotiana tabacum unter heterotrophen Bedingungen nicht
notwendig sind, bestimmt werden. Beim zuvor charakterisierten Protein L33 trat ein mit dem
Auge sichtbarer Phanotyp des KOs des Gens erst unter Kaltestress auf, was bei den beiden
neu identifizierten ribosomalen Proteinen nicht der Fall ist: Arpsi5-Pflanzen wuchsen schon
unter Standardbedingungen etwas langsamer und zeigten leicht hellere Fiarbungen junger
Blatter, wahrend die Pigmentierung der Arp/36-Pflanzen praktisch nicht vorhanden war.
Dariiber hinaus konnten in der aktuellen Studie fiinf weitere ribosomale Proteine als essentiell
charakterisiert werden: S3, S16, 122, L.23 und L32. Zusammen mit fritheren Publikationen
ergibt sich daraus eine umfassende Ubersicht iiber die Essentialitit der plastidir kodierten
Proteinbestandteile des Chloroplastenribosoms, die in plastomischen Sequenzen parasitischer
Spezies nicht mehr nachweisbar sind (Tab. 4.1). Die hier abgebildete Tabelle enthilt ebenfalls
Informationen tiber die flir plastidire ribosomale Proteine kodierenden Gene der zu Beginn
der Studie nicht bertlicksichtigen Spezies (Parasiten und nicht-parasitische Organismen mit
stark reduziertem Plastom) Babesia bovis (Apicomplexa) (Brayton et al., 2007), Micromonas

sp. und Micromonas pusilla (Mamiellaceae) (Worden et al., unpubl.), Cryptomonas

107



paramecium  (Cryptomonadae) (Donaher et al., 2009), Helicosporidium sp.
(Trebouxiophyceae) (deKoning und Keeling, 2006), Ostreococcus tauri (Prasinophyceae)
(kein Parasit, dennoch reduziertes Plastom) (Robbens et al., 2007), Pycnococcus provasolii
(Pycnococcaceae) (Turmel et al., 2009), Aureococcus anophagefferens und Aureoumbra
lagunensis (Pleagophyceae) (Ong et al., 2010).

Tab. 4.1: Ubersicht iiber die Essentialitit und die Konservierung der ribosomalen Proteine in E. coli, Tabak-
Plastiden und div. parasitischen/nicht-photosynthetischen Spezies.

Gen Essentiell in E.coli Essentiell in Plastiden von | Prasent in kryptischen Plastomen
Nicotiana tabacum

pl2 Ja NA Ja

pl14 | Ja NA Nichtin E.v. W

ml16 | Ja NA Ja

mpl20 Ja Ja® Nichtin E.t., T.p., T.g., M.p., B.b.

pl22 Ja JaP Nichtin E.v., R.g., T.g., M.p., M.sp., B.b.,
H.sp., O.t, P.p.

ml23 | Ja Ja° Nicht in C.r., B.b., H.sp.

rpl32 | Nein (unbestatigt) Ja° Nichtin R.g., C.r. W, M.p., B.b., C.p., P.p.,
A.a., Al

pl33 Nein Nein® Nichtin T.g., E.l, R.g. W, M.p., M.sp., B.b.,
H.sp., O.t., P.p.,

rpl36 | Nein Nein® Nicht in M.p., M.sp., B.b.

rps2 | Ja Ja® Nichtin T.g., M.p., H.sp.,

mps3 Ja Ja Nichtin R.g.

rps4 | Ja Ja® Nicht in M.p., B.b.

rps7 Ja NA Nicht in B.b.

rps8 Ja NA Ja

rps11 | Ja NA Ja

ms12 | Ja NA Ja

rps14 | Ja Ja® Nicht in M.p., B.b

rps15 | Nein Nein® Nichtin E.v., R.g., M.p., M.sp., B.b., C.p.,
H.sp., O.t., P.p., A.a., A.L

ms16 | Ja Ja° Nichtin C.r., R.g., M.p., M.sp., B.b., H.sp.,
O.t, P.p.

ms18 | Ja Ja® Nichtin E.l, T.g., B.b., H.sp.,

rps19 | Ja NA Nicht in B.b.

NA: nicht untersucht; ¥: Pseudogen; Daten zu E. coli aus Baba et al. (2006). Die Nicht-Essentialitdt von rp/32
konnte nicht bestitigt werden (Punkt 4.1.1). * Daten aus fritheren Studien (Ahlert et al., 2003; Rogalski ef al.,
2006; Rogalski ef al., 2008b); ° Daten aus der aktuellen Studie. Speziesabkiirzungen: E.v.: Epifagus virginiana,
E.t.: Eimeria tenella, T.p.: Theileria parva, T.g.: Toxoplasma gondii, R.g.: Rhizanthella gardneri, C.r.: Cuscuta
reflexa, E.l.: Euglena longa, B.b.: Babesia bovis, M.sp.: Micromonas sp., M.p.: Micromonas pusilla, C.p.:
Cryptomonas paramecium, H.sp.: Helicosporidium sp., O.t.: Ostreococcus tauri, P.p.: Pycnococcus provasolii,

A.a.: Aureococcus anophagefferens, A.l.: Aureoumbra lagunensis.

Es gibt zwei mdgliche Betrachtungsweisen, die eine Erkldrung fiir die Abwesenheit der
genannten Gene liefern konnen. Zum einen koénnen die Gene permanent aus dem Parasiten-
Plastom verloren gegangen sein, da die nicht-photosynthetisch aktiven Plastiden
hochstwahrscheinlich eine viel geringere Translationskapazitdt bendtigen, als die griiner,
photosynthetisch aktiver Pflanzen. Nur geringe Translationsaktivitdt in Plastiden ist bekannt
aus Chromoplasten von Tomatenfriichten, in welchen einzig das zur Fettsduresynthese

bendtigte Gen accd auf niedrigem Niveau exprimiert wird (Kahlau und Bock, 2008) sowie
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aus Kartoffenknollen, die prinzipiell das gleiche Verhalten zeigen und nur accd-Transkripte in
nennenswertem Ausmal} translatieren (Valkov et al., 2009). Es konnte somit auch die
Translationskapazitit suboptimaler, degenerierter Ribosomen ausreichen, um die notwendige
biologische Translationsgrundlast zu erfiillen. Somit wére ihre Funktion aufgrund der
niedrigen bendtigten Translationskapazitét verzichtbar geworden. Zum anderen ist es denkbar,
dass EGT in der Etablierung der reduzierten Gensétze einen wichtigen Beitrag geleistet hat.
Es konnten, wie zuvor wihrend der Evolution des konservierten Plastoms photosynthetisch
aktiver Pflanzen, die Gene vom Plastom der parasitischen Organismen auf das Kerngenom
iibertragen worden sein. Alle bisher erhobenen Daten ergeben keinen starken Hinweis auf
eine Korrelation der Abwesenheit bestimmter Gene, die plastiddre ribosomale Proteine
parasitischer Pflanzen und Protozoa kodieren und der Nicht-Essentialitdt derselben unter
heterotrophen Bedingungen in Nicotiana tabacum, unter welchen die bendtigten
Translationskapazititen bei Tabak den von Parasiten dhnlich sein sollten. Fiinf Proteine sind
in Parasiten mit Abstand am Haufigsten nicht mehr anzutreffen. Dies sind L22, 132, L33, S15
und S16, wovon sich nur L33 und S15 als nicht-essentiell herausstellten. Angesichts der
Tatsache, dass der GroBteil der untersuchten Proteine sowohl in E. coli als auch in Plastiden
essentiell ist, erscheint es wahrscheinlicher, dass die entsprechenden Gene in das Kerngenom
transferiert wurden, dort exprimiert und in die Plastiden transportiert werden, als dass sie
,verloren® gegangen sind (Timmis et al., 2004; Bock und Timmis, 2008). Weiterhin sind auch
in den parasitischen Spezies immer noch ein Grof3teil der plastomischen Gene ribosomaler
Proteine und ihrer Genprodukte hochgradig konserviert (NCBI-Datenbank; Krause, 2008),
von den untersuchten pseudogenisierten oder abwesenden Ausnahmen abgesehen.
Zusammengenommen ldsst dies vermuten, dass die Erfolgsrate des Transfers, bzw. die
Transferrate von Genen fiir ribosomale Proteine in Parasiten generell erhoht ist (Fleischmann
etal., 2011).

Es scheint als wire der verringerte Bedarf an plastiddrer Translationsaktivitit die mit
dem Verlust der Photosynthese einhergeht die evolutiondre Triebkraft hinter dieser
Entwicklung. Allerdings gibt es unter parasitischen Spezies auch zwei Beispiele, die keinerlei
Verluste ihrer Kodierungskapazitét fiir ribosomale Proteine hinnehmen mussten. Dies sind
Neottia nidus-avis (Orchidaceae) und Aneura mirabilis (Aneuraceae) (Wickett et al., 2008;
Logacheva et al., 2011). Eventuell sind diese beiden Spezies auf eine grundsitzlich hohere
Translationsaktivitidt ihrer Plastiden angewiesen, was zu einer Aufrechterhaltung des

evolutiven Druckes auf den Verbleib der Gene des Translationsapparates im Plastom fiihrt.
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Es konnte gezeigt werden, dass Plastiden-DNA relativ hiufig in den Zellkern
transferiert und dort integriert wird (Huang et al., 2003; Stegemann et al., 2003). Wird ein
Gen vom Plastom in den Nukleus transferiert, ist es mit hoher Wahrscheinlichkeit zunichst
transkriptionell inaktiv, aufgrund der bakteriellen Struktur seiner Expressionssignale, die von
der eukaryotischen Expressionmaschinerie nicht erkannt werden. lhre Reaktivierung ist
abhéngig von weiteren Mutationen, die die prokaryotischen Signale in eukaryotische
transformieren, z.B. durch Einfangen eines Promotors (promoter capture; Stegemann und
Bock, 2006; Bock und Timmis, 2008). So erscheint es, als konnte ein niedrigeres bendtigtes
Expressionsniveau die Erfolgsrate positiv beeinflussen mit der eine durch die eukaryotische
Genexpressionsmaschinerie exprimierbare Genversion im Kern etabliert werden kann, noch
bevor die neu-integrierte DNA durch mutationsbedingte Zerstdrung inaktiviert werden kann
(Stegemann und Bock, 2006; Bock und Timmis, 2008; Fleischmann et al., 2011). Dies wiirde
schlussendlich den Verlust der Gene aus dem Plastom parasitischer Pflanzen erleichtern.

Generell erscheint die Essentialitdt der Proteine ein wichtiger Faktor zu sein, der zur
Etablierung des konservierten Gensatzes ribosomaler Proteine gefiihrt hat, der im Plastom
griiner Landpflanzen zu finden ist. Wie Tabelle 1.1.2 zu entnehmen ist, besitzen bakterielle
und plastiddre Ribosomen viele Gemeinsamkeiten, was durch die vorliegende Studie weiter
bestitigt werden konnte. Ende 2011 gelang es, KO-Mutanten fiir alle jene ribosomalen
Proteine in E. coli anzufertigen, die in Baba et al. (2006) nicht angefertigt worden waren. Der
KO der Proteine S15, L33 und L36 fiihrte in E. coli zu lebensfihigen Kolonien (Baba et al.,
2006; Shoji et al., 2011). Exakt dieselben Proteine erwiesen sich auch in plastiddren
Ribosomen als nicht-essentiell. Diese Ubereinstimmung erfihrt eine Erweiterung ihrer
Bedeutung beim Vergleich des Anteils der im Plastom kodierten Proteine, deren Homologe in
E. coli nicht-essentiell sind, mit dem Anteil der kernkodierten Proteine, deren Homologe in E.
coli nicht-essentiell sind. Insgesamt stellten sich 21 von 54 Proteinen (38,9 %) in E. coli als
nicht-essentiell heraus (.32 als essentielles Protein gezéhlt). Im Plastom von Tabak sind 14
ribosomale Proteine mit bakteriellen Homologen kodiert, von denen drei nicht-essentiell sind
(14,3 %). Hingegen sind im Kerngenom von Tabak 31 plastidire ribosomale Proteine mit
bakteriellen Homologen kodiert, von denen in E. coli 18 nicht-essentiell sind (58,1 %). In
Pflanzen wurde deren Nicht-Essentialitit in Arabidopsis fiir L11, S21 und L24 schon bestétigt
(Morita-Yamamuro et al., 2004; Pesaresi et al., 2001; Tiller et al., 2012). Dieser starke
Gegensatz zwischen 14,3 % im Plastom und prognostizierten 58,1 % im Kerngenom lasst
darauf schlieBen, dass primér jene Gene erfolgreich im Kern etabliert werden, deren Funktion

nicht-essentiell ist, was die zuvor gedullerte Hypothese weiter untermauert. Aulerdem muss
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beriicksichtigt werden, dass der KO von L36 nur sehr schwer zu etablieren war und der
Phénotyp unter allen Bedingungen sehr stark war. Der Phinotyp von S15 und L33 ist zwar
unter Standardbedingungen nur schwach, bis nicht vorhanden, aber ebenfalls sehr stark unter
Kiltestress. Es wire daher sehr interessant, die Stirke der Phinotypen von Knockouts von
putativ nicht-essentiellen, kernkodierten plastidiren ribosomalen Proteinen in Tabak in
Erfahrung zu bringen, allerdings ist die Sequenz des Kern-Genoms von Tabak zum Einen nur
in Ansédtzen bekannt, zum Anderen ist das Kerngenom allotetraploid, was eine

herausfordernde Knockout-Strategie notwendig machen wiirde.

4.3 Detektion und Charakterisierung von miRNAs in Chlamydomonas

reinhardtii

miRNAs sind wichtige Regulatoren vieler zelluldrer Prozesse. Sie konnen in Tieren als auch
Pflanzen essentielle Funktionen besitzen, die zur Steuerung entwicklungsbiologischer
Vorgénge als auch zur Induktion von Stressantworten notwendig sind (vgl. Punkt 1.2). Bis zur
Entdeckung von miRNAs in C. reinhardtii und Dictyostelium discoidea ging man davon, dass
es diese nur in mehrzelligen Organismen gibt. Durch Molnar et al., und Zhao et al., konnte
der Gegenbeweis durch die Entdeckung von 50 miRNAs in C. reinhardtii angetreten werden.
Diese wiesen keinerlei Homologie zu miRNAs anderer Spezies auf. Da 2007 nur drei
Wachstumsbedingungen untersucht wurden (vegetative Zellen: heterotrophes und
mixotrophes Wachstum; sowie Gameten) ist zu erwarten, dass bisher mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht alle potentiell in C. reinhardtii vorkommenden miRNAs entdeckt
worden sind. Unter dieser Primisse wurde die Kultur von C. reinhardtii unter 28
verschiedenen Wachstumsbedingungen gestartet, um so viele weitere miRNA-Sequenzen wie
moglich aufzufinden. Christin Albus und Patrick May (MPI-MP) konnten dabei ~3700
putative miRNA-Sequenzen nachweisen. Im Anschluss daran sollte eine Technik etabliert
werden, die es ermdglicht, das miRNA-Expressionsprofil einer bestimmten
Wachstumsbedingung genau zu charakterisieren, um dabei Kandidaten-miRNAs zu finden,
die interessante Expressionswerte zeigen, um spiter die zu Grunde liegenden
Regulationsprozesse exakt zu untersuchen.

Es gelang im Rahmen dieser Arbeit, eine Methode zur semi-quantitativen Messung der
Abundanz von miRNAs aus Chlamydomonas reinhardtii auf Basis der qRT-PCR zu

entwickeln. Vorhergehende Versuche mit Microarrays ergaben unbefriedigende Ergebnisse
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(hier nicht gezeigt) und wurden zugunsten einer anderen Technologie-Plattform aufgegeben.
Als Alternative kamen NGS oder qRT-PCR in Betracht. Unter anderem aus Griinden der
Flexibilitdit wurde der qRT-PCR der Vorzug gegeben. 192 unterschiedliche Transkripte
konnen in der etablierten Plattform simultan untersucht werden, was fiir 23 unterschiedliche

Wachstumsbedingungen durchgefiihrt wurde.

4.3.1 Etablierung der SL-qRT-PCR

gRT-PCR ermoglicht die quantitative Ermittlung von Transkriptmengen, deren
Sequenzen (zumindest zum Teil) bekannt sind. Ubliche AmplikongrdBen liegen im Bereich
von 70-150 nt, und damit weit {iber der Lange von miRNAs von ~21 nt. Normale PCR-
Techniken sind nicht in der Lage so kurze Transkriptstiicke zu amplifizieren. Eine
Moglichkeit trotzdem Informationen iiber die Abundanz vom miRNA zu erlangen, besteht in
der Anwendung zweier unterschiedlicher Methoden.

Da miRNAs auf langen Stem-Loop-Vorldufern kodiert sind, ermdglicht dieser
Umstand die reverse Transkription dieser ~120 nt langen Vorldufertranskripte. Eine direkte
Messung von komplett prozessierten miRNAs ist hiermit allerdings nicht moglich. Vielmehr
geht man bei Anwendung dieser Technologie von der Annahme aus, dass reife miRNAs
stochiometrisch 1 : 1 aus ihren Vorldufern prozessiert werden. Dies ist zwar moglich,
allerdings konnen weitere regulatorische Pfade nicht ausgeschlossen werden, die diese lineare
Umsetzung verhindern und erheblich weniger miRNA-Molekiile entstehen lieen, als es
Vorldufer gibt. So konnten die Prozessierungsgeschwindigkeiten und Effizienzen fiir solche
miRNAs stark unterschiedlich sein. Weiterhin ist diese Methode speziell zur Anwendung bei
C. reinhardtii nicht geeignet, da auf den miRNA-Vorladufer-Molekiilen dieser Alge jeweils
mehrere separate miRNAs kodiert sein konnen. Eine putativ differenzielle Regulierung dieser
miRNAs konnte mittels einer Messung des gemeinsamen Vorldufers somit nicht detektiert
werden.

Eine abgednderte Form der qRT-PCR ist die Stem-Loop-qRT-PCR (Punkt 2.3.6). Die
Spezifitit der reversen Transkriptionsreaktion riihrt allein von den letzten 5-8 Nukleotiden des
3’-Endes der miRNA her. Der Stem-Loop-formige Primer zur cDNA-Synthese ist
komplementér zu eben jenem Endstiick der miRNA und bietet der reversen Transkriptase den
bendtigten Ansatzpunkt, um an ihn die restliche, zur miRNA komplementiare DNA-Sequenz
anzufligen. Die miRNA-Sequenz wird somit um 44 nt verldngert (Lédnge des SLP), was deren
Amplifikation in einer iiblichen PCR-Reaktion ermdglicht (als Vorwirts-Primer fungiert die

Sequenz des 5°-Endes der miRNA, als reverser Primer eine universale Sequenz im Stamm des
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Stem-Loop-Primers). Die einzigen Einschrankungen erfahrt die Methode durch zwei Punkte.
Die Annealingtemperatur der Reaktion wird durch den reversen Primer bestimmt, dessen
Sequenz durch die Stukturanforderung des Stem-Loop-Primers fest vorgeschrieben ist. Der
Vorwirtsprimer sollte das gleiche Annealingtemperaturoptimum aufweisen (60 °C). Durch
zufdllige hohe Extrema im Gehalt von hauptsidchlich Purin- oder hauptsdchlich Pyrimidin-
Basen in der miRNA-Sequenz kann es schwierig sein, einen Primer mit der notwendigen
Temperatur zu generieren. Fiir ca. 1/3 der in Frage kommenden miRNAs konnte somit kein
passender Vorwértsprimer synthetisiert werden. Ein zweiter, sehr seltener Ausschluss einer
miRNA-Sequenz kann dadurch zu Stande kommen, dass zwei miRNAs die gleiche 5-8
Nukleotide lange Sequenz am 3’-Ende besitzen. Dies fiihrte im vorliegenden Datensatz zum
Ausschluss von zwei Sequenzen, die jene Charakteristika aufwiesen und damit zwar
prinzipiell gemessen werden kdnnen, deren Signale aber nicht voneinander unterschieden
werden konnen.

Die Anwendung dieser Messmethode ermoglichte die Generierung eines Datensatzes
aus ~17500 einzelnen Messpunkten und fiihrte zu einem detaillierten Uberblick iiber die
Expressionsstirken der beriicksichtigten miRNAs unter den untersuchten Bedingungen. Dazu
war es notig ein hohes Mal} an Automatisierung zu implementieren. Praktisch bedeutete dies
die Nutzung eines Pipettierroboters, mehrerer 384-qPCR-Maschinen und eine automatisierte

Datenanalyse durch das Programm Quantpipe (S. Arvidsson, MPI-MP, nicht publiziert).

4.3.2 Zielvorhersagen

Der weitere Ablauf des Projektes sieht vor, nach erfolgter Bestimmung der moglichen
Ziele der miRNAs, einzelne Ziel-Transkripte auszuwéhlen und deren Abundanzen
experimentell zu bestimmen, um die Korrektheit der Vorhersagen zu {iiberpriifen. Im
Folgenden soll exemplarisch genauer auf die Bedingung ,,Gameten sowie auf zwei aus dem

Datensatz herausgegriffene Vorhersagen eingegangen werden.

4.3.3 Beispielhafte Analyse Gameten-spezifisch regulierter miRNAs

Wihrend des Wechsels vom vegetativen Lebensstil in den generativen treten in C.
reinhardtii signifikante morphologische und biochemische Anderungen auf (Harris, 2009).
Diese Verdanderungen werden ausgelost durch eine differenzielle Genexpression bestimmter
entwicklungsbiologisch relevanter Gene. Die unterschiedliche Expression dieser Transkripte
wiederum kann durch die hoch- oder herunterregulierte Expression von komplett oder

teilweise komplementidren miRNAs begleitet oder eingeleitet werden. Im Falle der Gameten,
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wovon sowohl mt+ als auch mt- -Gameten untersucht wurden, konnte eine differenzielle
Expression von 35 von 192 miRNA-Transkripten festgestellt werden (logarithmische Phase
vegetativer Zellen als Referenz). Die Gametenbildung wird durch einen selektiven Entzug
von Stickstoff aus dem Medium eingeleitet, daher ist es duBerst interessant, aber auch logisch,
dass bei einem Wechsel der Stickstoffquelle von NH;  (Standardmedium) auf NO;’
(alternative Stickstoffquelle), insgesamt 28 Transkripte differenziell exprimiert werden, wobei
in allen Féllen dieselben miRNAs betroffen sind, wie beim Entzug der Stickstoffquelle, die
zur Bildung von Gameten fiihrt. Von diesen 28 werden 20 gemeinsam stdrker exprimiert,
sechs gemeinsam schwiécher exprimiert und zwei entgegengesetzt reguliert. Diese Ko-
Regulation erscheint sinnvoll, da mit beiden Bedingungen massive Anderungen des
Stickstoffmetabolismus  einhergehen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit dieselben
Stoffwechselpfade betreffen.

Die Ziel-Transkripte der differenziell exprimierten miRNAs gehdren zu
verschiedenen Gruppen und weisen auf miRNAs als integralen Bestandteil zelluldrer Prozesse
hin, wie bspw. der Signaltransduktion. Es seien im Folgenden zwei konkrete Beispiele
vorgestellt. Die Nummerierung der miRNAs enstammt einer internen Nomenklatur und
erfolgte nach der Positionierung der miRNA auf der qPCR-Platte.

Die miRNA 171 (Abb. 3.2.8) mit der Sequenz 5’TGGGTAGTGTGGCGG-
CAGGCAG-3’ konnte einem potentiellen Zieltranskript zugeordnet werden, welches seinen
Ursprung in der Position Chromosom 10:300155-307389 (+) hat. Diese miRNA besitzt in
Gameten eine ~32-fach stirkere Expression als in vegetativ wachsenden Zellen. In dem
potentiellen Ziel-Lokus ist ein Protein kodiert, welches Homologie zu einer Mitogen-
aktivierten Proteinkinase zeigt. Dieses besitzt eine evolutiondr konservierte SAM-Doméne,
die in vielen Eukaryoten an entwicklungsbiologischen Steuerungsprozessen beteiligt ist (Qiao
und Bowie, 2005). Es liegt nahe zu spekulieren, dass miRNA 171 in die genetischen
Umschaltungsprozesse wihrend der Gameteninduktion involviert ist, bzw. an der
Aufrechterhaltung dieses Zustandes teil hat.

Die miRNA 38, mit der Sequenz 5’TGCTGGTCAAACCGGTGGTGG-3" bindet
potentiell an ein Transkript das von Chromosom 15:570271-573245 (+) stammt. Das Produkt
dieses Lokus ist ein Flagellen-assoziiertes Protein. In Gameten ist diese miRNA gegeniiber
vegetativ gewachsenen Zellen um das ca. fiinffache hoher exprimiert. Flagellen dienen nicht
nur die Fortbewegungs der Algen, sondern auch der Signalperzeption, bzw. der Einleitung der
Bildung einer Zygote durch die Fusion zweier Gameten. Wihrend der Paarung von

Chlamydomonas reinhardtii lagern sich jeweils ein mt+ und mt- Typ mit ihren Flagellen
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aneinander. Die Interaktion zwischen Agglutininen auf der Flagellenoberfléche fiihrt zu einer
Reihe physiologischer Verdnderungen (Anstieg der intrazelluliren cAMP-Menge,
Modifikation der extrazelluldren Matrix, Ausbildung von Mating-Strukturen) in den beiden
Zellen, die schlussendlich in die Fusion zu einer Zygote miinden (Friedmann et al., 1968;
Goodenough und Jurivich, 1978; Goodenough und Weiss, 1978; Detmers et al., 1983; Pijst et
al., 1984; Pasquale und Goodenough, 1987; Kooijman et al., 1990; Zhang und Snell, 1994).
Das Flagellen-assoziierte Ziel-Transkript von miRNA 38 konnte Teil dieses Mechanismus
sein, doch ist zu wenig iiber das Ziel und das AusmalBl der Regulation bekannt, als dass
fundierte Annahmen geduBlert werden konnen.

Insgesamt konnten einige vielversprechende miRNA-Kandidaten mit dieser Methode
identifiziert werden, die spezifisch unter bestimmten Wachstumsbedingungen differenzielle
Expressionsmuster zeigen und nun in Folgeprojekten analysiert werden konnen.
Problematisch kann dabei die Tatsache werden, dass eine Anderung vielleicht nur auf
Proteinebene detektierbar sein konnte, sollten die Zieltranskripte nicht zerstort, sondern nur in
ihrer Translation inhibiert werden. Grundsitzlich lieBen sich die Anderungen auf
Transkriptebene durch Northern-Blot-Experimente bzw. qRT-PCR nachweisen. Zugleich
konnten durch Western Blots oder massenspektrometrische Methoden die Proteinmengen der

entsprechenden Transktipte bestimmt werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen des ersten Teils der vorliegenden Doktorarbeit konnten zwei nicht-
essentielle (rpsl3, rpl36) und fiinf essentielle (rps3, rpsi6, rpl22, rpl23, rpl32) im Plastom
von Nicotiana tabacum kodierte Proteine des plastidiren Ribosoms beziiglich ihrer
Essentialitidt charakterisiert werden. Diese Gene wurden durch gezielte Knockout-
Experimente inaktiviert und die resultierenden Effekte untersucht.

Die Ergebnisse lassen einen Riickschluss auf die Lokalisation der Gene der insgesamt
sieben untersuchten ribosomalen Proteine zu, die im Plastom mehrerer parasitischer,
Plastiden-besitzender Spezies nicht mehr nachweisbar sind. Im Fall von rps/5 konnte
tatsdchlich ein Verlust des Genes stattgefunden haben, im Fall der restlichen Gene ist eher mit
einem Transfer in den Nukleus zu rechnen (rp/36 ausgenommen). Dies wiirde bedeuten, dass
die Geschwindigkeit der erfolgreichen Etablierung eines Gentransfers in vielen parasitischen
Spezies gegeniiber griinen Pflanzen stark erhdht ist.

Alle in E. coli nicht-essentiellen Proteine mit Homologen in Plastiden (rpsi5, rpl33,
rpl36) sind auch dort, trotz ~1,5 Milliarden Jahren getrennter Evolution, nicht essentiell.
Dieses Ergebnis bestdtigt den schon frither festgestellten hohen Konservierungsgrad der
bakteriellen und plastiddren Translationsmaschinerien.

Die Phéinotypen der KO-Pflanzen der nicht-essentiellen Gene (rpsl3, rpl/36) weisen
auf eine interessante Rolle von S15 wihrend der Ribosomenassemblierung hin und im Fall
von L36 auf eine wichtige funktionelle Rolle im Plastiden-Ribosomen sowie auf eine
Involvierung der Plastidentranslation in der Generierung eines retrograden Signals, welches
die Blattform zu beeinflussen im Stande ist. Des Weiteren konnte eine Verbindung der
Translationsaktivitit mit der Ausbildung von Seitentrieben hergestellt werden, die vermutlich
auf verdnderte Auxinsynthese im Chloroplast zuriickzufiihren ist. Aus dem Folgeprojekt, bei
dem Doppel-KO-Pflanzen nicht-essentieller ribosomaler Proteine erzeugt wurden, ldsst sich
auf eine relativ gro3e Plastizitdt der Architektur von Plastidenribosomen schlieen.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte erfolgreich ein Hochdurchsatz-Screeningsystem zur
semiquantitativen Analyse von 192 verschiedenen miRNAs aus Chlamydomonas reinhardtii
etabliert werden. Es gelang durch die Untersuchung von 23 verschiedenen Wachstums- und
Stressbedingungen sowie Entwicklungsstadien mehrere miRNAs zu identifizieren, die eine
differenzielle Expression zeigen sowie unter allen untersuchten Bedingungen konstant
bleibende miRNAs nachzuweisen. Dadurch konnten mehrere vielversprechende Kandidaten-

miRNAs ausgemacht werden, die nun eingehender untersucht werden konnen.
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10. Anhang

10.1 Untersuchungsergebnisse der Massenspektrometrie

Tab. S1: Vergleichende massenspektrometrische Analyse von plastiddren ribosomalen Proteinen des Wildtyps
und der Arpsi5-Pflanzen. Score: Protein score, der sich aus der Anwendung des Mascot-Algorithmus ergibt
(www.matrixscience.com); Distinct peptides: Anzahl der nachgewiesenen distinkten Peptide desselben Proteins.
Im Wildtyp und in der Mutante konnten die aufgelisteten Proteine nachgewiesen werden. S15 fehlt in der

Mutante (aus Fleischmann et al., 2011).

Small subunit

Score Distinct peptides
Ribosomal
protein WT | Arpsl5 WT Arpsls
S1 59 66 1 1
S3 242 443 1 2
S5 133 66 1 1
S6 117 281 1 2
S7 72 116 1 2
S9 83 113 1 1
511 63 52 1 1
S12 44 29 1 1
S15 260 n.d. 2 n.d.
S16 235 416 1 2
S18 75 39 1 1
Large subunit

Score Distinct peptides
Ribosomal |
protein WT | Arpsls WT Arpsls
L3 1189 | 1939 5 6
L4 429 380 3 3
L10 72 134 2 3
L11 397 | 2018 3 3
L12 997 | 1437 5 5
L14 243 224 2 2
L16 235 56 1 1
L19 596 490 1 1
L24 785 738 3 3
L28 297 230 1 1
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10.2 Messergebnisse der SL-qRT-PCR
Von den 23 analysierten Bedingungen sind hier nur 19 abgedruckt, da die Qualitit der

restlichen vier (Kaliumentzug, Eisenentzug, Schwefelentzug, Kailtestress) nicht ausreichend

war, und diese wiederholt werden miissen.
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