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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Die Plastide

Plastiden sind ein fur Pflanzen charakteristisches Zellorganell. In héheren Pflanzen
ist dieses Organell von einer doppelten Hullmembran umgeben. Aus undifferen-
zierten Proplastiden gehen in Vielzellern, je nach Aufgabe, in unterschiedlichen
Geweben verschiedene Plastidentypen hervor, beispielsweise Elaioplasten als Fett-
speicher, Amyloplasten als Starkespeicher oder Chromoplasten zur Einlagerung von
Pigmenten. Die zentrale Funktion dieses Zellorganells ist jedoch die Photosynthese,
die in den Chloroplasten stattfindet. Die Grundlage fir die chemische Fixierung der
Lichtenergie und somit fur photoautotrophes Wachstum bildet ein fur die
Chloroplasten charakteristisches Endomembransystem, die Thylakoide. In der
Thylakoidmembran sind samtliche Multiproteinkomplexe verankert, die am lichtab-
hangigen Elektronentransport beteiligt sind, an dessen Ende die Energie in Form von
ATP und Reduktionsaquivalenten (NADPH) fir die Reduktion des Kohlenstoffs im
Kohlendioxid bereitgestellt wird und somit die Grundlage fur die Fixierung von Licht-
energie in chemisch gebundene Energie darstellt. Zusatzlich zu diesen, fur photo-
autotrophes Wachstum essentiellen Aufgaben, finden noch zahlreiche Reaktionen

des Primar- und Sekundarstoffwechsels in diesem Kompartiment statt.

1.1.1  Von der Endosymbiose zur Pflanzenzelle

Der Algenforscher Friedrich Schmitz beobachtete Ende des 19. Jahrhunderts, dass
Chloroplasten sich autonom verhalten und niemals de novo entstehen, sondern
durch Teilung auseinander hervorgehen. Dies veranlasste Schimper 1893 zu der
Spekulation, dass Chloroplasten Symbionten sein koénnten. Mereschkowsky
vermutete schlieB3lich in Cyanobakterien den moglichen Vorlaufer der Chloroplasten
und formulierte spater in der Arbeit ,Theorie der zwei Plasmaarten als Grundlage der
Symbiogenesis, einer neuen Lehre von der Entstehung der Organismen® die
Gleichung ,Tiere + Chloroplasten = Pflanzen® (Mereschkowsky 1905, 1910).
Umfassend dargestellt wurde die Endosymbiontenhypothese erst 1970 durch Lynn

Margulis.




1. EINLEITUNG

Nach heutigem Kenntnisstand ist der Ursprung der Plastiden in einem
endosymbiotischen Ereignis vor mehr als 1,2 Milliarden Jahren zu suchen (Butterfield
2000). Die Aufnahme eines Vorlaufers der heutigen Cyanobakterien durch eine
eukaryotische Zelle, die bereits Vorlaufer der heutigen Mitochondrien enthielt, fuhrte
dabei zunachst zu einer chimaren Zelle mit autonomen Bestandteilen. Der ehemals
autonome Endosymbiont ist jedoch in seiner jetzigen Form nicht mehr als autonom
anzusehen. Selbst die haufig anzutreffende Bezeichnung als semiautonomes
Zellorganell trifft nicht zu, bedenkt man dessen obligate Abhangigkeit vom ,Wirt*
(Herrmann 1996, 1997). Dass es sich bei dem Endosymbionten tatsachlich um einen
Vorfahren der rezenten Cyanobakterien handelt, bestatigten morphologische und
molekulare Vergleiche von Cyanobakterien mit Chloroplasten (z.B. McFadden 1999).
Entgegen friherer Annahmen flhrte die wachsende Verfugbarkeit von nukledren und
plastidaren DNA-Sequenzdaten verschiedenster photosynthetischer Organismen zu
dem Schluss, dass Plastiden aus einem monophyletischen endosymbiotischen
Ereignis hervorgegangen sind (Martin et al. 1998; Stoebe und Kowallik 1999;
Rodriguez-Ezpeleta et al. 2005).

Die Fixierung der Endosymbiose, d.h. die Aufhebung der Autonomie des Endosym-
bionten, kann durch den Transfer essentieller Gene des Endosymbionten in den
Nukleus des Wirts oder auch durch Genverlust erfolgen. Um den endosymbiotischen
Prozess irreversibel zu machen, wirde theoretisch der Verlust einer Komponente im
Genom des Endosymbionten ausreichen, die im Anschluss vom Wirt zur Verfigung
gestellt wird. Tatsachlich ist die Entwicklung vom freilebenden Organismus hin zum
Zellorganell von massiven Umstrukturierungen aller beteiligten Genome gepragt.
Vergleiche rezenter Vertreter der Cyanobakterien mit Plastiden hinsichtlich ihrer
Genome zeigen, dass von den urspriunglich 3.000-7.000 Genen der Cyanobakterien
(Kaneko et al. 1996) weniger als 5% in den Plastiden kodiert sind. Die Reduktion des
plastidaren Genoms ist Folge eines Verlustes von, in der Kombination von
Endosymbiont und Wirt, redundanten Genen und dem Transfer genetischen
Materials in erster Linie vom Endosymbiont in Richtung Zellkern (Martin und
Herrmann 1998; Rujan und Martin 2001). Eine Analyse der Sequenzdaten aus
Arabidopsis thaliana zeigte, dass ca. 18% des nuklearen Genoms cyanobakteriellen
Ursprungs sind, was einer Zahl von ca. 4.500 Genen entspricht (Martin et al. 2002).

Dies verdeutlicht das Ausmal} der Umstrukturierung der beteiligten Genome, bereits
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ohne dabei das Mitochondriengenom mit einzubeziehen. In silico Lokalisations-
studien fur Produkte kernkodierter Gene cyanobakteriellen Ursprungs verdeutlichen
zudem die Komplexitdt des Genomrearrangements. Nur etwa ein Drittel dieser
Genprodukte von Genen cyanobakteriellen Ursprungs ist fur einen Re-Import in die
Plastiden vorausgesagt, insgesamt wird jedoch von 3.000-4.500 plastidaren
Proteinen ausgegangen (Leister 2003; Sun et al. 2004). Ein Grolf3teil der Information
im pflanzlichen Kerngenom ist also cyanobakteriellen Ursprungs und gleichzeitig ist

das plastidare Proteom mindestens dualen genetischen Ursprungs.

Der endosymbiotische Gentransfer kann als eine spezielle Art lateralen
Gentransfers angesehen werden (Brown 2003), der nach wie vor andauert (Huang et
al. 2003; Stegemann et al. 2003). Ob es sich also bei der heutigen Situation mit den
ca. 100 im Plastidengenom kodierten Genen um eine Zwischenstufe auf dem Weg
zum vollstandigen Verlust dieses Genoms handelt (Herrmann 1997) oder ob und
wenn ja welcher Selektionsdruck den Verbleib bestimmter Gene in diesem
Kompartiment verantwortet, ist immer noch Gegenstand von Diskussionen. Ein
Grund fur den Erhalt von Genen fur Hauptkomponenten der Elektronentransportkette
konnte die Aufrechterhaltung der Redoxbalance in Chloroplasten sein. Signale, die
den Redoxzustand der Thylakoidmembran zur Genregulation vermitteln, kbnnen so
ohne Umweg uUber den Zellkern und innerhalb einer Zelle fur jede Plastide individuell
umgesetzt werden und somit sehr effizient eine Anhaufung toxischer reaktiver
Sauerstoffspezies verhindern (Allen 1993, 2003).

1.1.2 Das Plastidenchromosom

Der Sequenzierung des plastidaren Genoms (Plastom) von Nicotiana tabacum
(Tabak, Shinozaki et al. 1986) und des Lebermooses Marchantia polymorpha
(Ohyama et al. 1986) folgten bis heute Uber 50 weitere aus dem Reich der Pflanzen
(Ubersicht unter: http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/static/euk_o.html). Ein fiir
Landpflanzen typisches Plastidenchromosom ist zwischen 120 und 160 Kb grof3 und
kann in Mesophyllzellen in bis zu 100 Kopien pro Chloroplast vorliegen, welche in
Nukleoidstrukturen organisiert zu sein scheinen. Die Plastome verschiedener Arten
zeigen grolRe Homologien, wobei sich die je nach Art ca. 85-140 kodierten Gene in

zwei Hauptgruppen einteilen lassen: Gene fur die plastidare Genexpression und
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Gene fur den Photosyntheseapparat (Palmer 1991; Sugiura 1995). Fur den Gen-
expressionsapparat konnten neben Genen fir Untereinheiten der plastidar kodierten
RNA-Polymerase (PEP: Plastid Encoded RNA Polymerase) auch Gene fur
ribosomale Proteine sowie rRNAs und tRNAs identifiziert werden. Gene flr den
Photosyntheseapparat, die in samtlichen Spezies plastidar kodiert vorgefunden wer-
den, reprasentieren die Kernkomponenten der Reaktionszentren der Photosysteme |
und Il (PS | und Il) sowie des Cytochrom bef Komplexes (Cytbef), der plastidaren
FoF1-ATPase und des NADPH Dehydrogenasekomplexes (NDH-Komplex). Neben
der groBen Untereinheit des Schlisselenzyms des Calvin-Zyklus zur
Kohlenstofffixierung, Rubisco (rbcL), finden sich noch einige wenige Gene anderer
Funktionen und einige offene Leserahmen unbekannter Funktion (ORF: open
reading frame, ycf. hypothetical chloroplast reading frame, Sugiura 1992) in einem
typischen Plastidengenom. Die plastidaren Chromosomen der meisten bisher
untersuchten Arten lassen sich in vier charakteristische Bereiche unterteilen. In der
etablierten zirkularen Darstellung eines Plastidenchromosoms separieren zwei
invertierte repetitive Bereiche IRa und IRg (IR: Inverted Repeat) die grof3e und die
kleine Einzelkopieregion (LSC: Large Single Copy Region, SSC: Small Single Copy
Region). Diese zirkulare Darstellung muss nach neueren Ergebnissen jedoch
Uberdacht werden, da zumindest fir Zea mays bewiesen wurde, dass der Anteil an
zirkularen DNA-Molekllen nicht mehr als 3-4% betragt und der Rest als lineare
Molekule, mit hochstwahrscheinlich definierten Enden, teils in komplexen Strukturen
vorliegt, die auf eine rekombinationsabhangige Form der Replikation zurtickzufuhren
sein kénnten (Bendich 2004; Oldenburg und Bendich 2004).

1.1.3 Die plastidare Genexpression

Die plastidare Genexpression erinnert in vielen Bereichen an die des freilebenden
eubakteriellen Vorlaufers. Teile der Transkriptions-, Prozessierungs- und Trans-
lationsmaschinerie lassen sich deutlich einem prokayotischen System zuordnen, wie
beispielsweise polycistronische Genorganisation, verschiedene regulatorische
Transkriptprozessierungsschritte oder aber auch 70S Ribosomen. An anderen Stel-
len ist die Einbettung des Zellorganells in ein eukaryotisches System zu erkennen.
So kénnen zum Beispiel polycistronische Transkripte teilweise nicht mehr ohne

intercistronische Prozessierung translatiert werden (Barkan et al. 1994; Hirose und
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Sugiura 1997). Das prokaryotische Spektrum wird zudem durch neue Prozes-

sierungsschritte, wie beispielsweise RNA Edierung, erweitert.

Im Folgenden sollen nur die fur diese Arbeit relevanten Genexpressionsschritte

betrachtet werden.

1.1.3.1 Plastidare Transkription

Die Transkription in Plastiden von Landpflanzen wird von mindestens zwei
verschiedenen RNA-Polymerasen bewerkstelligt: einer plastidar kodierten RNA-
Polymerase (PEP) und mindestens einer nuklear kodierten RNA-Polymerase (NEP:
Nuclear Encoded RNA-Polymerase) (Hess und Borner 1999). Die entstehenden
Produkte sind dabei typischerweise polycistronisch und werden co- oder posttrans-

kriptional prozessiert.

Die PEP ist vom eubakteriellen Typ azBp’, deren Komponenten des Apoenzyms
(rpo-Gene) im Plastom kodiert sind (Igloi und Kdssel 1992), wobei die f’-Untereinheit
aus zwei separat kodierten Polypeptiden B’ und B” (kodiert durch rpoC17 und rpoC2)
zusammengesetzt ist. Die von der PEP erkannten Promotoren ahneln ebenfalls dem
eubakteriellen Pendant. Die -10 (Pribnow-/TATA-Box) und -35 Elemente sind jedoch
in ihrem Abstand zum jeweiligen Transkriptionsstart teils weniger konserviert als in
Prokaryoten (Allison 2000). Die spezifische Promotorerkennung bzw. -bindung erfolgt
in prokaryotischen Systemen durch Sigmafaktoren. Erst das Holoenzym o pp’c ist
somit zur Transkriptionsinitiation fahig. Tatsachlich konnten Sigmafaktor-ahnliche
Proteine (SLF: Sigma Like Factor) schon frih in Chlamydomonas reinhardtii, Spinat
und Senf identifiziert werden (Surzycki und Shellenbarger 1976; Bllow und Link
1988; Lerbs et al. 1988). Auch im Kerngenom von Arabidopsis thaliana konnten
Leserahmen der entsprechenden Genfamilie zugeordnet werden
(ArabidopsisGenomelnitiative 2000). Die Untersuchung einer hellgrinen A. thaliana
Linie abc1 mit einer T-DNA-Insertion in SIG2 (sigB) zeigte eine reduzierte Akkumu-
lation von in die Photosynthese involvierten Proteinen (Kanamaru et al. 2001). Eine
T-DNA-Insertion in SIG4 fuhrt zu verminderter Akkumulation bestimmter plastidarer
Transkripte (Favory et al. 2005). Eine kerngesteuerte Genregulation mittels

Sigmafaktoren liegt somit nahe. Die Hauptbindestelle fir Sigmafaktoren innerhalb
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des Apoenzyms in eubakteriellen Systemen ist die p’-Untereinheit (Arthur und
Burgess 1998; Arthur et al. 2000). Die homologe Region dieser Sigmafaktorbinde-
stelle liegt in Plastiden innerhalb der von rpoC2 kodierten B”-Untereinheit (lgloi und
Kdssel 1992).

Nuklear kodierte RNA-Polymerasen fur die Expression proteinkodierender plasti-
darer Gene bestehen aus nur einer Untereinheit und zeigen Ahnlichkeit mit RNA-
Polymerasen in T3/T7 Bakteriophagen (Lerbs-Mache 1993). In A. thaliana konnten
drei Gene, RPOT1, RPOT2 und RPOTS3, identifiziert werden, welche fir Poly-
merasen unterschiedlicher Lokalisation kodieren. Wahrend RPOT1 in Mitochondrien
und RPOTS3 in Plastiden importiert wird, konnte fir RPOT2 eine Lokalisation fur beide
Kompartimente nachgewiesen werden (Hedtke et al. 1997; Hedtke et al. 1999a;
Hedtke et al. 2000). Die Promotor-Kernregion der plastidar lokalisierten NEP ist
gekennzeichnet durch ein YRT-Motiv, welches innerhalb eines 15 Nukleotide
umfassenden AT-reichen Segments im direkten 5’-Bereich der Transkriptions-
initiationsstelle liegt (Liere und Maliga 1999). Die Regulation der NEP scheint
generell entwicklungs- und gewebespezifisch zu erfolgen (Emanuel et al. 2004;
Emanuel et al. 2006).

Zunachst wurden fur die verschiedenen Polymerasen verschiedene Aufgaben in
teilweise unterschiedlichen Entwicklungsstufen der Plastiden vorgeschlagen. In PEP
defizienten Pflanzen akkumulierten dabei hauptsachlich Transkripte von Genen des
genetischen Apparats. Somit wurde der NEP die Aufgabe zugesprochen fur die
Transkription des genetischen Apparates inklusive der PEP in meristematischem
Gewebe, also Proplastiden, verantwortlich zu sein, wahrend in spateren Entwick-
lungsstadien, also Chloroplasten, die nun vorhandene PEP flir die Transkription
photosyntheseassoziierter Gene und des genetischen Apparates zustandig sein
sollte. Diese Annahme wurde durch die vor den entsprechenden plastidaren Genen
identifizierten Promotoren unterstitzt (Hajdukiewicz et al. 1997). Spatere
Untersuchungen an PEP defizienten Tabakmutanten zeigten jedoch, dass samtliche
plastidare Gene durch die NEP transkribiert werden konnen, was die strikte
Trennung der Transkription verschiedener funktionell verwandter Gengruppen durch
die in den unterschiedlichen Kompartimenten kodierten RNA-Polymerasen in Frage
stellt (Krause et al. 2000; Legen et al. 2002).
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1.1.3.2 Plastidare RNA Edierung

Der Begriff RNA Edierung beschreibt die stellenspezifische Veranderung von
Transkripten deren mature Form sich dadurch in ihrer Sequenz von der genomischen
Sequenz unterscheidet. Spezielle Modifikationen, wie beispielsweise Spleilten oder
Polyadenylierung sind dabei ausgenommen. Zum ersten Mal beschrieben wurde
RNA Edierung fur die Insertion und Deletion von Uridinen in mitochondrialen
Transkripten von Trypanosomen, die das Leseraster wiederherstellen (Benne et al.
1986). Seither wurden verbreitet Uber eine Vielzahl von Organismen verschiedene
Modifikationen als RNA Edierung beschrieben, die sowohl mRNAs, tRNAs, rRNAs
und die 7SL RNA betreffen. Neben der Insertion bzw. Deletion einzelner oder
mehrerer Nukleotide konnen an definierten Positionen Nukleotidkonversionen,
beispielsweise von Adenosin zu Inosin (A-1) oder von Cytidin zu Uridin (C-U), zu
einer Veranderung der Kodierung oder Struktur fuhren (Tab. 1-1, zusammengefasst
in Gott und Emeson 2000). Die Variabilitat der verschiedenen bisher identifizierten
Mechanismen legt einen polyphyletischen Ursprung der verschiedenen RNA

Edierungssysteme nahe.

Tabelle 1-1:  Auswahl verschiedener Edierungssysteme

Taxon Kompartiment Edierungstyp Betroffene RNAs
Kinetoplastiden
(Trypanosoma, Mitochondrium U Insertionen/Deletionen mRNAs
Leishmania)
Viren
(Mumps, Masern, HIV, Wirtscytoplasma G oder A Insertionen mRNAs
Ebola)
?ﬁﬁ}'/‘:g’;ﬁ%e Mitochondrium Nukleotidinsertionen, C zu U mRNAs, tRNAs, rRNAs
Pflanzen
oose, Farne, Gymno-, itochondrium, Plastide zuU, U zu m s, s, I s
M F G Mitochondri Plastid CzuU,UzuC RNAs, tRNAs, rRNA:
Angiospermen)
I(VIS%IrI]unsekfkr;n) Mitochondrium Azul tRNAs
'(gsrf)zge;hﬂa) Nukleus Azul {RNAs
Plazentalier
(Mensch, Maus) Nukleus CzuU,Azul mRNAs
l(\ga;:;ggls?:ﬁ; Mitochondrium CzuU tRNAs

zusammengefasst in Gott und Emeson, 2000
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1.1.3.2.1 Charakteristika plastidarer RNA Edierung

In plastidaren Transkripten wurde RNA Edierung zum ersten Mal fur das rp/2 Start-
Codon in Mais beschrieben. An der dem rp/2 Start-Codon (ATG) in anderen Spezies
homologen Position befindet sich im Maisplastom ein ACG Threonincodon. Die
Untersuchung der cDNA erbrachte den Beweis, dass ahnlich wie in Mitochondrien
von Pflanzen (Covello und Gray 1989; Gualberto et al. 1989; Hiesel et al. 1989) auch
in Plastiden RNA Edierung stattfindet. Das ACG Codon fungiert also nicht, wie
ursprunglich erwartet wurde, als Start-Codon, sondern wird auf mMRNA-Ebene in das
kanonische AUG Start-Codon Uberfuhrt (Hoch et al. 1991). Neben weiteren
Edierungsstellen, welche in plastidaren Transkripten zur Herstellung von AUG Start-
Codons dienen (Kudla et al. 1992; Kuntz et al. 1992; Bock et al. 1993), wurden auch
Edierungsstellen innerhalb kodierender Regionen (Maier et al. 1992a; Maier et al.
1992b) und zur Generierung von Stop-Codons identifiziert (Wakasugi et al. 1996).
Zum einen konnen also in Plastiden durch RNA Edierung Leserahmen hergestellt
werden und zum anderen kann die Kodierung innerhalb von Leserahmen verandert
werden.

Bis jetzt konnte mit Ausnahme des Lebermooses Marchantia polymorpha (Oda et
al. 1992; Ohyama 1996; Freyer et al. 1997; Steinhauser et al. 1999) in Plastiden aller
untersuchten Landpflanzen RNA Edierung des Konversionstyps gezeigt werden. Fur
die Spermatophyta wurden dabei bisher ausschliel3lich C-U Transitionen nachge-
wiesen. Innerhalb der Pteridophyta, flur Adiantum capillus-veneris, (Wolf et al. 2004)
und innerhalb der Bryophyta, flr Anthoceros formosae, (Kugita et al. 2003) kann
Edierung auch in reverser Richtung erfolgen (U-C).

Ein Vergleich kodierender Regionen von Samenpflanzen, Farnen und Moosen
zeigte, dass RNA Edierung in Plastiden generell zur Herstellung des an der
jeweiligen Codonposition konservierten Codons fuhrt (Maier et al. 1996).
Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass die unedierte Form des Transkripts zu
einem Funktionsverlust des betroffenen Proteins flhren kann. So zeigte z.B. ein
transplastomischer Ansatz in N. tabacum, dass die nicht-edierte Form des psbF-
Transkripts zu einem mutanten Phanotyp flhrt (Bock et al. 1994). In Chlamydomonas
reinhardtii konnte fur die unedierte Form des petB-Transkripts ebenfalls ein mutanter

Phanotyp beobachtet werden (Zito et al. 1997). Auch die nicht-edierte Form der in
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Plastiden durch accD kodierten p-Untereinheit der Carboxyltransferase der
plastidaren Acetyl-CoA-Carboxylase fuhrt in vitro zum Aktivitatsverlust der Carboxyl-
transferase und des Holoenzyms, was eine essentielle Funktion der Edierung der
entsprechenden Position in accD impliziert (Sasaki, Y. et al. 2001). Offensichtlich
kann die an der jeweiligen Position konservierte Aminosaure, deren Kodierung durch
Edierung hergestellt wird, von funktioneller Relevanz sein.

Allerdings gibt es auch hierfir Ausnahmen. So wurde fir die zweite Position in
Codon 206 von rpoB in Zea mays Edierung beschrieben, wahrend die homologe
Stelle in Hordeum vulgare (Zeltz et al. 1993) und Oryza sativa (Corneille et al. 2000)
unediert bleibt und somit die funktionelle Relevanz der Edierung dieser Stelle in Mais
unklar ist. Eine weitere Ausnahme im Bezug auf die Bedeutung von Edierungsstellen
stellt auch die ,stille Edierung“ an der dritten Position des Codons 265 in atpA von
N. tabacum dar. C-U Edierungen sind an dritten Codonpositionen synonym, eine
funktionelle Relevanz darf deshalb hierfur bezweifelt werden (Hirose et al. 1996).

Ebenfalls unklar ist die Funktion fir Edierung aul3erhalb offener Leserahmen, was
fur plastidare Transkripte in Samenpflanzen erst zweimal beschrieben wurde (Kudla
und Bock 1999; Drescher et al. 2002). Fur die Edierungsstelle in der 5-UTR
(Untranslated Region) von ndhG in Zea mays zeigten in silico Analysen unterschied-
liche Sekundarstrukturen der RNA in Abhangigkeit des durch Edierung modifizierten
Nukleotids (ediert U/unediert C), was einen Einfluss auf die Transkriptstabilitat
und/oder die Translationseffizienz des ndhG-Transkriptes haben konnte. Als weitere
Moglichkeit wurde jedoch diskutiert, dass Edierung zur Herstellung eines
konservierten Phenylalanin Codons in einem zwdlf Codons umfassenden, bisher
nicht beschriebenen ORF flhrt und es sich somit nicht um Edierung in einer UTR
handeln wurde (Drescher et al. 2002).

1.1.3.2.2 Mechanistik plastidarer RNA Edierung

Der Mechanismus der Edierungsreaktion in plastidaren Transkripten ist bisher nicht
geklart. Vermutet wird eine De- oder Transaminierungsreaktion des Cytosins am C-4,
was unmittelbar zu Uracil fihrt und somit die einfachste Erklarung ware. Ergebnisse
biochemischer Analysen des mitochondrialen Edierungssystems in Pflanzen
bestatigten eine stellenspezifische Deaminierung eines Cytidins (Yu und Schuster

1995). Die Ahnlichkeiten der Edierungssysteme legen einen vergleichbaren
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Mechanismus fur Plastiden nahe. In vitro Experimente fur plastidare Edierung
bewiesen, dass das radioaktive o-Phosphat am zu edierenden Cytidin nach der
Behandlung mit edierungskompetentem Chloroplastenextrakt am Uridin erhalten war,
was auf eine Deaminierung des Cytidins hindeutet, da die Edierungsreaktion ohne
Austausch des Phosphatrestes stattfindet (Hirose und Sugiura 2001). Im Gegensatz
zu den Analysen des mitochondrialen Systems (Yu und Schuster 1995) wurde jedoch
fur Chloroplasten nicht ausgeschlossen, dass eine Basensubstitution mittels einer
Transglykosylierungsreaktion erfolgen koénnte (Hirose und Sugiura 2001). Den
Beweis, dass in Plastiden in vivo ein Uridin in der edierten Form eines Transkripts
vorliegt, erbrachte eine rSSCP Analyse (RNA Single Strand Conformational
Polymorphism) einer Edierungsstelle in ndhA. Das entsprechende mRNA-Fragment
aus Mais Gesamt-RNA, verhielt sich in einer elektrophoretischen Auftrennung
genauso, wie ein aus einer in vitro Transkription hervorgegangenes RNA-Fragment,
welches an der entsprechenden Position ein Uridin enthalt (Fuchs et al. 2001). Das
durch Sequenzanalysen von cDNA an Edierungsstellen detektierte Thymidin (T) ist
somit nicht als Artefakt zu deuten, welches aufgrund der enzymatischen Reaktionen
zwischen RNA-Isolierung und Sequenzierung die eigentliche Modifikation des
Cytidins auf mRNA-Ebene verschleiert. Hochstwahrscheinlich ist am Edierungs-
prozess also eine Cytidin De- oder Transaminase beteiligt.

Die Edierungsreaktion scheint im Allgemeinen ein friher Prozess in der
Transkriptreifung zu sein, der in einigen Fallen als unabhangig von anderen
Reifungsprozessen beschrieben ist (Freyer et al. 1993; Hirose et al. 1994; Ruf et al.
1994). Fir eine Edierungsstelle in ndhA, die nur wenige Nukleotide von der Intron-
Exon Grenze entfernt ist, zeigten Untersuchungen in Gerste jedoch, dass nicht
gespleildte Transkripte ausschliel3lich unediert vorlagen (Del Campo et al. 2000).
Untersuchungen der homologen Edierungsstelle aus Spinat in Tabak bewiesen die

Abhangigkeit der Edierung vom Spleilen (Schmitz-Linneweber et al. 2001).

1.1.3.2.3 Faktoren plastidarer RNA Edierung

RNA Edierung findet an hochspezifischen Nukleotidpositionen statt. Daher muss
von einer Beteiligung spezifischer cis-Determinanten ausgegangen werden, die eine

Edierungsstelle als solche markieren.
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Im unmittelbaren  Sequenzbereich um  Edierungsstellen  konnte kein
Konsensusmotiv identifiziert werden. Es wurde lediglich eine Tendenz zu einem
Pyrimidin 5’ und einem Adenosin 3’ der Edierungsstelle festgestellt (Maier et al.
1996; Hirose et al. 1999). Die ersten Charakterisierungen von cis-Elementen, die als
Erkennungsmotiv fur einen entsprechenden frans-Faktor in Frage kommen konnten,
erfolgten in vivo durch transplastomische Untersuchungen. Fir psbL-1 (Startcodon)
in Tabak war ein 22 Nukleotide umfassendes Segment (-16/+5 zur Edierungsstelle)
hinreichend fur Edierung (Chaudhuri und Maliga 1996). Fur zwei ndhB-
Edierungsstellen in Tabak in Codon 246 und 249 konnte die Region von -12 bis -2
vor der Edierungsstelle in Codon 246 als essentiell flr die Edierung beider Stellen
identifiziert werden (Bock et al. 1996). Eine Ausnahme hinsichtlich der Beschrankung
der cis-Elemente auf ca. 30 proximale Nukleotide sind die Edierungsstellen in ndhB-
196 und -204 in Tabak, deren Sequenzkontext von -42 bis +42 in vivo nicht
ausreichend fur Edierung zu sein scheint (Bock et al. 1996). In vitro Untersuchungen
bestatigten die Lage von cis-Elementen in einer Region von -20 bis +9 zu den
jeweiligen Edierungsstellen (Hirose und Sugiura 2001). Mit Hilfe eines in vitro
Edierungssystems erfolgte auch eine weitere Feinkartierung essentieller Bestandteile
der cis-Elemente fiur die Edierungsstellen in petB-204 und psbE-72. Der kritische
Bereich fur die Bindung des trans-Faktors konnte hier auf -20/-6 respektive -15/-6
eingegrenzt werden, wobei auch weitere Nukleotide im Bereich -5/+5 fur die
Edierung der Stellen essentiell sind (Miyamoto et al. 2002, 2004). Eine Substitution
des direkt benachbarten Nukleotids stromaufwarts der Edierungsstelle kann sowohl
in vivo, als auch in vitro die Effizienz der Edierung stark reduzieren (Bock et al. 1996;
Miyamoto et al. 2004) sowie in vitro die Bindung des trans-Faktors storen (Miyamoto
et al. 2004). Die weiteren, im unmittelbaren 5’-Bereich der Edierungsstelle liegenden
Nukleotide kénnten als eine Art Abstandhalter zwischen Faktorbindestelle und
Edierungsstelle fungieren, was auch durch in vivo Daten unterstitz wird. Nach einer
Deletionen in diesem Bereich wurde nicht mehr das ursprungliche Nukleotid, sondern
das sich nach der Deletion im entsprechenden Abstand befindende Cytidin ediert
(Hermann und Bock 1999).

Das Fehlen einer Konsensussequenz sowie die Beobachtung, dass aus fremden
Arten kunstlich eingebrachte Edierungsstellen nur erkannt werden, wenn Homologe

im eigenen Plastom zu finden sind (Bock et al. 1994; Reed und Hanson 1997, vgl.
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1.1.3.2.4), war ein Hinweis, dass fur die Erkennung jeder Edierungsstelle ein
spezifischer trans-Faktor — der ,Spezifitatsfaktor” — verantwortlich sein konnte.

Einige Edierungsstellen scheinen jedoch gemeinsam von einem Spezifitatsfaktor
erkannt zu werden. Die ektopische Uberexpression einer Edierungsstelle kann dazu
fUhren, dass durch kompetitive Effekte der Spezifitatsfaktor titriert wird und somit
sowohl die ektopisch erhoht exprimierte Edierungsstelle, als auch die endogene
Edierungsstelle nur noch partiell ediert sind (Chaudhuri et al. 1995; Reed und
Hanson 1997; Reed et al. 2001). Partielle Edierung bedeutet, dass ein Teil des
jeweiligen Transkriptpools — z.B. aufgrund eines limitierenden Spezifitatsfaktors —
unediert bleibt. Ist der entsprechende Spezifitatsfaktor in die Edierung mehrerer Stel-
len involviert, sollte der Titrationseffekt alle von diesem Spezifitatsfaktor bedienten
Edierungsstellen betreffen. Fur zwei ektopisch Uberexprimierte Edierungsstellen in
Tabak konnte tatsachlich eine Reduzierung der Edierungseffizienz fir die jeweils
homologen und fir verschiedene nicht-homologe Edierungsstellen beobachtet
werden, was auf die ,Koedierung® durch einen Spezifitatsfaktor hindeutet
(Chateigner-Boutin und Hanson 2002). In den cis-Elementen, potentiell durch einen
einzigen Spezifitatsfaktor erkannter Edierungsstellen, wurden Sequenzhomologien
identifiziert. Solche mehr oder weniger signifikanten Sequenzhomologien waren dann
die Basis zur Einteilung weiterer Edierungsstellen in Cluster (Chateigner-Boutin und
Hanson 2003; Tillich et al. 2005).

Der Kodierungsort von Edierungsfaktoren wurde aufgrund der fehlenden
Kodierungskapazitat des plastidaren Genoms im Zellkern vermutet. Selbst wenn nur
ein Spezifitatsfaktor pro Edierungsstellencluster notig ware (Chateigner-Boutin und
Hanson 2003), bedirfte es mehr als zehn solcher individueller Spezifitatsfaktoren.
Nahezu allen plastidaren Leserahmen sind jedoch bereits andere Funktionen
zugeordnet. Einen direkteren Hinweis auf den Kodierungsort von Spezifitatsfaktoren
hatten Untersuchungen einer spinatspezifischen psbL-Edierungsstelle ergeben,
welche in Tabak nicht ediert wurde (Bock et al. 1994). Die Fusionierung von
Protoplasten dieser transplastomischen Tabaklinien mit Spinatprotoplasten fihrte zu
hybriden Zellen, in denen Edierung flur die spinatspezifische Stelle in Tabakplastiden
nachgewiesen werden konnte, wofur die wahrscheinlichste Erklarung der Import des
im Spinatzellkern kodierten Edierungsfaktors war (Bock und Koop 1997). Weitere

Hinweise auf den Kodierungsort von Edierungsfaktoren erbrachten Analysen
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plastidarer Edierungsstellen in den Gerste- und Maismutanten, albostrians respektive
iojap, die zeigten, dass Edierung in den flr diese Mutanten beschriebenen
ribosomendefizienten Plastiden funktionierte (Zeltz et al. 1993; Halter et al. 2004).
Dies schliel3t plastidar kodierte Proteinfaktoren aus und zeigt aul3erdem, dass die
Edierungsreaktion unabhangig von plastidarer Translation ist.

In anderen Edierungssystemen ist Edierung guideRNA (gRNA) vermittelt (Blum, B.
et al. 1990). Die Suche nach im Tabakplastom kodierten gRNAs blieb ohne positives
Ergebnis (Bock und Maliga 1995). Auch neuere Daten sprechen eher gegen in
plastidare RNA Edierung involvierte gRNAs: so blieb die Edierungsaktivitat eines
Chloroplastenextraktes in vitro trotz Behandlung mit Mikrokokkus Nuklease erhalten.
Des weiteren konnten keinerlei RNA-Molekile durch UV-Crosslinks identifiziert
werden, welche mit dem cis-Element der psbL-1 Edierungsstelle interagieren (Hirose
und Sugiura 2001). Fur Proteinfaktoren waren entsprechende Versuche jedoch
erfolgreich. So konnten fur drei verschiedene Edierungsstellen spezifische RNA-
Protein-Komplexe verschiedener GroRe nachgewiesen werden (Hirose und Sugiura
2001; Miyamoto et al. 2002). Die Zahl identifizierter Proteinfaktoren, die an
Edierungsprozessen beteiligt sind, beschrankt sich jedoch bisher auf zwei. CP31
scheint generell fur Edierung essentiell zu sein. Die in vitro Edierung zweier Stellen
zeigte sich abhangig von der Anwesenheit dieses abundanten stromalen RNA-
Bindeproteins (Hirose und Sugiura 2001). Der zweite Faktor, CRR-4, ist als essentiell
fur die Edierung von ndhD-1 in A. thaliana beschrieben (Kotera et al. 2005), wobei
die direkte Interaktion dieses Faktors mit der Edierungsstelle bisher nicht gezeigt
wurde. CRR-4 ist aufgrund seiner RNA-Bindedomanen der Familie der PPR-Proteine
(Pentatricopeptid Repeat) zugeordnet, fur die neben der RRM-Proteinfamilie (RNA
recognition motif) bereits zu einem friheren Zeitpunkt eine Beteiligung an Edierung in
Plastiden (und Mitochondrien) diskutiert wurde. Fur beide Proteinfamilien konnten
genugend nuklear kodierte Gene identifiziert werden, deren Produkte in silico
Vorhersagen zur Folge organellenlokalisiert sind und somit auch fur die uber 400
Edierungsstellen im mitochondriellen Genom von A. thaliana (Giege und Brennicke
1999) jeweils ein Spezifitatsfaktor zur Verfugung stehen wirde (Small und Peeters
2000; Vermel et al. 2002, nicht publizierte Daten). Ob solche Spezifitatsfaktoren
durch Interaktion mit einer katalytischen Untereinheit (De-/Transaminase) einen
edierungsaktiven Enzymkomplex bilden, oder ob die Spezifitatsfaktoren selbst

katalytisch aktiv sind, ist noch nicht geklart (Miyamoto et al. 2004). Genauere
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Aussagen hierzu werden erst mit der ldentifizierung weiterer, flr die Edierung

essentieller Faktoren maoglich sein.

1.1.3.2.4 Evolution plastidarer Edierungsstellen

Die erste systematische Bestimmung samtlicher Edierungsstellen innerhalb eines
plastidaren Genoms erfolgte fur Zea mays (Maier et al. 1995). Die Annahme, dass
Marchantia polymorpha nicht Uber ein funktionelles Edierungssystem in
Mitochondrien verfigt (Oda et al. 1992) und die Tatsache, dass in Marchantia
polymorpha haufig bereits die konservierte Aminosaure genomisch kodiert ist, die in
anderen Spezies durch Edierung hergestellt wird, machten Marchantia polymorpha
zu einer Referenz fur die ldentifizierung plastidarer Edierungsstellen. Insgesamt
konnten mit diesem systematischen Ansatz 29 Edierungsstellen innerhalb des
Maisplastoms identifiziert werden (Maier et al. 1995; Tillich et al. 2001, nicht
publizierte Daten). Die Gesamtheit plastidarer Edierungsstellen einer Spezies wird
als plastidarer Editotyp bezeichnet (im Folgenden nur ,Editotyp“). Nachfolgende
Bestimmungen der Editotypen fur Pinus thunbergii (Wakasugi et al. 1996; Sasaki, Y.
et al. 2001), Nicotiana tabacum (Hirose et al. 1999), Arabidopsis thaliana (Lutz und
Maliga 2001; Tillich et al. 2005), Atropa belladonna (Schmitz-Linneweber et al. 2002),
Nicotiana sylvestris und tomentosiformis (Sasaki, T. et al. 2003) und Pisum sativum
(Inada et al. 2004) erfolgten auf ahnliche Weise, wie in Maier et al. (1995)
beschrieben. Die Anzahl der identifizierten Edierungsstellen eines Editotyps liegt fur
Samenpflanzen in der Grélienordnung von 30. Dieser relativ konstanten Anzahl an
Edierungsstellen stehen jedoch unterschiedliche Muster der Verteilung der
Edierungsstellen im Genom verschiedener Arten gegeniber (Ubersichtartikel:
Schmitz-Linneweber et al. 2004). Dabei ist die Anzahl von zwischen verschiedenen
Arten konservierten Edierungsstellen an homologen Positionen umgekehrt proportio-
nal zur phylogenetischen Distanz. Wahrend die Solanaceen Atropa belladonna (33
Edierungsstellen) und Nicotiana tabacum (35 Edierungsstellen) 30 Edierungsstellen
an homologen Positionen haben, teilt sich Nicotiana tabacum mit Pinus thunbergii
(27 Edierungsstellen) nur zwei Edierungsstellen (Ubersicht in Funk et al. 2004).

Eine Analyse mitochondrialer und plastidarer Edierungsstellen zeigte, dass C-T
Transitionen an Edierungsstellen haufiger auftreten als an dritten Codonpositionen

(Shields und Wolfe 1997). Diese Fluktuation von Edierungsstellen scheint somit auf
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einer Selektionsneutralitat bezlglich des genomisch kodierten T, verglichen mit dem
auf RNA-Ebene durch Edierung hergestellten U zu beruhen. Edierungsstellen kénn-
ten sich somit in einem Gleichgewicht zwischen Entstehung (T-C Mutation und C-U
Edierung) und Verlust (C-T Mutation) befinden. Die Entstehung artspezifischer
Editotypen kann jedoch auch durch den sukzessiven Verlust von Edierungsstellen an
verschiedenen unabhangigen Positionen, ausgehend von einer hohen Anzahl
plastidarer Edierungsstellen in ursprunglichen Landpflanzen, erklart werden (Tillich et
al. 2006a).

Transplastomische Untersuchungen gaben auch Hinweise darauf, dass nicht nur
die Fluktuation der Edierungsstellen evolutionar sehr dynamisch ist, sondern ebenso
die entsprechenden Faktoren vermeintlich schnell evolvieren. Im psbF-Transkript
wird in Spinat das Serincodon (uCu) an Position 26 ediert, was zu einer Veranderung
der Kodierung zum an dieser Stelle konservierten Phenylalanin (uUu) fuhrt. In Tabak
ist das Phenylalanin bereits genomisch kodiert. Der Austausch des Tabak psbF-
Gens (T auf DNA) gegen das des Spinats (C auf DNA) fUhrte zu nicht-edierten
spinatspezifischen psbF-Transkripten in Tabakplastiden (vgl. oben, Bock et al. 1994).
Offensichtlich fehlt Tabak in Folge des fehlenden Selektionsdrucks zur Herstellung
einer konservierten Aminosaure mittels Edierung der entsprechende Spezifitatsfaktor
zur Erkennung der spinatspezifischen Edierungsstelle. Ein &hnliches Experiment fur
zwei Edierungsstellen in rpoB aus Mais bestatigte die Hypothese, dass
Edierungsstelle und Spezifitatsfaktor evolutionar gekoppelt sind. Hierbei wurden die
Edierungsstellen rpoB-156 und rpoB-206 aus Mais als Minigen ektopisch in das
Plastidengenom von Tabak eingebracht. Wahrend es zur Edierungsstelle rpoB-156 in
Tabak an Codonposition 158 eine homologe Edierungsstelle gibt, verhalt es sich fur
Edierungsstelle rpoB-206 (Homologe Position in Tabak: 208) wie fur die bereits
beschriebene psbF-Edierungsstelle aus Spinat (vgl. oben): Tabak kodiert bereits das
konservierte Codon genomisch. Es zeigte sich, dass die zur Tabakedierungsstelle
homologe Edierungsstelle (rpoB-156) ediert wurde, also die Faktoren bereitstanden,
wahrend die heterologe Edierungsstelle rpoB-206 unediert blieb (Reed und Hanson
1997). Weiter konnte flir die Edierungsstelle psbE-72 in Tabak gezeigt werden, dass
ein Faktor aus einem Plastidenextrakt von Tabak in vitro an das cis-Element der
Edierungsstelle bindet, wahrend dieser Faktor im Plastidenextrakt aus Erbse nicht

nachgewiesen werden konnte, was mit der Abwesenheit der Edierungsstelle (T auf
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DNA) in Erbse einhergeht (Miyamoto et al. 2002). Spezifitatsfaktoren schienen somit
stellenspezifisch zu sein und eine evolutionare Einheit mit der entsprechenden
Edierungsstelle zu bilden.

Die These der strikten Koevolution von Edierungsfaktor und -stelle wurde jedoch
widerlegt durch die ektopische Expression eines Minigens in Tabakplastiden,
welches die spinatspezifische ndhA-189 Edierungsstelle enthielt. Trotz des in Tabak
bereits auf DNA-Ebene kodierten konservierten Codons (T auf DNA) zeigte sich,
dass Tabak die Kapazitat fur die Edierung dieser Stelle besitzt (Schmitz-Linneweber
et al. 2001).

1.2 Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat

Die Rearrangements der Genome ehemals autonomer Organismen nach der
primaren Endosymbiose fuhrte zu der Situation, dass samtliche Prozesse innerhalb
der pflanzlichen Zelle nun fir alle Kompartimente koordiniert ablaufen missen (Blier
et al. 2001; Herrmann et al. 2003). Bei Vielzellern kommt dazu noch eine raumliche
Komponente, da zum Beispiel den verschiedenen Plastidentypen in unterschied-
lichen Geweben differentielle Aufgaben zukommen (Herrmann et al. 2003). So sind
die verschiedenen intrazellularen Genome als eine evolutiondre Einheit zu sehen.
Mutationen in einem dieser Genome haben Auswirkungen auf das Gesamtsystem
(Hedtke et al. 1999b; Whitney et al. 1999; Rodermel 2001). Umgekehrt bedeutet
dies, dass selektive Krafte auf das Gesamtsystem wirken, was zu einer Koevolution

der beteiligten Genome flihrt (Herrmann et al. 2003).

Wie weit diese Koevolution fortgeschritten ist, wird bei einem Austausch der
Organellen sogar nah verwandter Arten deutlich. Interspezifische Kreuzungen der
Gattung Oenothera fuhrten zu aberranten Phanotypen, die Pigment-Defizienzen
zeigten (Bastardbleichheit/Bastardscheckung) oder in manchen Fallen nicht lebens-
fahig waren (Renner 1934; Stubbe 1963, 1989). Renner erkannte bereits 1934
aufgrund der Unterschiede in der Nachkommenschaft reziproker Kreuzungen, dass
der Grund flr das Phanomen der Bastardbleichung/-scheckung in der Verschieden-
heit des Erbguts der Plastiden der Eltern liegen musste. Basierend auf unzahligen
Kreuzungsexperimenten ordnete Stubbe 1959 Plastiden diverser Oenothera Arten
funf Reaktionstypen zu, die sich zu verschiedenen Kerngenomen unterschiedlich

verhalten.
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Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitdt, manifestiert in Bastardbleichung bzw.
Bastardscheckung, ist weit verbreitetet flr interspezifische Hybriden. Beispiele finden
sich unter anderem bei Trifolium (Pandey et al. 1987; Przywara et al. 1989),
Pelargonium (Metzlaff et al. 1982; Pohlheim 1986), Impatiens (Arisumi 1985) und
Zantedeschia (Yao et al. 1994; Yao und Cohen 2000). Die Inkompatibilitat von
Kompartimenten ist jedoch weder auf Zellkern und Plastide, noch auf Pflanzen
beschrankt. Dokumentierte Kern-Organellen-Inkompatibilitat reicht dabei von
Crustaceen bis zu den Saugern. So unterscheiden sich beispielsweise Copepoden
verschiedener Populationen in den mitochondriell kodierten Untereinheiten COX/ und
COXIl der Cytochrom ¢ Oxidase und im kernkodierten Cytochrom ¢ (CYC). Hybriden
verschiedener Populationen zeigen dabei eine reduzierte Aktivitat der Cytochrom c
Oxidase (Edmands und Burton 1999). Auch die Kombination von humanen
Zellkernen und Mitochondrien aus Primatenzellen zeigten unterschiedliche Raten fur
die oxidative Phosphorylierung in Abhangigkeit der phylogenetischen Distanz
(Kenyon und Moraes 1997).

Interorganellare Inkompatibilitat ist somit keineswegs ein seltenes Phanomen,
sondern phylogenetisch weit verbreitet und spiegelt die evolutionare Einheit der

Genome verschiedener Herkunft in der eukaryotischen Zelle wider.

1.2.1 Determinanten von Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat

Eine Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat beruht hdochstwahrscheinlich auf gestor-
ten Protein-Protein-, und/oder Protein-Nukleinsdure-Interaktionen. Der oder die mole-
kularen Mechanismen bzw. involvierten Faktoren verbergen sich jedoch hinter einer
Vielzahl von mdoglichen gestorten Interaktionen zwischen den 3.000-4.500 nuklear
kodierten Proteinen mit vorhergesagter plastidarer Lokalisierung und den plastidar

kodierten Proteinen oder plastidaren Nukleinsauren (Leister 2003; Sun et al. 2004).

Alle am Elektronentransport beteiligten Komplexe der Thylakoidmembran sowie die
plastidare FoF¢-ATPase, aber auch das Schlisselenzym des Calvin-Zyklus, Rubisco,
sind aus sowohl im Kerngenom als auch im Plastom kodierten Untereinheiten
zusammengesetzt. Das Gleiche trifft auch auf Komponenten der plastidaren

Genexpression, wie die plastidar kodierte RNA-Polymerase (PEP) oder die in der
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Plastide enthaltenen 70S Ribosomen sowie weitere Enzymkomplexe anderer
Funktion zu (Herrmann et al. 2003). Somit finden sich praktisch in allen flr
Chloroplasten essentiellen Komponenten potentielle Ausloser fur Kerngenom-
Plastom-Inkompatibilitat. Die Relevanz funktionsfahiger Untereinheiten verschiedener
Komplexe zeigen Nullmutanten entsprechender Gene, die zum vollstandigen
Funktionsverlust des jeweils ganzen Enzymkomplexes und in der Folge zu
photosynthesedefizienten Phanotypen fiihren konnen (Ubersichtsartikel: Rochaix
1997). Durch die nicht stochiometrische Verfugbarkeit einzelner Untereinheiten,
beispielsweise durch den Ausfall einer funktionellen Untereinheit, kann die
Translationsrate flir andere Untereinheiten des jeweiligen Komplexes herabgesetzt
werden, was als CES (control by epistasy of synthesis) bezeichnet wird (Wollman et
al. 1995; Choquet et al. 1998). Auch ein selektiver proteolytischer Abbau
Uberflussiger Untereinheiten wird als weiterer Mechanismus fur die Einhaltung

korrekter Stéchiometrie postuliert (Ubersichtsartikel: Choquet und Vallon 2000).

Neben Protein-Protein Interaktionen sind auch zahlreiche Protein-Nukleinsaure-
Interaktionen in Plastiden beschrieben, die fur die funktionelle Expression der
genetisch kodierten Information essentiell sind. So bedurfen alle plastidaren
Genexpressionsschritte des koordinierten Zusammenspiels kernkodierter Faktoren
mit der DNA oder RNA in Plastiden. Fur die Transkription vermitteln beispielsweise
kernkodierte Sigmafaktoren die Bindung der PEP an Promotoren. Mutanten in Genen
fur bestimmte Sigmafaktoren fihren zu Phanotypen wie sie fur Photosynthese-
mutanten beschrieben sind (Kanamaru et al. 2001, vgl. 1.1.3.1). In Mais konnte die
Interaktion eines kernkodierten Faktors mit dem zu spleiRenden Transkript gezeigt
werden (Till et al. 2001). RNA Edierung ist, wie bereits erwahnt, abhangig von
nuklearen Faktoren (Zeltz et al. 1993; Bock und Maliga 1995; Bock und Koop 1997;
Hirose und Sugiura 2001; Miyamoto et al. 2002; Halter et al. 2004; Miyamoto et al.
2004; Kotera et al. 2005, vgl. 1.1.3.2). Auch die Prozessierung und/oder Stabilisie-
rung regulatorischer Elemente z.B. im 5-UTR erfolgt durch kernkodierte Faktoren
(Zusammenfassungen in: Barkan und Goldschmidt-Clermont 2000; Monde et al.
2000; Zerges 2000).

Welche Interaktionen letztendlich Kern-Plastiden-Inkompatibilitat auslosen ist

unklar. Das Potential daflr sollten aber samtliche schnell evolvierende Merkmale
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besitzen, die bereits zwischen nah verwandten Arten Unterschiede aufweisen.
Determinanten fur Kern-Plastiden-Inkompatibilitdt konnen also vielfaltiger Natur sein,
da prinzipiell jede Interaktion der Genome der einzelnen Kompartimente gestort sein

konnte.

1.2.2 [Atropa belladonna (Nicotiana tabacum)]-Cybriden als Modell fur
Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat

Die Untersuchung von Kern-Organellen-Inkompatibilitaten erfordert die Moglichkeit,
potentiell inkompatible Kombinationen zu testen. Ideal dafur sind alloplasmatische
Linien, also Kombinationen aus einem Nukleus mit fremdem Cytoplasma. Eine Me-
thode alloplasmatische Linien herzustellen, sind Kreuzungsstrategien mit multiplen
Ruckkreuzungen, die das ursprungliche Kerngenom sukzessive eliminieren. Eine
Vorraussetzung hierfur ist die uniparentale Vererbung der cytoplasmatischen
Kompartimente. Diese Technik ist aufgrund der in weiteren Verwandschaftskreisen
auftretenden sexuellen Inkompatibilitaten auf nah verwandte Populationen und Arten
beschrankt. Neue Techniken haben die Moglichkeiten der Kombination verschie-
dener Zellkompartimente erweitert. Eine somatische Hybridisierung kann sexuelle
Inkompatibilitdt umgehen und so zu den erwlnschten cytoplasmatischen Hybriden
(Cybriden) fuhren.

Die Herstellung pflanzlicher Cybriden beruht meist auf einer durch Polyethylen-
glykol induzierten Fusionierung von Protoplasten (z.B. Menczel et al. 1981), die
durch Behandlung kleiner Blattstlicke mit Zellulase gewonnen werden (z.B. Gleba et
al. 1982). Bei nah verwandten Arten tendieren die Zellkerne in den nach der Fusion
entstandenen Heterokaryocyten zu fusionieren, was in vielen Fallen einen hybriden
Karyotyp mit den vollstandigen Chromosomensatzen der beiden Fusionspartner
ergibt. Um diesem oftmals unerwinschten Resultat vorzubeugen, besteht die
Mdglichkeit die Protoplasten des Plastidendonors vor der Fusionierung mit hoch-
energetischer y-Strahlung zu behandeln, was zu Chromosomenbrichen und in der
Folge oftmals zum Verlust der nuklearen Chromosomen des Plastidendonors flhrt.
Diese Methode erhohte die Effizienz Cybriden zu erhalten um ein Vielfaches
(Menczel et al. 1982). Eine weitere Mdoglichkeit besteht darin, Protoplasten des
Kerndonors mit Mikroplasten (kernlosen Protoplasten) zu fusionieren (Medgyesy

1994). Fir weiter entfernte Arten kann hingegen das Phanomen der nuklearen
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Segregation in Heterokaryocyten genutzt werden (Gleba und Sytnik 1984). Dabei
entmischen sich die Genome der beiden Arten wahrend der Proliferation fusionierter
Zellen. Mittels Resistenzmarkern oder aufgrund morphologischer Auspragung kann
auf das gewunschte Kerngenom selektiert werden.

Wahrend fur Mitochondrien nachgewiesen wurde, dass sich die Genome in
Cybriden von denen der ,Eltern” unterscheiden, also wahrend des Heterokaryocyten-
Stadiums Rekombination stattfindet (Belliard et al. 1979; Gleba und Sytnik 1984;
Zubko et al. 2001), konnte dies fur Plastidengenome nicht beobachtet werden (z.B.
Belliard et al. 1978). Auf das entsprechende reinerbige Plastom kann somit ebenfalls
durch geeignete Resistenzmarker selektiert werden, oder gegebenenfalls auch auf
entsprechende phanotypische Auspragungen der Cybriden.

Die in dieser Arbeit untersuchten Cybriden aus zwei sexuell inkompatiblen Arten
der Familie der Solanaceen besitzen das Kerngenom aus Atropa belladonna und das
plastidare Genom aus Nicotiana tabacum ([Ab(Nt)]: [Ab]=Kerngenom aus Atropa
belladonna, [(Nt)]=Plastom aus Nicotiana tabacum). Diese Kombination zeigt einen
inkompatiblen Phanotyp, der sich in vollstandiger Chlorophylldefizienz niederschlagt
(Kushnir et al. 1991). Plastiden aus Mesophyllizellen dieser [Ab(Nt)]-Cybriden sind im
Vergleich zu denen des Tabak Wildtyps kleiner und besitzen kein normal
ausgepragtes Thylakoidmembransystem, jedoch grof3e vesikulare Strukturen, die ein
rudimentares Membransystem darstellen konnten (Herrmann et al. 2003). Neben der
Madglichkeit der somatischen Zellhybridisierung machen die vorhandenen Sequenz-
daten der Plastidengenome (Shinozaki et al. 1986; Schmitz-Linneweber et al. 2002),
der drastische Phanotyp (Kushnir et al. 1991) und die Zuganglichkeit des N. tabacum
Plastidengenoms fur gezielte genetische Modifikation (Svab und Maliga 1993) dieses

System ideal zur Untersuchung von Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat.

1.3 Zielsetzung

Pflanzenzellen stellen aufgrund ihrer Entstehung ein integriertes genetisches
System dar. Die ehemals autonomen Genome der einzelnen Kompartimente,
Nukleus/Cytoplasma, Mitochondrien und Plastiden, werden in hohem Malde
koordiniert reguliert und koevolvieren. So erklart sich, dass einzelne genetische
Kompartimente verschiedener Spezies nicht beliebig austauschbar sind. Eine
Kombination eines Kerngenoms mit einem fremden Plastidengenom kann den

Zusammenbruch der Funktionalitdt des kompletten Systems nach sich ziehen, wie
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am Beispiel der Kombination des nuklearen Genoms von A. belladonna [Ab] mit dem
Plastidengenom von N. tabacum [(Nt)] deutlich wird. Diese [Ab(Nt)]-Cybride hat einen
albinotischen Phanotyp und kann nur in vitro kultiviert werden.

Molekulare Mechanismen bzw. Faktoren einer solchen Kerngenom-Plastom-
Inkompatibilitdt konnten bislang nicht identifiziert werden, was an der Komplexitat
moglicher Interaktionen liegt. Den 100 bis 200 Genen eines typischen Plastiden-
genoms stehen geschatzte 3.000 bis 4.500 kernkodierte, plastidar lokalisierte
Proteine gegenlber, von denen ein Grofdteil mit plastidaren Proteinen und/oder
Nukleinsauren interagiert. Prinzipiell kdonnte jede dieser Interaktionen flr ein
gestortes Zusammenspiel der Kompartimente in interspezifischen Kombinationen

verantwortlich sein.

Aus diesen Interaktionen galt es diejenigen herauszufiltern, welche in der [Ab(Nt)]-
Cybride gestort sind und somit fir den Albinismus verantwortlich sind. Mit der
Strategie Inkompatibilitatsfaktoren von plastidarer Seite zu identifizieren sollte die
Suche auf ein relativ kleines Genom beschrankt werden und gleichzeitig das Problem
fehlender nuklearer Sequenzdaten umgangen werden. Im Fokus der Suche solcher
Inkompatibilitatsfaktoren sollten dabei schnell evolvierende Bereiche stehen, die von

funktioneller Relevanz fur die Plastiden und somit fir das Gesamtsystem sind.

Die ldentifizierung solcher Inkompatibilitatsfaktoren sollte durch eine Kombination
klassischer und revers genetischer Ansatze erfolgen. Kritische Nukleotidpositionen
bzw. Bereiche innerhalb des Plastidengenoms sollten durch die Analyse von
Suppressormutanten identifiziert werden und mit Hilfe von Komplementationslinien
bestatigt werden. Die Eliminierung identifizierter Unterschiede durch zielgerichtete
Mutagenese des N. tabacum Plastidengenoms sollte weiter daruber Aufschluss
geben, ob diese Unterschiede tatsachlich flir den albinotischen Phanotyp in der
[Ab(Nt)]-Cybride verantwortlich sind.

Basierend auf Zwischenergebnissen sollte RNA Edierung hinsichtlich ihres
Potentials betrachtet werden, ein genereller Faktor fir Kerngenom-Plastom-Inkom-
patibilitat auch innerhalb naher Verwandtschaftskreise zu sein. Aufschluss dartber
solite die Bestimmung und der Vergleich samtlicher plastidarer Edierungsstellen

(Editotyp) zwischen Arten einer Gattung geben.
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1. EINLEITUNG

Hierzu sollte der Editotyp von Nicotiana glutinosa bestimmt werden. Durch einen
Vergleich mit dem Editotyp von Nicotiana tabacum sollten Unterschiede im Muster
plastidarer Edierungsstellen hinsichtlich ihres Potentials Kerngenom-Plastom-
Inkompatibilitdt auslésen zu kénnen, untersucht werden. Die alloplasmatische Linie
N. tabacum var. Samsun NN, die eine Kombination des N. tabacum Kerngenoms mit
dem Plastidengenom von N. glutinosa ist, sollte dabei zur Analyse N. glutinosa

spezifischer Edierungsstellen im fremden Kernhintergrund dienen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Chemikalien und nicht anderweitig spezifizierte Verbrauchsmittel

Hier nicht gesondert aufgefuhrte Chemikalien wurden von den Firmen Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Minchen) bezogen. Verbrauchsmaterial in Form von
Pipettenspitzen, Reaktionsgefal’en, Kunststoffpetrischalen und Einmalhandschuhen
etc. wurden von den Firmen Sarstedt (Numbrecht), Eppendorf (Hamburg), Peqglab

(Erlangen) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

Produkt Hersteller

0,6 Micron Gold Biorad Miinchen
1-Naphtalen-Essigsaure (NAA) Sigma-Aldrich Miinchen
2X RNA Loading Dye Solution Fermentas St. Leon-Rot
6-Aminocapronsaure Sigma-Aldrich Munchen
6-Benzylamino-Purin (BAP) Sigma-Aldrich Miinchen
a¥P-UTP GE Healthcare Freiburg
Accugel; 40% (29:1) Roth Karlsruhe
Essigsaure Sigma-Aldrich, Riedel deHaen Mdinchen
Aceton Roth Karlsruhe
Agar Sigma-Aldrich Miinchen
Agarose Biozym Hessisch Oldendorf
Ammoniumacetat Roth Karlsruhe
APS Sigma-Aldrich Miinchen
B-Mercaptoethanol Roth Karlsruhe
Borsaure Roth Karlsruhe
Bromphenolblau Serva Heidelberg
BSA Roth Karlsruhe
CaCl, Roth Karlsruhe
Coomassie Brillant Blau R-250 Roth Karlsruhe
CTAB Roth Karlsruhe
Cumarsaure Sigma-Aldrich Miinchen
Dan Chlorix Colgate Palmolive Hamburg
Desoxycholat Roth Karlsruhe
dNTPs Roth Karlsruhe
DTT Roth Karlsruhe
EDTA Roth Karlsruhe
EGTA Roth Karlsruhe
Ethanol Roth Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth Karlsruhe
Formaldehyd Roth Karlsruhe
Formamide Loading Dye GE Healthcare Freiburg
G26 Kaniilen Dispomed Gelnhausen
Glycerin Roth Karlsruhe
IgG Goat-Anti-Rabbit (whole molecule)-alkalische Phosphatase Sigma-Aldrich Minchen
IgG Goat-Anti-Rabbit (whole molecule)-Peroxidase Sigma-Aldrich Miinchen
H,0, Merck Biosciences Darmstadt
HALT™ Protease Inhibitor Cocktail Pierce/Perbio Bonn
Harnstoff Roth Karlsruhe
HCI Roth Karlsruhe
Hefeextrakt Roth Karlsruhe
Heparin Roth Karlsruhe
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Isoamylalkohol Roth Karlsruhe
Isopropanol Roth Karlsruhe
Kaliumacetat Roth Karlsruhe
Luminol Sigma-Aldrich Minchen
Macrocarrier Biorad Munchen
Maleinsaure Merck Biosciences Darmstadt
Methanol Roth Karlsruhe
Methylenblau Roth Karlsruhe
MgCl, Merck Biosciences Darmstadt
MgSO, Roth Karlsruhe
MOPS Roth Karlsruhe
MS-Medium + Vitamine Duchefa Biochemie Haarlem, NL
Na,CO; Merck Biosciences Darmstadt
Na,HPO, Roth Karlsruhe
Natriumacetat Roth Karlsruhe
Natriumcitrat Roth Karlsruhe
NaCl Roth Karlsruhe
NaH,PO, Roth Karlsruhe
NaOH Roth Karlsruhe
Na,S,0; Merck Biosciences Darmstadt
NTPs Fermentas St. Leon-Rot
Pepton aus Casein Roth Karlsruhe
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Roth Karlsruhe
PMSF Pierce/Perbio Bonn
Polyoxyethylen-10-Tridecyl-Ather Sigma-Aldrich Miinchen
RbCl, Roth Karlsruhe
Roéntgenfilme Fuji Dusseldorf
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Roth Karlsruhe
Rupture Discs Biorad Minchen
Saccharose Roth Karlsruhe
Saccharose (Gewebekultur) Sigma-Aldrich Miinchen
SDS (Natrium-Dodecylsulfat ) Roth Karlsruhe
Silbernitrat Roth Karlsruhe
SLS (Natrium-lauryl-sarcosinat) Sigma-Aldrich Miinchen
Spermidin Sigma-Aldrich Minchen
Stopping Screens Biorad Munchen
TEMED Sigma-Aldrich Munchen
Tris Roth Karlsruhe
Triton X-100 Merck Biosciences Darmstadt
TRIZOL® Reagent Invitrogen Karlsruhe
Trockenmilch Saliter Oberglinzburg
Tween20 Roth Karlsruhe
21.2 Enzyme

Enzym/Kit Hersteller

CIP Fermentas St. Leon-Rot
DIG DNA Labeling and Detection Kit Roche Mannheim
DNase | Roche Mannheim
DYEnamic ET terminator Cycle Sequencing Kit GE Healthcare Freiburg
Klenow Fragment Fermentas St. Leon-Rot
Omniscript RT Kit Qiagen Hilden
OneStep RT-PCR Enzyme Mix Qiagen Hilden
pGEM®-T Easy Promega Mannheim

Restriktionsenzyme und Puffer

RNase A
T4-DNA-Ligase
T7-RNA-Polymerase
Taq DNA-Polymerase

Fermentas und

New England Biolabs
Qiagen

Roche

Fermentas

Qiagen

St. Leon-Rot und
Frankfurt a.M.

Hilden
Mannheim
St. Leon-Rot
Hilden
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2.1.3 Antibiotika

Antibiotikum Hersteller
Ampicillin Roth Karlsruhe
Chloramphenicol Roth Karlsruhe
Cycloheximid Roth Karlsruhe
Kanamycin Serva Heidelberg
Spektinomycin Sigma-Aldrich, Fluka Munchen
2.1.4 Nukleinsaureaufreinigung
Produkt Hersteller
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit GE Healthcare Freiburg
NucIeoSpin® Extract Il Kit Macherey-Nagel Diren
QlAfilter Plasmid Midi Kit Qiagen Hilden
RNeasy® Micro Kit Qiagen Hilden
2.1.5 Filter und Membranen
Produkt Hersteller
Hybond N+ Membran GE Healthcare Freiburg
Hybond P Membran GE Healthcare Freiburg
Millipore™ MF-Membran Filter, 0,45 um Millipore Schwalbach
Miracloth Merck Biosciences Darmstadt
SpritzenvorsatZzfiltern, 0,22 um Roth Karlsruhe
Whatman 3MM-Papier Schleicher & Schuell Dassel

21.6 Oligonukleotide

Die ausnahmslos von MWG-Biotech (Ebersberg) in gefriergetrocknetem Zustand

gelieferten Oligonukleotide wurden in sterilem H;Opigest gelost. Das Volumen wurde

dabei so gewahlt, dass eine Stammlésung mit der Konzentration von 100 pmol/ul

entstand.

Bezeichnung Sequenz Gen Bemerkung

313for ACACAGCCCAACCAATTCCC ndhF N. glu. Sequenzierung/Edierung
313rev TTAAATGTTGATGGAAAAGAACC ycf5 N. glu. Sequenzierung/Edierung
5'ndhFfor AGGTAAGATCCGGTGAATCG ndhF N. glu. Sequenzierung/Edierung
aadAli59 TGCTGGCCGTACATTTGTACG aadA aadA-Kontrolle

aadare TTGCCAACTACCTTAGTGATC aadA aadA-Kontrolle

aadater.for AAGCGGATGTAACTCAATCGG aadA atpA-264 Integrationstest (P3)
aadoutrev ACTGCGGAGCCGTACAAATG aadA atpA-264 Integrationstest (P2)
AatpF TTCGTTTCTTTGGGCCACTG atpF N. glu. Sequenzierung/Edierung
AbmatKfor CTTTATCTTCTTTCGAAGGC matK N. glu. Sequenzierung/Edierung
accDfor GCTAAATAAATCAATGGGCAG accD N. glu. Sequenzierung/Edierung
accDfor2 TAATGATCTCGAGGTAACTC accD N. glu. Sequenzierung/Edierung
accDrev AATGGGATCTAGAGAGACC accD N. glu. Sequenzierung/Edierung
AndhB GTCGTTGCTTTTCTTTCTG ndhB N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
AndhD ACGAATTATTTTCCTTGGTT ndhD N. glu. Sequenzierung/Edierung
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AndhF CAACGGCAACAAAAAGTTTTCG ndhF N. glu. Sequenzierung/Edierung

AndhG GATTTATCTGAACCAATACA ndhG N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

Aorf74 GATAATACGACTCACTATAGGGCCAGA  ycf3 N. glu. Sequenzierung/Edierung
TATAACACAAAATCTC

ApetB ATATGATTGGTTCGAAGAACG petB N. glu. Sequenzierung/Edierung

ApetD CAAAAAAACCTGACTTGAATG petD N. glu. Sequenzierung/Edierung

ApsaC GTATAGACCCAATGTCACAT psaC N. glu. Sequenzierung/Edierung

ApsbE AAGCACAGGAGAACGTTCGT pSbEFL  N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

ArpoA GGATTACAAATAGAGAGAAAT rpoA N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

ArpoC2 AGCTAAGCCTTATTTGGCCAC rpoC2 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

Arps14 ATGGCAAGGAAAAGTTTGAT rps14 N. glu. Sequenzierung/Edierung,

Nicotiana Edierung, Spinacia Edierung

Arps2 GTCATGGTACTAGGAAATGG ps2 N. glu. Sequenzierung/Edierung

Arps3 GGACAAAAAATAAATCCACTTG ps3 N. glu. Sequenzierung/Edierung

AT7accD GTAATACGACTCACTATAGGGTGATTT accD N. glu. Sequenzierung/Edierung
TCTCTCCGACTAC

AT7atpA GTAATACGACTCACTATAGGGAAATTA atpA atpA-264 Mutagenese, atpA-Sonde
CATTAGTAGGAATA

AT7atpF GTAATACGACTCACTATAGGGCTAATG  atpF N. glu. Sequenzierung/Edierung
GTACGTAAATGTAACTC

AT7ndhD GATAATACGACTCACTATAGGGAATTA  ndhD N. glu. Sequenzierung/Edierung
ATTCTAACTCCCAC

AT7ndhF GATAATACGACTCACTATAGGGAAGAG  ndhF N. glu. Sequenzierung/Edierung
CTAACATCATATAACC

AT7petB GATAATACGACTCACTATAGGGACACC  petB N. glu. Sequenzierung/Edierung
TGTTACTATTTT

AT7petD GATAATACGACTCACTATAGGGATTTAT  petD N. glu. Sequenzierung/Edierung
CAATAGGTAATGTTGC

AT7petG GATAATACGACTCACTATAGGGTTAATT  petL N. glu. Sequenzierung/Edierung
AATCAAAGGTCCAA

AT7petL GATAATACGACTCACTATAGGGAATCT  petlL N. glu. Sequenzierung/Edierung
CAATGACAATGAACA

AT7psaC GATAATACGACTCACTATAGGGATTCA  psaC N. glu. Sequenzierung/Edierung
CATCTCTTACAACC

AT7psbJ GATAATACGACTCACTATAGGGTACTA  psbEFL  N. glu. Sequenzierung/Edierung
GAGGGATGAACCCAAT

AT7psbL GATAATACGACTCACTATAGGGTCTTA  psbEFL  N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
ATTGAAGAAATAATTGGA

AT7psbT GATAATACGACTCACTATAGGGATGAA  psbB N. glu. Sequenzierung/Edierung
GAATTATTTCACCTTTTTA

ATT7rpoA GTAATACGACTCACTATAGGGATTCAA  rpoA N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
AAGGTCCAACAATGT

AT7rpoC1 GTAATACGACTCACTATAGGGCAGTAT  rpoC1 N. glu. Sequenzierung/Edierung
ACTAGGCCTTCTAA

AT7rpoC2 GTAATACGACTCACTATAGGGCTCGCT  rpoC2 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
TCAGATATGAAACTTTG

AT7rps14 GTAATACGACTCACTATAGGGCCTTAC  rps14 N. glu. Sequenzierung/Edierung,
CAACTTGATCTTGTT Nicotiana Edierung, Spinacia Edierung

AT7rps2 GTAATACGACTCACTATAGGGATTGAG  rps2 N. glu. Sequenzierung/Edierung
GATATGGCGTCAT

AT7rps3 GATAATACGACTCACTATAGGGATCAA  rps3 N. glu. Sequenzierung/Edierung
TTTTCGCTCGAATCGT

AT7rps8 GATAATACGACTCACTATAGGGCCAGA  rps8 N. glu. Sequenzierung/Edierung
TATAACACAAAATCTC

atpAMittefor GAGATCAGAAGCAAATTGTGC atpA N. glu. Sequenzierung/Edierung

atpFforP ATGAAAAACGTAACCGATTC atpF N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

atpFrevP TTGTCGGACTTGATTAATCG atpF N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

ATPHF5 ACGAAATTAGTAATATTATCC atpA atpA-264 Mutagenese, Integrationstest (P1),

atpA-Sonde

atpHF6 CGTATATGAGCCTCTTCAA atpA atpA-264 Mutagenese

AT7trnW-cca GCTATTCTAGTATATGCATA petG N. glu. Sequenzierung/Edierung

CatpAfor TTATGATGATCTCTCCAAACAAGCGC atpA atpA-264 Mutagenese

CatpArev GCGCTTGTTTGGAGAGATCATCATAA atpA atpA-264 Mutagenese

clpP.AT.2rev TGAACCGCTACAAGATCAAC clpP N. glu. Sequenzierung/Edierung

clpP.AT .for GTAATGATCCATCAACCCGC clpP N. glu. Sequenzierung/Edierung

clpPex2for GTGCGACCAGATGTCCATAC clpP N. glu. Sequenzierung/Edierung

clpPtKo GGGTTGGTTTAGATTGATCC clpP N. glu. Sequenzierung/Edierung

cpoB-left TCCAAAACTTGAGATAATGGG rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung

Dfabfor1 TTATATGGTTCTAATGAACC ndhD Pisum Edierung

Dfabrev1 AAATCCATGAGATATTATTTG ndhD Pisum Edierung

EcoatpAfor TTCCAGAATTCACATTACAATACCTTGC atpA N. glu. Sequenzierung/Edierung,
TCC Nicotiana Edierung, atpA-264 Test
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EcoatpArev

hdhH
HindatpAfor

HindtrnGrev

hpl25’rev
HpsaAfor
HpsaArev2
HpsaB3'rev
HpsaBfor2
hypoMTforP
hypoMTrevP
K7
Korcula12
muedatpAfor

muedatpArev

nb11
ndhA.in.rev.RPA

ndhA.nt.ex2.173.
rev
ndhA.nt.in.174.
rev

ndhA3'rev
ndhAex1for
ndhAfor
ndhA_SQO_3for
ndhA_SO_3rev
ndhB3for
ndhBedlll

ndhBfor2
ndhBP12
ndhBrev2
ndhd_frev2
ndhDMittefor

ndhDMitterev
ndhDrev

ndhDstart5”
ndhF.AT.forneu
ndhF.At.revneu
ndhFforP
ndhFforP
ndhFrevP
ndhG.MP.5'for2
ndhG.MP.rev2
ndhH3'for
ndhirev
ORF103for2
orf31for2
orf99forP
orf99revP

P12

P9

petB3’revP
petB3=B4for
petBPfor
petB-Sallrev

petDrev
petL5'forP
prvic
psbBR4
psbH3'for

TTCCAGAATTCTTTCCAAAAGGCGTGA
ATGC

CTTTCTACTTATGATCGTCA
TAGCAAGCTTGGGTACAATAGGCATTG
CTC
TAGCAAGCTTAACCCTTTTCCTCAGGA
TCC

CCTCTGGCATTACGACCT
TACTACCACTTGGATCTGGA
CCCAAGTTAAACTGGTACTT
CCATGCTAAAGTTTCAATCAA
TTTCATTAGAGATTACAATCC
AGCTAGGACCACTTCCATCG
GGAAGAGAACGAACGTCAGC
AAAAATATCCAAATACCAAA
TATACAAACAAGAACCAATCC
CTTATAATATACGACGACCCGTCCAAA
CAAGCGCAA
CGGGTCGTCGTATATTATAAGAGTGTG
TCGTTCACG
TTCATGCTTGTTTGAGTAATAGC
GTAATACGACTCACTATAGGGGTAAAA
ACTCCATACAGTTG
TGCTACTAATTCTTCTTCTGCTTCTG

CCTTTTTACTGCAAATTTAGAAGCCG

CTTGTTTGAGACAAGTCGTG
TGTGTTATCCATATCTCTAC
ACAGGAGATACTCGTTTATT
TGCAACAAGATGGACTTTAC
TGACAAATTGTGAATTATAG
TCTCTTATCCCTAGGAGGTC
ATTTCTTGAAGCTCAATCTCTCCCCCG
GAT
TCATGATCTGGCATGTACAG
GATATACCAAGAAAGATGTACG
CTAAAAAAGGCTATCCTGAGC
CGTGAATATTTTTGGCATTG
AGTACTTGTATGCTTCTAGC

CTAAAGTAGTGATAAATCCTG
CTCCATTAAGTCCCGTGTCG

GGTCCAAGTGTATCTTGTC
AAAACCTTCGCCGCATGTGG
GCATTCGCTGCAATAGGTCG
GGAACAGACATATGAATATG
GGAACAGACATATGAATATG
ATCCCAACATGGAAGTACTG
GATTTTATTATTGTGAGCTTTATG
TCCGAACCAATATGCCTAAC
GGCTGATATTATGACAATACTAGG
AATAGTTACAGGTAAACGATTTG
CACACAATTTAAGTAGATGCG
TTAGCGGCTTTAACTATAACC
CTTCCAACTTTGAAAGTACCG
TGAGTCGTCAACATGAAAGC
GGTCTAATGAGGCTACTATG
GTAATGACAGATCACGGCCAT
AATGATTGATTACAAATATTTAG
TGACCCGTTTTTATAGTTTACA
TTCCTGTAATAGGATCACCC
TTTTTCGTCGACCTATAAAGGCCCAGA
AATAC
AGCCTACATTACATGCAATAG
ATTTGAAACTTAGGTAAGTGC
AATTGCACCTATTAAAGCAAC
GGAACTATGTGGTATGGTT
ATTTTGGAGATTTATAATTCTTC

atpA

ndhG
atpA

atpA

mpl23
psaA
psaA
psaB
psaB
mitoch.
mitoch.
matK
ndhG
atpA

atpA

ndhB
ndhA

ndhA
ndhA

ndhA
ndhA
ndhA
ndhA
ndhA
ndhB
ndhB

ndhB
ndhB
ndhB
ndhD
ndhD

ndhD
ndhD

ndhD
ndhF
ndhF
ndhF
ndhF
ndhF
ndhG
ndhG
ndhA
ndhA
petL

petG
orf99
orf99
ndhB
ycf3

petB

petB

petB

petB

petB
petL
ndhG
psbB
petB

N. glu. Sequenzierung/Edierung,
Nicotiana Edierung, atpA-264 Test
N. glu. Sequenzierung/Edierung
atpA-264 Mutagenese

alpA-264 Mutagenese

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung

putative mitochondrielle Edierungsstelle

putative mitochondrielle Edierungsstelle

N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
atpA-264 Mutagenese

atpA-264 Mutagenese

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
Cybriden Test

N. glu. Sequenzierung/Edierung,
Solanaceen Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
Spinacia Edierung

Spinacia Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
Spinacia Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Solanaceen
Edierung, Pisum Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung, Solanaceen
Edierung, Pisum Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
ndhF Sonde

ndhF Sonde

Nicotiana Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
Marchantiales Edierung

Marchantiales Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Cybriden Test

N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung

putative plastiddre Edierungsstelle

putative plastidare Edierungsstelle

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
N. glu. Sequenzierung/Edierung

N. glu.
N. glu.
N. glu.
N. glu.
N. glu.

Sequenzierung/Edierung
Sequenzierung/Edierung
Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
Sequenzierung/Edierung
Sequenzierung/Edierung
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psbHforP
psbHrevP
psbL14
rpl20edfor
rpl20for
rpl20rev3
rpoB3'for
rpoBed 3'
rpoBfor
rpoBfor2
rpoBforP
rpoBrevP
rpoC15'for
rpoC15’rev
rpoC2f2
rpoC2f2
rpoC2rev3'
rpoCb4

rpoCb5
rps2forP
rps2revP
rps8for
ST7forrpl23

trnGUCCfor
trnR-for
WatpAfor

WatpArev

ycf4forP
ycf4revP
Zagreb5
Zagreb6

AAGATGGCGACTAGGGTTGC psbH putative plastidére Edierungsstelle
ACCGCAAATAAGGCCATTGC psbH putative plastiddre Edierungsstelle
TTCTCCGAATGAAATTCAAT accD N. glu. Sequenzierung/Edierung
ATTCGCGAAAGGGGAGTATC rpl20 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
TATAGCTCGGAGACGTAG pl20 N. glu. Sequenzierung/Edierung
ATTTAAATTATTCTGGTGG rpl20 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
CTCGTTCGAGAACTACGATC rpoC1 N. glu. Sequenzierung/Edierung
TTGAAGATGCGGTACTCAT rpoB Spinacia Edierung
AGGATTTTGTAGGTTCATTG rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung
TCTTTTAGCAGGTAATGGAG rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
GGAAAAACAGTAGGGATATGC rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
GAAAATACCGGATCGCCACC rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
AATAATTTTTCTTCTATGATCG rpoC1 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
AAATAATCCATCTTTTTCCG rpoC1 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
GATTATTCAGACCTTAATCG rpoC2 Cybriden Test
GATTATTCAGACCTTAATCG rpoC2 N. glu. Sequenzierung/Edierung
AGGGCCAATTGAATTCCTAAT rpoC2 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Cybriden Test
GGTTCAAATACCCATGGATT rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung,
Nicotiana Edierung, Spinacia Edierung

CTGCATTTCATATTTCCGT rpoB N. glu. Sequenzierung/Edierung
AATGGAATCCTAAAATGGCG ps2 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
CTGGAATTGAAATATCTGCG rps2 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
AACTTCTATACGAAATGCTG rps8 N. glu. Sequenzierung/Edierung
GATAATACGACTCACTATAGGGGAATC  mpl23 N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
AAATATGCAG

Tommunedfor  GATTATCTAACAGTTTAAGTACAGTTGA ndhA N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung
TATAG
CGGGTATAGTTTAGTGGTAA trnG-UCC afpA-264 Integrationstest (P4), atpA-Sonde
CACATCCGATTCTTTCTG atpA N. glu. Sequenzierung/Edierung
TTATGATGATTGGTCCAAACAAGCGCA  atpA atpA-264 Mutagenese
AG
GCGCTTGTTTGGACCAATCATCATAAA  atpA atpA-264 Mutagenese
TG
AAGTATGACTTGGCGATCAG ycf4 putative plastiddre Edierungsstelle
TGTGCACCACAAATAAGAGC ycf4 putative plastiddre Edierungsstelle
TAACAGGATTATTAGTTACTCG ycf5 N. glu. Sequenzierung/Edierung
GAATTTTATTAAAAATGGGAGCG ndhD N. glu. Sequenzierung/Edierung
GCTCCCATTTTTAATAAAATTCC ndhD N. glu. Sequenzierung/Edierung, Nicotiana Edierung

Zagreb7

21.7

DNA:

RNA:

Protein:

DNA- und RNA-Langenstandards sowie Protein-
Molekulargewicht-Standards

Lambda-DNA (Fermentas, St. Leon-Rot); (50 ng/ul) EcoRlI, Hindlll
restringiert

- ,GeneRuler™ DNA Ladder®, div. (Fermentas, St. Leon-Rot)
,RiboRuler™ RNA Ladder, High Range®, (Fermentas, St. Leon-Rot)
- “0.24-9.5 Kb RNA Ladder” (Invitrogen, Karlsruhe)

.PageRuler™ Prestained Protein Ladder“ (Fermentas, St. Leon-Rot)

- ,Low- oder High-Range Rainbow Molecular Weight Markers® (GE

Healthcare, Freiburg)
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2.1.8 Gerate

Produkt

Hersteller

Deep View Swiss-PDB Viewer

Pattern Hunter 2.0
Sequencher 4.X

GlaxoSmithKline R&D und
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)
Bioinformatics Solutions Inc
Gene Codes Corporation

2.1.10 Vektoren

- pBluescript Il SK (-) Ampr, lacZ’, f1ori, PT7, PT3; Stratagene, La Jolla, CA, USA

- pGEM®-T; Promega, Mannheim
- pGV2260 (Deblaere et al. 1985)
- pGSFR280 (Block et al. 1987)

2.1.11 Bakterienstamme

- Escherichia coli DH5a: gyrA96 recA1 endA1 relA1 thi-1 hsdR17 supE44 deoR

A(lacZYA-argF)Uu169 80 AlacZ AM15

- Agrobacterium tumefaciens C1Rifr

ABI 377 Sequenzierautomat Applied Biosystems Darmstadt
Biometra T Gradient PCR-Automat Biorad Miinchen
Centrikon T2060 Ultrazentrifuge Kontron Analytical Zurich, CH
EM 912 Elektronenmikroskop LEO Oberkochen
FujiFilm BAS 1500 Fuiji Dusseldorf
GeneQuant Il GE Healthcare Freiburg
PDS-1000/He BIOLISTIC® PARTICLE DELIVERY SYSTEM  Biorad Miinchen
Storm860, Phosphoimager GE Healthcare Freiburg
Stratalinker® UV Crosslinker Stratagene La Jolla, CA, USA
TE 77 PWR Semi-Dry Transfer Unit GE Healthcare Freiburg
TLD 58W/25 Leuchtstofflampe Philipps Hamburg
TST 41.14 Rotor Kontron Analytical Zurich, CH
Vortex Genie2 Scientific Industries, Inc. Bohemia, NY, USA
Zentrifuge Eppendorf: 5417R Eppendorf Hamburg
Zentrifuge Hettich: Mikro22R Hettich Tuttlingen

219 Software
Software Hersteller
Bioedit Ibis Therapeutics Carlsbad, CA, USA
Chromas Technelysium Pty Ltd Tewantin, Qld, AU

Brentford, UK und
Basel, CH

Waterloo, ON, Canada

Ann Arbor, MI, USA
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2.1.12 Pflanzenmaterial

- Nicotiana tabacum var. Petit Havanna

- Nicotiana tabacum var. Samsun (NN); Abk.: SNN
- Nicotiana glutinosa

- Atropa belladonna

- Arabidopsis thaliana var. Columbia (Col-0)

- Spinacia oleracea

- Pinus sylvestris

- Pisum sativum

- Cybriden und jeweilige Genom- bzw. Plastomdonor Linien: Tab.: 3-1, 3-2 und 3-5

2.2 Methoden

2.2.1 Methoden zur Analyse von Nukleinsauren

2.2.1.1 Plasmidpraparation

Die Plasmidpraparation folgte der Methode von Birnboim und Doly (1979).
Verwendet wurde dabei das modifizierte Protokoll nach Ausubel et al. (1987). Die
mitisolierte RNA wurde mit RNase A hydrolysiert. Qualitativ hochwertigere, groRere
Mengen an Plasmid wurden mit Hilfe des ,QIAfilter Plasmid Midi Kit* von Qiagen
(Hilden) gewonnen, das die Methode von Birnboim und Doly (1979) mit einer Auf-

reinigung der erhaltenen Plasmid-DNA Uber Anionenaustauscher-Saulen kombiniert.

2.2.1.2 DNA-Isolierung aus Pflanzengewebe

Ein ca. 0,5 cm? groRes Blattstiick wurde in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR unter
flissigem Stickstoff gemorsert, mit 0,6 ml CTAB-Extraktionspuffer versetzt und nach
kraftigem Mischen fur 30 Minuten bei 60-65°C inkubiert. Nach zweimaliger
Chloroformextraktion (siehe 2.2.1.5.1.2) wurden die Nukleinsduren durch Zugabe des
0,7fachen Volumen Isopropanol und durch Zentrifugation far 30 Min. bei 20.000 x g

und 4°C sedimentiert. Optional erfolgte ein Zentrifugationsschritt vor der Isopropanol-
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fallung bei 30.000 x g fur 20 Minuten bei 4°C, um noch eventuell enthaltene unlos-
liche Bestandteile zu entfernen. Nach einmaligem Waschen mit 0,7 ml 70%igem
Ethanol wurde das getrocknete Sediment, je nach eingesetzter Menge, in 20 bis
100 ml H2Opigest aufgenommen. Optional kann RNA durch Zugabe von 1 yl RNase A

(10pg/ml) und Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur entfernt werden.

CTAB-Extraktionspuffer, pH 8,0
2% CTAB

1,4 M NaCl

100 mM Tris/HCI pH 8,0

20 mM EDTA

2.2.1.3 RNA-Isolierung aus Pflanzengewebe

Die Isolierung von RNA aus pflanzlichem Gewebe erfolgte entweder mittels
,TRIZOL® Reagent" der Firma Invitrogen (Karlsruhe), dem Protokoll folgend, oder
dem eigentlich fur die DNA-Extraktion optimierten CTAB Protokoll (siehe 2.2.1.2) mit
anschlieRender DNase |-Behandlung (Roche, Mannheim). Hierfir wurden ent-
sprechende Reagenzien und Gefalle RNAse-frei gemacht durch Sterilfiltration mit
Spritzenvorsatzfiltern mit einer Porengrofle von 0,22 um (Roth, Karlsruhe),

respektive bei 180°C fur mehr als 24 Stunden.

Die Quantifizierung der erhaltenen Nukleinsauren erfolgte photometrisch
(GeneQuant Il, GE Healthcare, Freiburg) (Sambrook et al. 1989). Die Qualitat der
isolierten Nukleinsauren wurde mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.1.6.3)

kontrolliert.

2.2.1.4 RNA-Isolierung aus Polysomenfraktionen

Die Isolierung von Polysomen erfolgte modifiziert nach Barkan (1988). 0,4 g
Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und unter Stickstoff im
Morser mit dem Pistill zu feinem Pulver zerrieben. Anschlie3end wurde 1 ml Extrak-
tionspuffer zugegeben und weiter gerieben, bis der Extraktionspuffer wieder vollstan-
dig aufgetaut war. Dem Extraktionspuffer wurde vor der Polysomenisolierung frisch
Heparin (0,5 mg/ml aus 100 mg/ml Stammldsung), B-Mercaptoethanol (100 mM,;
70 ul/10ml), Chloramphenicol (100 ug/ml aus 50 mg/ml Stammlésung in Ethanol) und
Cycloheximid (25 ug/ml aus 10 mg/ml Stammlésung) zugesetzt. Die Proben wurden

fur zehn Minuten auf Eis inkubiert und Zellkerne und unlosliche Bestandteile durch
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Zentrifugation fiir fliinf Minuten bei 14.000 x g pelletiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Gefald Uberfuhrt und mit dem 0,5fachen Volumen 10%iger (w/v) Deoxycholat
Losung versetzt. Nach weiteren funf Minuten auf Eis wurden die restlichen
unléslichen Bestandteile durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (15 Minuten,
14.000 x g) entfernt. 0,7 ml des Uberstandes wurden auf 10 ml eines analytischen
Saccharosegradienten geladen. Fiur Kontrollexperimente wurde der Uberstand mit
EDTA (20 mM aus 0,5 M Stammldsung) behandelt, was zur Dissoziation der mRNA-
Ribosomen-Komplexe fuhrt. Zusatzlich wurde im 10x Polysomengradienten Puffer
0,1 M MgCl, durch 0,1 M EDTA ersetzt. Die Gradienten wurden in einem TST 41.14
Rotor mit 35.000 U./min. bei 4°C in einer ,Centrikon T2060“ Ultrazentrifuge (Kontron
Analytical, Zurich, CH) zentrifugiert, im Anschluss in 1 ml Schritten von oben nach
unten mit einer 1 ml Automatikpipette fraktioniert und mit 120 pl 5% SDS/0,2 M
EDTA-L6sung versetzt, um die RNA-Protein-Komplexe zu dissoziieren. Es folgte eine
Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 2.2.1.5.1.1). Die erhaltene wassrige Phase wur-
de mit dem 0,7fachen Volumen Isopropanol gefallt und bei Raumtemperatur und
20.000 x g prazipitiert. Nach einem Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurde das
Nukleinsaurepellet in 20 uyl Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert. Fur
Northernanalysen (siehe 2.2.1.6.4) wurden 5 pl eingesetzt. Fur die cDNA-Synthese
wurden 5 pl ausgewahlter Fraktionen mit dem ,RNeasy® Micro Kit* (Qiagen, Hilden)
inklusive DNAse |-Behandlung aufgereinigt und die RNA im Anschluss mit 20 pl
eluiert. Es folgte eine weitere DNAse |-Behandlung (siehe 2.2.1.7.2). 1 pl aus den
dabei erhaltenen 16 ul wurde zur cDNA-Synthese mittels ,QIAGEN OneStep RT-
PCR Kit* (Qiagen, Hilden) eingesetzt (siehe 2.2.1.7.3.2).

Extraktionspuffer

0,2 M Tris/HCI, pH 9

0,2 M KClI

35 mM MgCl,

25 mM EGTA

0,2 M Saccharose

1% Triton X-100

2% Polyoxyethylen-10-Tridecyl-Ather

10x Polysomengradienten Puffer
0,4 M Tris/HCI, pH 8

0,2 M KClI

0,1 M MgCl,

Analytischer Saccharosegradient (10 ml)
2,5 ml 55% Stammldsung
2,5 ml 40% Stammldsung
2,5 ml 30% Stammldsung
2,5 ml 15% Stammldsung
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Saccharosegradient Stammlésungen 30 ml 15% 30% 40% 55%

70% Saccharose 6,4 mi 13 ml 17 ml 24 ml
10x Polysomengradienten Puffer 3ml 3ml 3ml 3ml
H,O 20,5 ml 14 ml 10 mi 3,3ml
Heparin 100 mg/ml 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
Chloramphenicol (50 mg/ml in Ethanol) 60 pl 60 pl 60 pl 60 pl
Cycloheximid (10 mg/ml) 75 pl 75 pl 75 pl 75 pl

2.2.1.5 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren

2.2.1.5.1 Organische Losungsmittel

2.2.1.5.1.1 Phenolextraktion

Die Entfernung von Proteinen aus nukleinsdurehaltigen Lésungen wurde mittels
Zugabe des gleichen Volumens Phenol-Chloroform-Ilsoamylalkohol (Zusammen-
setzung: 25 Teile Phenol, 24 Teile Chloroform, 1 Teil Isoamylalkohol; Roth,
Karlsruhe) bewerkstelligt. Nach kraftigem Mischen folgte eine Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 10.000 x g fir 10 Minuten. Die obere wassrige Phase enthalt
die geldsten Nukleinsaduren. Dieser Schritt kann nach Uberfiihrung der wassrigen

Phase in ein neues Reaktionsgefald wiederholt werden.

2.2.1.5.1.2 Chloroformextraktion

Die Chloroformextraktion kann zur weiteren Reinigung nach einer Phenolextraktion
(siehe 2.2.1.5.1.1) dienen oder auch zur Entproteinisierung bei diversen Nuklein-
saureisolierungsmethoden, deren Reagenzien nicht kompatibel mit Phenolextraktio-
nen sind, beispielsweise wenn diese PVP enthalten. Verfahren wurde wie bei einer
Phenolextraktion nur mit einer Mischung aus Chloroform und Isoamylalkohol
(Zusammensetzung: 24 Teile Chloroform, 1 Teil Isoamylalkohol). Die geldsten
Nukleinsauren befinden sich in der oberen wassrigen Phase. Dieser Schritt wurde

gegebenenfalls wiederholt.
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2.2.1.5.2 Fallung von Nukleinsauren

2.2.1.5.2.1 Natriumacetatfallung

Nach Zugabe des 0,1fachen Volumen 3 M Natriumacetat und dem 2,5fachen
Volumen an Ethanolps erfolgte eine kurze Inkubationszeit auf Eis mit anschliel3ender
halbstindiger Zentrifugation bei 20.000 x g und 4°C. Die prazipitierten Nukleinsauren
wurden mit 750 ml 70%igem Ethanol gewaschen und nochmals zehn Minuten bei

20.000 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde ausschlieflich in HyOpjgest riickgeldst.

2.2.1.5.2.2 Ammoniumacetatfallung

Um kurzkettige Nukleinsauremoleklle, wie beispielsweise PCR-Primer, welche
nachfolgende Reaktionen stéren konnten, zu entfernen, wurde die Ammonium-
acetatfallung eingesetzt. Hierbei wurden die Nukleinsauren mit dem einfachen
Volumen 4,5 M Ammoniumacetat und dem sechsfachen Volumen Ethanolaps
prazipitiert. Die Zentrifugations- und Waschschritte erfolgten wie fur die Natrium-

acetatfallung beschrieben (siehe 2.2.1.5.2.1).

2.21.5.3 DNA-Aufreinigung mit nukleinsdurebindenden Saulen

Alternativ zu oben aufgeflhrten Aufreinigungen (Entproteinisierung, Pufferwechsel,
Primerentfernung etc.) mittels organischer Losungsmittel und/oder Fallungen (siehe
2.21.51 und 2.2.1.5.2), wurden Nukleinsauren je nach Verwendungszweck mit
kommerziell erhaltlichen DNA-bindenden Saulen inklusive Puffersystemen
aufgereinigt.

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten fir eine anschlieliende Sequenzierung (siehe
2.2.1.7.9) fand das ,NucleoSpin® Extract Il Kit“ von Macherey-Nagel (Duren) Verwen-
dung. Sollten die PCR-Produkte oder Restriktionsfragmente fur Klonierungen
verwendet werden, wurde ausschlieBlich das ,GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit“ von GE Healthcare (Freiburg) verwendet.

Beide Systeme folgen dem gleichen Prinzip, wobei in Anwesenheit eines chao-
tropen Reagenzes Nukleinsauren an die entsprechende Matrix gebunden und nach

Reinigungsschritten mittels schwach ionischer Puffer oder Wasser eluiert werden.
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Der pH-Wert fur die Elution sollte dabei |dealerweise im leicht alkalischen Bereich bei

pH 8-8,5 liegen.

2.2.1.5.4 DNA-Eluierung aus Agarosegelen

Zur Eluierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen im Anschluss an eine PCR
(siehe 2.2.1.7.1) und/oder eine Restriktion (siehe 2.2.1.7.4) wurden die gewulnschten
Fragmente ausgeschnitten und mit Hilfe des ,GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit“ von GE Healthcare (Freiburg) aufgereinigt (siehe auch 2.2.1.3.5).

2.2.1.6 Elektrophorese-, Transfer- und Nachweistechniken von Nukleinsauren

2.21.6.1 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der DNA nach Isolierung, PCR oder Restriktion, wurde diese mit dem
jeweils 0,25fachem Volumen 5x Auftragspuffer versetzt und je nach GrofRe der zu
erwartenden Fragmente in 0,8 bis 2%igen TBE-Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe in die DNA interkalierenden
Ethidiumbromids, welches unter UV-Licht fluoresziert. Die Ethidiumbromidkonzen-

tration im Gel bzw. der Farbelosung betrug 0,5 pg/ml.

10x TBE (Tris-Borat-EDTA)
0,89 M Tris/HCI

0,89 M Borsaure

20 mM EDTA

10x Auftragspuffer

4 M Harnstoff

50% Saccharose

50 mM EDTA pH 7
0,1% Bromphenolblau

2.2.1.6.2 DNA-Transfer auf Nylonmembranen (,Southern-Blot®)

Fir die Analyse von Plastidengenom-spezifischen DNA-Fragmenten mittels
spezifischer Sonden wurden ca. 10 ug isolierte pflanzliche Gesamt-DNA (siehe
2.2.1.2) restringiert (siehe 2.2.1.7.4), im Anschluss daran die Fragmente in einem
Agarosegel ihrer GroRe entsprechend aufgetrennt und der Gellauf durch
Ethidiumbromidfarbung des Gels (siehe 2.2.1.6.1) Uberprift. Zur Erhéhung der
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Transfereffizienz gro3er Molekule erfolgte eine zehnminutige Inkubation des Gels in
0,2 N HCI was zur partiellen Depurinierung der DNA-Molekulle fuhrt. Nach zwei-
maligem Waschen in H2Opiqest €rfolgten zwei 20minitige Denaturierungsschritte in
0,5 M NaOH/1,5 M NaCl-Lésung und zwei Waschschritte in HyOpigest: Nach der
Neutralisierung in 1 M Tris pH 7,5 mit 1,5 M NaCl wurde das Gel fur einige Minuten in
5 x SSC Puffer aquilibriert und ebenfalls in diesem Puffer mittels Kapillartransfer
(Southern 1975) die im Gel aufgetrennten Nukleinsauremolekule Uber Nacht auf eine
,Hybond N+ Membran® (GE Healthcare, Freiburg) Uberfihrt (Sambrook et al. 1989).
Die transferierten Nukleinsauren wurden mittels eines ,Autocrosslinkers® (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) mit UV-Licht (2.000 x 100 pJ/cm?), anschlieBendem zehnminiiti-
gen Backen bei 80°C und abermaliger Behandlung mit UV-Licht (1.200 x 100 pJ/cm?)
auf der Membran fixiert. Die so praparierte Membran kann entweder trocken

aufbewahrt oder direkt hybridisiert werden (siehe 2.2.1.6.7).

20x SSC, pH 7,0 (HCI)
3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat

2.21.6.3 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

5-10 pg isolierte Gesamt-RNA wurde mit dem gleichen Volumen 2x Auftragspuffer
(Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und zehn Minuten bei 70°C denaturiert.
Gegebenenfalls wurden die Proben mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) versetzt. Die Auf-
trennung der RNA-Molekule ihrer Grolde entsprechend, erfolgte in 1,2%igen MOPS-
Formaldehydgelen. Fir einen Ansatz von 120 ml Gel wurden 1,4 g Agarose in 90 ml
Wasser aufgekocht und nach Abkuhlen auf ca. 60°C 12 ml 10x MOPS-Puffer sowie
20 ml 37%iges Formaldehyd zugegeben. Der Gellauf erfolgte in Laufpuffer bei funf
bis zehn Volt pro Zentimeter Gellange. Visualisiert werden konnten prominente RNA-
Molekule durch Farbung des Gels fur 15 Minuten in wassriger Ethidiumbromidlésung

(0,5 pg/ml).

10x MOPS-Puffer (pH 7,2)
200 mM MOPS

80 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

Laufpuffer
1x MOPS-Puffer
0,1 Vol. Formaldehyd
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2.2.1.6.4 RNA-Transfer auf Nylonmembranen (,Northern-Blot®)

Der Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten RNA-Molekilen auf Nylon-
membranen (,Hybond N+ Membran®, GE Healthcare, Freiburg) erfolgte durch
Kapillarkraft Uber Nacht in 5x SSC-Puffer, wie in Abschnitt 2.2.1.6.2 beschrieben.
Ebenfalls wie in Abschnitt 2.2.1.6.2 beschrieben, erfolgte die Fixierung der Nuklein-
sauremolekile auf der Membran mittels UV-Licht und Hitzebehandlung. Je nach
Anwendung wurde die Membran zur Kontrolle eines vollstandigen Transfers der RNA
mit Methylenblau gefarbt. Die Inkubation in der Farbelosung erfolgte fur ca. 30
Sekunden gefolgt von mehreren Waschschritte unter flieRendem Wasser zur

Entfarbung.

Methylenblau Farbelésung, pH 5,2
0,03% Methylenblau
0,3 M Natriumacetat

2.2.1.6.5 Herstellung radioaktiver strangspezifischer RNA-Sonden mittels in
vitro-Transkription

Zur Herstellung strangspezifischer Sonden wurde zunachst eine PCR auf
Gesamtzell-DNA oder -cDNA des entsprechenden Organismus durchgefuhrt, welche
entgegen der Transkriptionsrichtung eine T7-Promotorsequenz einfihrt. Das
Amplifikat wurde fir die folgende in vitro Transkription mittels T7-RNA-Polymerase
(Fermentas, St. Leon-Rot) mit dem ,GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit"
von GE Healthcare (Freiburg) aufgereinigt. Die Markierung der Sonde erfolgte durch
den Einbau von radioaktiv markiertem o*?P-UTP (GE Healthcare, Freiburg) wahrend

der zweistlndigen in vitro Transkription bei 37°C.

in vitro Transkriptionsansatz (20 pl)

Endkonzentration Volumen
5x T7 Puffer 1X 4 ul
10 mM ATP, GTP, CTP 0,5 mM 1l
Mix
100 yM UTP 0,012 mM 2,4yl
o®-P-UTP 50 pCl 5 ul
Template 0,2-1 pg X
T7 Polymerase 20U 1l
H,O ad 20 pl y
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2.2.1.6.6 Herstellung nicht-radioaktiver DNA-Doppelstrangsonden mittels PCR

Die Herstellung von nicht-radioaktiven DNA-Doppelstrangsonden zur Hybridisie-
rung, sowohl auf DNA als auch auf RNA-Membranen, erfolgte mittels PCR (siehe
2.21.7.1). Die Grundlage der nicht-radioaktiven Detektion bilden Digoxigenin
markierte Nukleotide (DIG-11-dUTP; Roche, Mannheim), welche wiederum immuno-
logisch durch Anti-DIG-Antikérper detektiert werden und mit Hilfe des daran
gekoppelten Enzyms, in diesem Fall alkalischer Phosphatase (AP), durch Umsetzung
(Dephosphorylierung als Initialschritt) eines Substrates visualisiert werden
(wahlweise chemilumineszente oder kolorimetrische Detektion).

Es wurde dem Protokoll des ,DIG DNA Labeling and Detection Kit* (Roche,
Mannheim) gefolgt. Die Standard-Desoxynukleotidmischung fur die PCR (siehe
2.2.1.7.1) wurde durch ,DIG DNA Labeling Mix“ (Roche, Mannheim) ersetzt. Als
Template fur einen 25 ul Ansatz diente 1 pl spezifisches PCR Produkt, welches mit
den entsprechenden Primern vorher hergestellt wurde, wobei diese PCR (siehe
2.2.1.7.1) jeweils auf Gesamtzell-DNA oder cDNA des entsprechenden Organismus

durchgefuhrt wurde.

2.2.1.6.7 Sondenhybridisierung und Detektion auf DNA- oder RNA-Membranen

2.2.1.6.7.1 Hybridisierung und Detektion radioaktiver strangspezifischer
RNA-Sonden

Nach Prahybridisierung der Membran bei 65°C in 20 ml ,,Church-Buffer® fur ca. eine
Stunde wurde die Sonde, d.h. der gesamte Transkriptionsansatz (siehe 2.2.1.6.5),
nach zehnminutiger Denaturierung bei 100°C, zugegeben. Die Hybridisierung
erfolgte Uber Nacht, ebenfalls bei 60-65°C. Es folgten flinf Waschschritte bei
entsprechender Hybridisierungstemperatur mit jeweils sinkender SSC-Konzentration
(2x; 1x; 0,5x; 0,2x; 0,1x SSC, hergestellt aus 20x SSC Stammldsung, siehe 2.2.1.6.2)
und jeweils 0,1% (w/v) SDS. Zur Detektion der Signale wurden
Phosphoimagersysteme der Firmen Fuji (Dusseldorf, ,FujiFilm BAS 1500“) oder GE

Healthcare (Freiburg, ,Storm860“) verwendet.

,,Church-Buffer*

0,5 M Na,HPO4/NaH,PO4, pH 7,2
1 mM EDTA

7% SDS wiv
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2.2.1.6.7.2 Hybridisierung und Detektion nicht-radioaktiver DNA-
Doppelstrangsonden

Die Hybridisierung folgte dem Protokoll des ,DIG DNA Labeling and Detection Kit*
(Roche, Mannheim). Die Membran (siehe 2.2.1.6.2 und 2.2.1.6.4) wurde 30 Minuten
bei 65°C in 20 ml Hybridisierungspuffer mit 500 pyl Lachsspermalésung, das vor
Zugabe funf Minuten gekocht wurde, prahybridisiert. Fur die Hybridisierung wurde
der gesamte PCR-Ansatz (siehe 2.2.1.6.6), nach Kontrolle eines Aliquots auf einem
Agarosegel (siehe 2.2.1.6.1), in 20 ml Hybridisierungspuffer gegeben. Die Hybridi-
sierung erfolgte bei 60-65°C Uber Nacht. Nach zwei funfminitigen Waschschritten
mit 2x SSC/0,1% SDS bei Raumtemperatur folgten zwei Waschschritte mit erhéhter
Stringenz mit 0,2x SSC/0,1% SDS bei der entsprechenden Hybridisierungs-
temperatur fur jeweils 15 Minuten. Nachdem die Membran kurz mit Waschpuffer
gespult wurde, folgte der immunologische Nachweis. Hierfur wurde die Membran fur
30 Minuten bei Raumtemperatur mit Blockierldsung behandelt. Die halbstindige
Antikérperinkubation mit ,Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragments® erfolgte wie alle
weiteren Schritte ebenfalls bei Raumtemperatur. Die Verdunnung des Antikorpers
richtete sich dabei nach der folgenden Detektionsmethode. Fur die kolorimetrische
Variante mit NBT/BCIP (Roche, Mannheim) wurde eine 1:10.000 Verdinnung in
Blockierlosung gewahlt. Fur den Chemilumineszenznachweis mittels CDP-Star
(Roche, Mannheim) wurde der Antikorper 1:20.000 verdunnt. Vor der Detektion
wurde die Membran noch zweimal fur 15 Minuten in Waschpuffer gewaschen und im
Anschluss daran zweimal funf Minuten in Detektionspuffer aquilibriert. Die Detektion
mittels NBT/BCIP (Roche, Mannheim; 1:50 verdinnt in Detektionspuffer) erfolgte
durch direkte Farbung der Membran. An den Anti-DIG-Antikorper gekoppelte
alkalische Phosphatase dephosphoryliert BCIP, das in dieser Form NBT reduziert,
welches hierdurch einen blauen, unldslichen Farbstoff ausbildet. CDP-Star wurde
1:100 verdunnt in Detektionspuffer verwendet. Die Dephosphorylierung des Chlor-
substituierten 1,2-Dioxetans fuhrt zur Entstehung des instabilen Phenolat Anions,
unter dessen Zerfall Licht emittiert wird, welches mit Hilfe von Rontgenfilmen

detektiert wurde.
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Blockier-Reagenz Stammlésung
10% (w/v) Blockier-Reagenz in Maleinsaurepuffer

Blockierlosung (frisch)
1% (w/v) Blockier-Reagenz in Maleinsaurepuffer aus
Blockier-Reagenz Stammlésung

Detektionspuffer pH 9,5
0,1 M Tris
0,1 M NaCl

Hybridisierungspuffer

5x SSC aus 20x SSC Stammldsung (siehe 2.2.1.6.2)
0,1% (w/v) Blockier-Reagenz aus 1% (w/v) Blockier-
Reagenz in Maleinsaurepuffer

0,1% (w/v) SLS

0,2% (w/v) SDS

Lachsspermaldésung
10 pg/ml
nach dem Lésen zehnmal mit G26 Kanlle scheren

Maleinsaurepuffer, pH 7,5
0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl

Waschpuffer
Maleinsaurepuffer
0,3% (v/v) Tween20

2.2.1.7 Amplifikation und enzymatische Modifizierung von Nukleinsauren

2.21.7.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation genomischer DNA sowie cDNA diente die Polymeraseketten-
reaktion (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction). Dazu wurden in einen 50 l
Ansatz ca. 5 ng DNA, 5ul 10x Tag DNA-Polymerasepuffer inklusive 15 mM MgCl,
(Qiagen, Hilden), 5 ul 2 mM dNTP Mischung (Roth, Karlsruhe), sowie je 10 pmol der
entsprechenden Primer (MWG-Biotech, Ebersberg), die das zu amplifizierende Frag-
ment flankieren, hinzugeflgt. Nach Zugabe von 2,5 Einheiten Tag-DNA-Polymerase
(Qiagen, Hilden) erfolgte die Reaktion in einem PCR-Automaten (,Biometra T
Gradient, Biometra, Gottingen) mit folgenden Zyklen: 94°C, 30 Sek.; 48-60°C (je
nach Schmelztemperatur der Primer), 30 Sek.; 72°C, eine Minute pro Kbp des zu

amplifizierenden Fragments. Voran ging jeweils ein funfminatiger Denatu-
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rierungsschritt bei 94°C; abgeschlossen wurde die PCR durch einen funfminttigen

Elongationsschritt bei 72°C. Die Anzahl der Zyklen variierte zwischen 28 und 38.

2.21.7.2 Enzymatische Hydrolyse von DNA mittels DNase |

Je nach Isolierungsmethode der RNA (siehe 2.2.1.3 und 2.2.1.4) kann noch DNA
enthalten sein, welche vor einer reversen Transkription (siehe 2.2.1.7.2) zunachst
mittels DNase | entfernt werden muss. Dazu wurden ca. funf bis zehn ug RNA mit
H2Opigest auf ein Volumen von 175 ul aufgeflllt. Die Reaktion erfolgte bei 37°C nach
Zugabe von 40 Einheiten DNase | (Roche, Mannheim) und 20 ul 10 x DNase I-
Puffer. Nach anschlieRender zweimaliger Phenol- und einmaliger Chloroformextrak-
tion (siehe 2.2.1.5.1) wurde eine Natriumacetat-Ethanol-Fallung (siehe 2.2.1.5.2.1)
der Nukleinsduren tber Nacht bei -20°C durchgefuhrt. Das erhaltene RNA-Sediment

wurde in 16 ul Wasser ruckgelost.

10x DNase I-Puffer
400 mM Tris/HCI pH 7,5
100 mM MgCl,

2.2.1.7.3 cDNA-Synthese

2.2.1.7.3.1 Gesamt-cDNA: reverse Trankription mit Zufallshexaoligo-
nukleotiden

Zunachst wurden 14 pl der nach der DNase I|-Behandlung (siehe 2.2.1.7.2)
erhaltenen RNA finf Minuten bei 70°C im Beisein von Zufallshexaoligonukleotiden
(10 pmol), welche als Primer fir die Erststrangsynthese dienen, denaturiert. Die
Zugabe des Enzyms, des Puffers und der Nukleotide (,Omniscript RT Kit“; Qiagen,
Hilden) erfolgte auf Eis, um einer Wiederausbildung etwaiger Sekundarstrukturen der

RNA vorzubeugen. Die Erststrangsynthese erfolgte fur eine Stunde bei 37°C.

Reaktionsansatz (40 pl)

14 yl RNA, DNase I|-behandelt (siehe 2.2.1.7.2)
1 pl Zufallshexaoligonukleotide (10 pmol)

4 ul 10x Puffer

4 ul dNTPs (5mM)

2 pl Reverse Transcriptase ,Omniscript” (4U/pl)
ad 40 ul H,0
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2.2.1.7.3.2 cDNA mit genspezifischen Primern

Als Template wurde 1 pl der DNase I|-behandelten RNA (siehe 2.2.1.7.2) einge-
setzt. Verwendet wurde das ,QIAGEN OneStep RT-PCR Kit* (Qiagen, Hilden). Der
,OneStep RT-PCR Enzyme Mix“ enthalt neben zwei verschiedenen Enzymen fir die
reverse Transkription, welche fur eine halbe Stunde bei 50°C in einem PCR-
Automaten (,Biometra T Gradient®, Biometra, Gottingen) stattfindet, auch bereits eine
.HotStarTaq" fur die direkt im Anschluss an die reverse Transkription folgende PCR
(siehe 2.2.1.7.1). Ein 15minutiger Denaturierungsschritt aktiviert die Tag-Polymerase,
wahrend gleichzeitig die Reversen Transkriptasen inaktiviert werden. Der Reaktions-

ansatz sah wie folgt aus:

Reaktionsansatz (25pl)

1 ul RNA, DNase I-behandelt

je 1,5 pl Primer (Stammlésung: 10 pmol/pl)
5 pl 5x Puffer

1 pl ANTPs (10mM)

1yl ,OneStep RT-PCR Enzyme Mix"

ad 25 pl H,O

2.21.7.4 Restriktionsanalyse

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon-Rot), NEB
(Frankfurt a.M.) oder GE Healthcare (Freiburg) bezogen. Die Wahl des entsprechen-
den Reaktionspuffers, sowie die Durchfuhrung der Reaktion inklusive Hitzedenaturie-
rung des Enzyms erfolgte nach Vorschrift des Herstellers. Die eingesetzte Enzym-

menge hing dabei jeweils von der eingesetzten Menge DNA ab.

2.2.1.7.5 Umwandlung kohasiver in glatte Enden von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe des Klenow-Fragments der DNA-Polymerase | (Fermentas, St. Leon-Rot)
kénnen kohasive Enden in glatte umgewandelt werden. Uberhdngende 3’-Enden
werden durch die 3’-5’-Exonukleaseaktivitat entfernt. Dies wurde durch Inkubation
der entsprechenden DNA mit funf Einheiten des Enzyms flr eine halbe Stunde bei
37°C bewerkstelligt. Zum Auffillen von 5-Uberhingen nutzt man die 5-3'-
Polymeraseaktivitat. Hierzu erfolgte die Inkubation der DNA mit funf Einheiten des
Enzyms fur 15 Minuten bei 37°C unter Anwesenheit von je 1mM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP.
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2.2.1.7.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Zur Erhéhung der Effizienz von Klonierungen kann mittels Dephosphorylierung der
linearisierten Vektor-DNA eine Selbstligation dieser Molekule verhindert werden.
Hierfir wurde eine Enzymeinheit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm (CIP;
Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt. Die Reaktion erfolgte im jeweiligen Restrik-
tionsansatz oder, bei bereits aufgereinigtem, geschnittenen Vektor, in ,Y*/Tango™-
Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot). Um die folgende Ligation (siehe 2.2.1.7.7) mit dem
entsprechenden Insert nicht zu beeintrachtigen, wurde das Enzym durch zwei
Phenol- und eine folgende Chloroformextraktion mit anschlieBender Natriumacetat-
Ethanol-Fallung der Nukleinsaure entfernt (siehe 2.2.1.5.1 und 2.2.1.5.2.1).

2.21.7.7 Ligation

Die Ligation erfolgte nach der Formel:

ng Vektor x Kb Insert
Kb Vektor

x Insert/ Vektor (molares Verhaltnis)

Fir eine Ligation eines ungefahr 3 Kbp grol3en Vektors und eines 0,5 Kbp groflden
Inserts wurde ein molares Verhaltnis von Insert zu Vektor von drei zu eins zu Grunde
gelegt. Die eingesetzte Menge an Vektor-DNA belief sich auf 50-100 ng. Der
Reaktionsansatz mit zwei bis drei Einheiten T4-DNA-Ligase im entsprechenden
Puffer (Roche, Mannheim), erfolgte in einem Wasserbad, das Uber Nacht von

Raumtemperatur langsam auf 4°C abkuhlte.

2.2.1.7.8 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten (siehe 2.2.1.7.1) kann uber (mittels Primern
eingefuhrten) Restriktionsschnittstellen erfolgen. Alternativ. wurden PCR-Produkte
»TA“ kloniert. Hierbei macht man sich die Eigenschaft der Tag-Polymerase zu Nutze,
einzelne, nicht-spezifische Adenosinnukleotide am 3’-Ende anzuhangen. Falls
Polymerasen verwendet wurden, die diese Eigenschaft nicht besitzen, wurde im
Anschluss an die PCR (siehe 2.2.1.7.1) der Ansatz unter Zugabe von 2,5 Einheiten
Taqg-DNA-Polymerase (Qiagen, Hilden) und dATP (0,2 mM Endkonzentration) fir 20
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Minuten bei 72°C inkubiert. Der entsprechende linear vorliegende Vektor muss
hierfur an beiden Enden einen 3-Thymidin Uberhang vorweisen. Entsprechende
Vektoren sind kommerziell erhaltlich (hier verwendet: ,PGEM®-T Easy“; Promega,
Mannheim) oder wurden durch Insertion eines 31 Bp langen Oligonukleotids (5’-AAG
CTTCCCATGGGCGCCATGTCATGAGTGG-3’) uber die Smal und Pstl Schnittstelle
in pBluescript SK 1I(-) (Stratagene, Heidelberg) und anschlielender Restriktion mit

Xcml hergestellt.

2.2.1.7.9 Automatische DNA-Sequenzierung nach Sanger et al. (1977)

Die hier angewandte Technik beruht auf der Kettenabbruchmethode (beschrieben
in Sanger et al. 1977). Sequenziert wurden PCR-Produkte, die entweder durch
Ammoniumacetatfallung (siehe 2.2.1.5.2.2), durch Aufreinigung uber DNA-bindende
Saulen (siehe 2.2.1.5.3) oder durch Gelaufreinigung (siehe 2.2.1.5.4) fur eine
folgende Sequenzierung aufbereitet wurden. Eingesetzt wurden ca. 10 ng pro Kb zu
sequenzierender DNA und 0,5 pmol des jeweiligen Primers. Fur die Sequenzierung
von Plasmiden wurden ca. 0,5-1 yg DNA eingesetzt. Die Sequenzreaktion erfolgte
nach Zugabe von 2 ul ,Sequenziermix® (,DYEnamic ET terminator Cycle Sequencing
Kit“; GE Healthcare, Freiburg) in einem Volumen von 10 pl nach einem zyklischen
Sequenzierverfahren: 2 Min. 95°C; 26 Zyklen (10 Sek., 95°C; 5 Sek., 50°C; 4 Min.,

60°C) in einem ,Biometra T Gradient* PCR-Automaten (Biometra, Gottingen).

Im Anschluss daran wurden die Produkte nach Zugabe von 26 pl HyOpigest. Mit 64 pl
Ethanolaps. gefallt, um freie Terminatoren zu entfernen. Nach 20minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur erfolgte eine 20minutige Zentrifugation bei 4°C mit 20.000 x g
und ein funfminutiger Waschschritt mit 195 ul 70%igem Ethanol. Die prazipitierten
Reaktionsprodukte wurden in 3 ul ,Formamide Loading Dye“ (GE Healthcare, Frei-

burg) resuspendiert.

Die Analyse der Sequenzierprodukte erfolgte nach deren Auftrennung in einem
48 cm langen, 0,2 mm dicken und 6,3%igen denaturierenden Polyacrylamidgel mit

einem ABI 377 Sequenzierautomaten (Applied Biosystems, Darmstadt).

49



2. MATERIAL UND METHODEN

Sequenzgel, 6,3%

18 g Harnstoff

22,8 ml H,0O

5,33 ml Accugel; 40% (29:1)

6 ml 10x TBE (siehe 2.2.1.6.1)

filtrieren (Millipore MF™-Membran Filter, 0,45 pm), entgasen
300 ml 10%iges APS

20 ml TEMED

Die Auswertung und Bearbeitung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe
folgender Software oder online verfugbaren Programmen:

- BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

- Bioedit 5.0.9 (http://jwbrown.mbio.ncsu.edu/BioEdit/Bioedit.html)

- Chromas 1.62 (http://www.technelysium.com.au)

- Sequencher 4.6 (http:www.genecodes.com)

2.2.2 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.2.2.1 Proteinextraktion und Mengenbestimmung

2.2.2.1.1 Extraktion und Fraktionierung von Gesamtprotein aus Blattgewebe

Gesamtprotein aus pflanzlichem Gewebe wurde durch mechanischen
Zellaufschluss mittels Morser und Pistill in Homogenisationspuffer isoliert. Eine
Gewebeprobe von ca. 0,1-0,2 g wurde in flussigem Stickstoff zu feinem Pulver
zerrieben, welches in ca. 1 ml Homogenisationspuffer aufgenommen wurde. Die so
aufbereiteten Proben wurden direkt in eine ,SDS-PAGE" (siehe 2.2.2.2.1) eingesetzt,
oder bei -20°C oder -70°C aufbewabhrt.

Homogenisationspuffer
40 mM B-Mercaptoethanol
10% Saccharose

100 mM Tris/HCL; pH 7,2
5mM EDTA

5mM EGTA

Zur Stabilisierung der isolierten Proteine wurde ggf. PMSF (1 mM) und ,HALT™

Protease Inhibitor Cocktail“ (beides Pierce/Perbio, Bonn) zugesetzt.
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Um den Proteinextrakt in eine I6sliche und nicht-I6sliche Fraktion zu trennen, wurde
dieser nach zehnminutiger Inkubation auf Eis Uber eine Lage vorher angefeuchtetes
.Miracloth® (Merck Biosciences, Darmstadt) filtriert. AnschlieRend folgte eine
zehnminltige Zentrifugation bei 12.000 x g. Im Uberstand befinden sich die I6slichen
Proteine; das Sediment enthdlt membranassoziierte Proteine, welche in Carbonat-
Probenpuffer resuspendiert wurden. Das zu wahlende Volumen hangt von der Grolke
des Sediments ab. Arbeitet man in dem oben genannten Maf3stab (ca. 1 ml), sollte

es sich im Bereich zwischen 30 und 300 pl bewegen.

Carbonat-Probenpuffer
100 mM Na,CO;

10% Saccharose

50 mM DTT

2.2.2.1.2 Mengenabschatzung extrahierter Proteine

2.2.2.1.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmung anhand der
Chlorophyllkonzentration nach Arnon (1949)

Die Konzentration von aus Pflanzen isolierten Proteinen im jeweiligen Extrakt
(siehe 2.2.2.1.1) wurden mit Hilfe der Chlorophyllkonzentration bestimmt. Die
Chlorophyllkonzentration wurde abgeandert nach Arnon (1949) bestimmt. Daflr
wurde ein Aliquot des Proteinextraktes 1:200 in 80%igem Aceton verdunnt,
geschiittelt und fiir drei Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei
654 nm, der Wellenlange, bei der Chlorophyll A und B den gleichen Extinktions-
koeffizienten aufweisen, gegen Extraktionspuffer 1:200 in 80%igem Aceton
gemessen. Die Chlorophyllkonzentration errechnet sich bei einer vorliegenden 1:200
Verdunnung nach der Formel: Cchiorophyn [M@/Ml] = Aess x 5,8. Fur die Ermittlung der
ungefahren Proteinkonzentration in [mg/ml] wird dieser Wert mit sechs multipliziert.
Konzentrationen von Proteinextrakten chlorophylldefizienter oder albinotischer
Pflanzen wurden lediglich relativ zu anderen in Analysen einbezogenen Proben
ermittelt (siehe 2.2.2.1.2.2).
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2.2.2.1.2.2 Relative Proteinkonzentrationsbestimmung

Um die eingesetzten Proteinmengen fur die Analysen relativ zueinander
anzupassen, wurden Verdunnungsreihen der jeweiligen Proben in einem Volumen
von 5 ul auf ,Whatman 3MM“-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel) getropft, 10 Min.
bei 65-80°C gebacken, ca. 30 Sek. in Coomassiefarbelosung gefarbt (siehe
2.2.2.2.2) und anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser entfarbt. Nach
abschlieBendem Trocknen konnten die fur eine ,SDS-PAGE® einzusetzenden
Mengen (siehe 2.2.2.2.1) abgeschatzt werden. Uberprift wurde die relative
Mengenanpassung mittels ,SDS-PAGE" (siehe 2.2.2.2.1) mit nachfolgender

Coomassiefarbung (siehe 2.2.2.2.2) tUberprift wurde.

2.2.2.2 Elektrophorese-, Transfer- und Nachweistechniken von Proteinen

2.2.2.2.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Die Proteinproben wurden in Probenpuffer aufgenommen und vor dem Auftragen
denaturiert. FUr Gesamtprotein oder die Membranfraktion geschah dies bei 70°C fur
eine Minute, fur I6sliche Proteine bei 95°C fur finf Minuten. Anschlie3end wurden die
Proben fur zehn Minuten bei 15.000 x g =zentrifugiert. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte nach Laemmli 1970. In diesem Fall wurden 10-18%ige Poly-
acrylamid Trenngele mit einem jeweils 8%igen Polyacrylamid Sammelgel verwendet
(Rotiphorese® Gel 30: 30% Polyacrylamid, 0,8% Bisacrylamid; Roth, Karlsruhe).
Nach der Elektrophorese wurde das Gel entweder mit Coomassiefarbeldosung gefarbt
(siehe 2.2.2.2.2), oder die ihrer Gro3e entsprechend aufgetrennten Proteine auf eine
PVDF-Membran transferiert (siehe 2.2.2.2.4).

Probenpuffer

240 mM Tris-HCI

20 mM EDTA

4% SDS

20% (v/v) Glycerin

pH 6.8 mit HCI
Bromphenolblau

14% (v/v) B-Mercaptoethanol

4x Trenngelpuffer
1.5 M Tris-HCI

8 mM EDTA

0.4% SDS

pH 8.8 mit HCI
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4x Sammelgelpuffer
0.5 M Tris-HCI

8 mM EDTA

0.4% SDS

pH 6,8 mit HCI

SDS-PAGE-Laufpuffer
25 mM Tris

0,2 M Glycin

0,1% SDS

2.2.2.2.2 Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Um Proteine nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung unspezifisch im Gel anzu-
farben, wurde dieses entweder mindestens fur eine Stunde bei 50°C oder Uber Nacht
bei Raumtemperatur in Coomassiefarbeldsung geschdttelt. Die Entfarbung erfolgte in
immer wieder zu erneuernder 12%iger Essigsaure Uber mehrere Stunden oder alter-

nativ durch mehrfaches Aufkochen des Gels im Essigsaurebad in der Mikrowelle.

Coomassieféarbelésung

0,1% Coomassie Brillant Blau R250
10% Essigsaure

30% Methanol

2.2.2.2.3 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen nach Blum, H. et al. (1987)

Eine sensitivere Methode des Anfarbens von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel
bietet die Silberfarbung (Blum, H. et al. 1987). Dazu wurde das Polyacrylamidgel fur
eine Stunde fixiert. Es folgten drei halbstiindige Waschschritte in 50%igem Ethanol.
Zur Vorbehandlung des Gels vor der Farbung wurde dieses exakt 1,5 Minuten in
0,02%iger Natriumthiosulfatiosung (frisch hergestellt aus 10% Stammldésung)
geschwenkt und im Anschluss dreimal je 30 Sek. mit Wasser gewaschen. Die
folgende 30mindltige Inkubation in der Farbelésung muss im Dunkeln ablaufen. Vor
der Entwicklung wurde zweimal grundlich mit Wasser gewaschen. Die Entwicklung
wurde bei gewulnschter Starke der Farbung durch Austausch der Entwicklerldsung

gegen Stoppldsung abgebrochen.

Fixierlosung

50% Ethanol

12% Essigsaure
0,05% Formaldehyd

Féarbelésung (frisch)
0,2% Silbernitrat
0,075% Formaldehyd
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Entwicklerlésung (frisch)
6% Natriumcarbonat
0,05% Formaldehyd
0,0004% Natriumthiosulfat

Stopplésung
50% Ethanol
12% Essigsaure

2.2.2.2.4 Proteintransfer auf Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membranen
(,Western-Blot")

FUr die Immunodetektion (siehe 2.2.2.2.5) wurden die mittels ,SDS-PAGE" (siehe
2.2.2.2.1) aufgetrennten Proteine diskontinuierlich, halbtrocken auf eine Membran
transferiert (modifiziert nach Kyhse-Andersen 1984). Vorbehandelt wurde die PVDF-
Membran durch Schwenken in Methanol, gefolgt von zweimaligem Waschen mit
Wasser flr insgesamt fiinf Minuten und anschlieBendem Aquilibrieren der Membran
in Anodenpuffer Il. Das Gel wurde zur Entfernung evtl. beim Transfer storender Salze
nach der Elektrophorese in Kathodenpuffer geschwenkt. Der Transfer erfolgte in
einer Halbtrocken-Blotapparatur ,TE 77 PWR Semi-Dry Transfer Unit® (GE
Healthcare, Freiburg). Der Aufbau von der Anodenseite (unten) begann mit drei
Schichten in Anodenpuffer | getranktem ,Whatman 3MM“Papier (Schleicher &
Schuell, Dassel), gefolgt von zwei Schichten, getrankt in Anodenpuffer Il. Darauf
wurde die vorbehandelte Membran platziert und das vorbehandelte Gel luftblasenfrei
daruber gelegt. Zur Kathodenseite (oben) wurde der Aufbau mit drei Schichten mit
Kathodenpuffer getranktem ,Whatman 3MM*“-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel)
abgeschlossen und Spannung angelegt. Der Transfer erfolgte bei konstanter
Stromstarke von 0,8 mA pro Quadratzentimeter Gelflache fur 20 Minuten bis zu einer
Stunde.

Die Membran wurde direkt flr eine folgende Immunodetektion verwendet, oder
nach erfolgtem Transfer zwischen zwei ,Whatman 3MM“Papieren (Schleicher &
Schuell, Dassel) zur Aufbewahrung getrocknet. Zur weiteren Verwendung musste
diese dann nochmals in Methanol aktiviert und zweifach mit H2Opigest gewaschen

werden.
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Anodenpuffer |
0,3 M Tris

Anodenpuffer I
25 mM Tris/HCI, pH 10,4

Kathodenpuffer

0,04 M 6-Aminocapronsaure
0,01% SDS

2.2.2.2.5 Immunodetektion von Proteinen auf PVDF-Membranen

Zur Immunodetektion von Proteinen wurde zunachst die Membran (siehe 2.2.2.2.4)
bei 4°C Uber Nacht oder bei Raumtemperatur solange bis sie transparent erschien in
Blockierldsung inkubiert. Nach dreimal zehnminutigem Waschen mit TBST wurde die
Membran in Antikoérperldsung (Antikdrper 1:500 bis 1:20.000 in TBST verdinnt) fur
mindestens eine Stunde bei Raumreparatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Weiteren drei Waschschritten mit TBST folgte eine einstundige Inkubation mit dem
Sekundarantikorper (1:10.000 bis 1:25.000 verdunnt). Die Visualisierung erfolgte je
nach gewahltem Sekundarantikérper nach weiteren drei zehnminlitigen Wasch-

schritten mit TBST.

TBST

20 mM Tris/HCI, pH 7,6

137 mM NaCl

0,1-1% Tween 20 (frisch zugesetzt)

Blockierlésung M
5% Trockenmilch in TBST

Blockierlosung BSA
1% BSA in TBST

2.2.2.2.5.1 Luminol (Chemilumineszenz)

Fir den Chemilumineszenznachweis wurde ein Meerrettichperoxidase-gekoppelter
Sekundarantikérper (Sigma-Aldrich, Munchen) verwendet. Das Prinzip des Nach-
weises ist die Oxidation des Luminols durch Wasserstoffperoxid, katalysiert durch die
Meerrettichperoxidase. Die Membran wurde mit einer Losung aus gleichen Teilen
Luminollésung und Wasserstoffperoxidlosung benetzt, nach einer Minute die Uber-

schissige Flussigkeit entfernt und die Membran in Folie verpackt. Die Detektion der
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Signale erfolgte mit Rontgenfilmen (Fuji, Dusseldorf). Die Expositionszeit richtete sich

dabei nach der Starke der Signale und reichte von einer Sekunde bis zu 15 Minuten.

Luminollésung

100 mM Tris/HCI, pH 8,5
2,5 mM Luminol

0,4 mM Cumarsaure

Wasserstoffperoxidlosung
100 mM Tris/HCI; pH8,5
0,02% H;0,

2.2.2.2.5.2 Alkalische Phosphatase (kolorimetrisch)

Fir den kolorimetrischen Nachweis wurde ein Sekundarantikdrper, gekoppelt mit
alkalischer Phosphatase, verwendet (vgl. 2.2.1.6.7.2). Die Visualisierung erfolgte
direkt auf der Membran mit NBT/BCIP (Sigma-Aldrich, Munchen), nachdem die
Membran fur einige Minuten in Detektionspuffer aquilibriert wurde. Die Reaktion

wurde durch Waschen der Membran mit Wasser gestoppt.

Detektionspuffer
0,1 M Tris 9.0
0,1 M NaCl

2.2.3 Transformationstechniken, Mutagenese und somatische
Zellfusionierung

2.2.3.1 Transformation von E.coli durch RbCIl,/CaCl, und Hitzeschock

Die Herstellung chemokompetenter E.coli Zellen (DH5a) erfolgte mittels RbCl; in
Kombination mit CaCl,. Hierzu wurde eine E.coli Ubernachtkultur 1:50 in 100ml LB-
Medium plus je 10 mM MgCl, und MgSO, verdinnt und bei 37°C bis zu einer ODgg
von ca. 0,6 angezogen. Nach einer halbstindigen Inkubation auf Eis wurden die
Zellen bei 3.000 x g fur ca. acht Minuten pelletiert und nach vollstandiger Entfernung
des Uberstandes und Resuspendierung des Pellets in 33 ml RF1 Puffer erneut fiir
eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Die darauf folgende Zentrifugation wurde mit den
gleichen Parametern wie die erste durchgefuhrt, das Pellet im Anschluss an die
vollstandige Entfernung des Uberstandes jedoch in 5 ml RF2 Puffer resuspendiert.
Nach weiteren 30 Minuten auf Eis konnten die Zellen in 100 pl Aliquots in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt werden.
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RF1 Puffer (sterilfiltriert)
RbCl; 100 mM

MnCl, 50 mM .
Kaliumacetat 30 mM (KAc)
CaCl; 10 mM

Glycerin 15% (w/v)

"aus 1 M KAc Stammliosung: pH 5,8, eingestellt mit
0,2 M Essigsaure

RF2 Puffer (sterilfiltriert)
MOPS 10 mM

RbCl, 10 mM

CaCl, 75 mM

Glycerin 15% (w/v)

"aus 0,5 M MOPS Stammldsung: pH 5,8, eingestellt
mit NaOH

LB-Medium (1 1):

Pepton aus Casein, tryptisch verdaut 10 g
Hefeextrakt 5 g

NaCl 10 g (170 mM)

ad 1 | HyOpigest

&Tnzt(e)r:ntl’te? 1[\1 giaCOH eingestellt; autoklaviert fir 16
Zur Transformation mit Plasmiden wurden diese (ca. 1 ul einer Plasmidpraparation
bzw. ein vollstandiger Ligationsansatz, siehe 2.2.1.1 bzw. 2.2.1.7.7) zusammen mit
100 ul frisch aufgetauten RbCl,-kompetenten Zellen fir eine halbe Stunde auf Eis
inkubiert. Einem einminutigen Hitzeschock bei 42°C folgten dreil3ig Minuten bei 37°C
nach Zugabe von 300 pl LB-Medium zur Auspragung der mit dem entsprechenden
Plasmid erworbenen Antibiotikaresistenz. Von diesem Ansatz wurden jeweils 50 pl

und der Rest auf LB-Selektivmedium (100 pg/ml Ampicillin) ausplattiert.

Die Transformation wurde gegebenenfalls mittels PCR (siehe 2.2.1.7.1) Gberpruft.
Dafur wurden Kolonien gepickt und in 10 pl sterilem H,O suspendiert. Dies und der
initiale funfminatige Denaturierungsschritt der anschlielenden PCR (siehe 2.2.1.7.1)
waren ausreichend, um Segmente des enthaltenen Plasmids amplifizieren zu kon-
nen. Positiv getestete Kolonien konnten direkt aus der Suspension in selektives LB-

Medium angeimpft werden.
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2.2.3.2 Plastidentransformation an isolierten Blattern nach Svab et al. (1990)

Die Plastidentransformation fur hohere Pflanzen wurde fur Tabak von Svab et al.
(1990) beschrieben. Das hier angewendete Protokoll beruht auf einem modifizierten
Verfahren (Svab und Maliga 1993), wobei mit DNA beladene Goldpartikel (Micro-
carrier, siehe 2.2.3.2.1) mit hoher Geschwindigkeit in Blattgewebe geschossen wer-
den, was zum Begriff der ,biolistischen® (biologisch und ballistisch) Transformation
gefuhrt hat. Das plastidare Rekombinationssystem ermdglicht eine zielgerichtete
Integration von Transgenen bzw. den Austausch bestimmter Bereiche des Plastiden-
genoms, wodurch sich die Moglichkeit einzelner Basenaustausche eroffnet. Der
auszutauschende Bereich muss hierbei von zwei, dem Plastidengenom homologen
Bereichen flankiert sein. Des Weiteren wird der auszutauschende Bereich mit einem
Resistenzmarker gekoppelt, welcher Selektion auf das Rekombinationsereignis
ermoglicht (siehe 2.2.3.2.3).

2.2.3.2.1 Beladung der Goldpartikel mit DNA

Im Gegensatz zum ursprunglichen Protokoll wurden als ,Microcarrier® Goldpartikel
mit einer Partikelgrofde von 0,6 pm (Biorad, Munchen) verwendet, von denen eine
Suspension mit einer Konzentration von 60 mg/ml in Ethanol hergestellt wurde. Pro
Ansatz wurden 35 ul dieser Goldsuspension zur Beladung mit dem jeweiligen Trans-
formationsvektor verwendet. Als Transformationsvektor diente zirkulare Plasmid-
DNA, die mit einem ,QIAGEN Plasmid Midi Kit* (Qiagen, Hilden) aufgereinigt worden
war. Nach Zentrifugation der Goldpartikel fur zehn Sekunden bei 14.000 x g bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand verworfen und die Goldpartikel in 1 ml
sterilem HyOpigest resuspendiert. Dem folgte ein weiterer einminutiger Zentrifugations-
schritt mit ansonsten gleichen Parametern; der Uberstand wurde wieder verworfen.
Alle folgenden Schritte wurden auf Eis bzw. im Kihlraum bei 4°C durchgefuhrt.
Zunachst wurden die Goldpartikel in 230 pl sterilem H;Opigest resuspendiert. 25 pl der
Plasmid-DNA mit einer Konzentration von 1 pg/ul wurde zur Goldsuspension
gegeben. Danach folgte die Zugabe von 250 pl 2,5 M CaCl,-Lésung und 50 ul frisch
praparierter 0,1 M Spermidinlésung (Sigma-Aldrich, Minchen). Dieser Ansatz wurde
auf einem ,Vortex Genie2“ (Scientific Industries, Inc.; Bohemia, NY, USA) auf Stufe

5-6 fur 20 Minuten geschuttelt. Die nun mit dem Transformationsvektor beladenen
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Goldpartikel wurden flr eine Minute bei 14.000 x g abzentrifugiert und anschlieend
in 600 pl Ethanol resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt und

die beladenen Goldpartikel in 72 pl Ethanol resuspendiert.

2.2.3.2.2 ,Biolistischer Transfer der Goldpartikel in das Blattgewebe

Das verwendete Blattmaterial stammte von in vitro gewachsenen ca. 4 Wochen
alten Tabakpflanzen (siehe 2.2.4). Die abgenommenen Blatter wurden einen Tag vor
dem Beschuss mit der adaxialen Seite auf RMOP-Medium gelegt. Beschossen
wurde die abaxiale Blattseite.

Der Transfer erfolgte mit einem ,PDS-1000/He BIOLISTIC® PARTICLE DELIVERY
SYSTEM® (Biorad, Munchen) unter sterilen Bedingungen. Dazu wurden 5,4 pl der
Suspension beladener Goldpartikel in Ethanol auf einen sogenannten ,Macrocarrier”
transferiert, der vorher in einem ,Macrocarrier‘-Trager fixiert worden war. Nachdem
der Ethanol verdunstet war, wurde dieser Trager mit dem ,Macrocarrier” im ,PDS-
1000/He BIOLISTIC® PARTICLE DELIVERY SYSTEM* fixiert und unter Vakuum (25
inches Quecksilbersaule) die Goldpartikel mit einem Druck von 1100 psi
beschleunigt. Der Druck wurde dabei durch ein bei definiertem Druck reilRendes
Kunststoffplattchen (,Rupture Disc*) eingestellt. Als Gas diente Helium, dessen Druck
auf ca. 1300 psi eingestellt wurde. Das zu beschiel3ende Blatt wurde auf dem Halter
im dritten Einschub von unten platziert, der ,Macrocarrier” im funften Einschub von
unten. Die Feinjustierung der ,Macrocarrier“-Halterung erfolgte so, dass oberhalb des
Einschubs elf und unterhalb vier Gewinderinge des Messinggewindes sichtbar

waren.

2.2.3.2.3 Selektion transplastomischer Pflanzenlinien

Die beschossenen Blatter wurden nach zwei Tagen in ca. 0,5 cm? groRe Stiicke
geschnitten und mit der abaxialen Seite auf RMOP-Selektivmedium transferiert,
welches Spektinomycin (Spektinomycin-dihydrochlorid-pentahydrat, Fluka, Sigma-
Aldrich, Munchen) in einer Konzentration von 600 pg/ml enthielt. Spektinomycin, das
in Pflanzenzellen durch die Interaktion mit der 30S Ribosomenuntereinheit die
organellare Translation hemmt, dient der Selektion auf die Integration des mit dem

entsprechenden Transformationskonstrukt eingebrachten Resistenzmarkers. Dabei
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handelt es sich um ein chimares bakterielles aadA Gen, welches unter Kontrolle des
plastidaren 16S rDNA-Promotors aus Tabak steht und eine synthetische Shine-
Dalgarno Sequenz sowie den 3’ Bereich des rbcL Gens aus Chlamydomonas
reinhardtii besitzt (Koop et al. 1996). aadA kodiert fir eine Aminoglykosid-3"-
adenylyltransferase, welche, in Chloroplasten exprimiert, Aminoglykosidantibiotika

wie Spektinomycin (oder Streptomycin) inaktiviert (Goldschmidt-Clermont 1991).

Nach zwei Wochen in der Gewebekulturkammer (siehe 2.2.4) wurden diese nun
meist aufgequollenen Sticke nochmals klein geschnitten und auf neues RMOP-
Selektionsmedium Uberfuhrt. Weitere drei bis sechs Wochen spater bilden sich Kalli
und in der Folge Sprosse aus. Nicht-resistente Regenerate bleichen aufgrund der
Wirkung von Spektinomycin aus, wahrend resistente Regenerate in der Regel

photosynthetisch aktiv sind.

2.2.3.2.4 Test auf Homoplastomie von transplastomischen Pflanzenlinien

Es wird angenommen, dass das primare Transformationsereignis jeweils nur ein,
maximal jedoch einige wenige Kopien der bis zu 10.000 in einer Mesophylizelle
vorhandenen Plastidenchromosomen betrifft. Dies fuhrt zu einem Zustand der als
.heteroplastomisch® bezeichnet wird. Es befinden sich also innerhalb eines
Chloroplasten verschiedenartige Plastidenchromosomen (,intraplastidare Hetero-
plastomie®). Die Selektion auf das Transformationsereignis (siehe 2.2.3.2.3) fuhrt
zum sukzessivem Verlust der Wildtyp Kopien. Nach zwei bis vier Regenerations-
runden unter selektiven Bedingungen wird meist ein homoplastomischer Zustand
erreicht, in dem nur noch die transformierte Form der Plastidenchromosomen

nachzuweisen ist.

Die Uberprifung der in dieser Arbeit hergestellten transplastomischen Pflanzen,
erfolgte mittels RFLP-Analyse. Die unterschiedlichen Restriktionsfragmente
plastidarer DNA fur Mutante und Wildtyp wurden mittels ,Southern“-Hybridisierung
(siehe 2.2.1.6.2) nachgewiesen. Neben der RFLP-Analyse fand noch die CAPS
Technik (,Cleaved Amplified Polymorphic Sequence®) Anwendung. Durch die ein-
gefugte Mutation kann eine Restriktionsschnittstelle entstehen oder verloren gehen.

Mit spezifischen Primern wurde die entsprechende Region aus Gesamtzell-DNA
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mittels PCR (siehe 2.2.1.7.1) amplifiziert. Die Restriktion flhrt zu einem unterschied-
lichen Bandenmuster flr mutanten- und wildtypspezifische Amplifikate. Der Zustand
der Homoplastomie wurde fur beide Verfahren angenommen, wenn kein wildtyp-

spezifisches Muster mehr nachzuweisen war.

2.2.3.3 Chemische Mutagenese somatischer Pflanzenzellen

Die chemische Mutagenese somatischer Zellen an isolierten Blattsticken wurde
von Dr. Sergei Kushnir (Universiteit Gent, Belgien), basierend auf der Beschreibung
von McCabe et al. (1989), durchgefuhrt. Dazu wurden ca. 400 Blattstlicke fur eine
Stunde in flissigem MS-Medium (siehe 2.2.4.1) in 5 mM NMU-L6sung (N-Nitroso-N-
methylharnstoff) inkubiert. Nach sorgfaltigem Waschen der Blattsticke mit sterilem
H2O wurden diese auf modifiziertes RMOP-Festmedium (siehe 2.2.4.1) mit 0,5 mg/|

BAP und 0,1 mg/l NAA transferiert, um Sprosswachstum zu induzieren.

2.2.3.4 Herstellung cytoplasmatischer Hybriden (Cybriden)

Genotypen und Referenzen des fur diese Arbeit verwendeten Pflanzenmaterials
sind in Tabelle 3-1 aufgefuhrt. Alle Cybriden (siehe Tabellen 3-1, 3-2 und 3-5)
wurden im Labor von Dr. Sergei Kushnir (Universiteit Gent, Belgien) durch
Polyethylenglykol-induzierte Fusion von Mesophyll-Protoplasten und anschliel3ende
Selektion auf verschiedene Resistenzmarker und/oder phanotypische Auspragungen
hergestellt. Die Protoplastenisolierung, Fusion und Kultivierung erfolgte wie in
Kushnir et al. 1991 beschrieben. Als nukledre Resistenzmarker wurden die
Kanamycinresistenzkassette npt/l und das gegen Glufosinat-Ammonium (BASTA)
Resistenz verleihende Gen bar verwendet. Plastidare Resistenzmarker waren eine
mutierte Version des plastiddren 16S rRNA-Gens (rm16°) sowie die aadA
Resistenzkassette (siehe 2.2.3.2.3, Koop et al. 1996) welche jeweils Resistenz
gegen Spektinomycin und Streptomycin erzeugen. Als weiterer phanotypischer
Selektionsmarker diente eine nicht identifizierte Mutation (X, vgl. Tab. 3-1) in der
Tabak Linie A15 (Svab und Maliga 1986), die maternal vererbt einen albinotischen

Phanotyp erzeugt, also hochstwahrscheinlich plastidaren Ursprungs ist.

61



2. MATERIAL UND METHODEN

2.2.3.5 Herstellung der Glufosinat-Ammonium-resistenten N. tabacum Linie
BarD

Die Glufosinat-Ammonium-resistente, zur Herstellung von partiellen Cybriden
verwendete, N. tabacum Linie BarD (siehe Tab. 3-1) wurde von Dr. Sergei Kushnir
(Universiteit Gent, Belgien) durch Transformation der N. tabacum Linie SR1 (Maliga
et al. 1975) mit Agrobacterium tumefaciens CA1Rifr (pGV2260; pGSFR280)

hergestellt.

2.2.4 Pflanzengewebekultur

Neben der Haltung von Pflanzen im Gewachshaus wurden diese auch zum Teil
unter sterilen Bedingungen in Gewebekultur bei konstanten 24°C und Licht-/Dunkel-
zyklen von 16/8 Stunden gehalten. Als Lichtquelle wurden Leuchtstofflampen der
Firma Philips (Hamburg) mit der Spezifikation ,TLD 58W/25“ eingesetzt.

2.2.4.1 Gewebekulturmedien

Fur die Pflanzengewebekultur wurde ausschlieBlich MS-Medium mit Mikrosalzen
und Vitaminen der Firma Duchefa Biochemie (Haarlem, NL), basierend auf der
Vorschrift von Murashige und Skoog (1962) verwendet. Das Regenerationsmedium
RMOP entspricht in Salz- und Vitaminzusammensetzung dem MS-Medium und
enthalt zusatzlich BAP (1 mg/l) und NAA (0,1 mg/l). Sowohl dem MS-, als auch dem
RMOP-Medium wurde Saccharose (30 g/l, Sigma-Aldrich, Minchen) zugesetzt. MS-
Medium wurde fur alle Cybriden in flissiger Form verwendet, fur alle anderen Pflan-

zen wurde es durch Zusatz von 0,6-0,8% Agar (Sigma-Aldrich, Minchen) verfestigt.

2.2.4.2 Samensterilisierung

Samen der Gattungen Nicotiana und Atropa wurden durch 15mindtiges Schatteln in
15%iger ,Dan Chlorix“-Lésung (Colgate Palmolive, Hamburg) mit etwas Tween20
(Roth, Karlsruhe) und anschlieRendem einminutigen Schutteln in 70%igem Ethanol
sterilisiert. Vor dem Transfer der Samen auf MS-Medium (siehe 2.2.4.1) wurden

diese dreimal fir sechs Minuten in sterilem H;Opigest gewaschen.
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Arabidopsis thaliana Samen wurden flur sieben Minuten in Sterilisierungslésung
(32% ,Dan Chlorix; 0,8% N-Lauryl-Sarcosinat aus 20%iger Stammldsung)
geschittelt und danach abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Anschlie-
Rend wurden die Samen in einem Milliliter sterilem H,Opigest gewaschen (geschuttelt),
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde fiinfmal

wiederholt und die Samen im Anschluss auf MS-Medium uberfiihrt.

2.2.5 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Abbildungen wurden von Herrn Prof. Dr. G.
Wanner (LMU Munchen) mit einem ,EM 912 Elektronenmikroskop“ (LEO, Ober-

kochen) angefertigt.

Kleine Blattsticke wurden mit 2,5% Glutardialdehyd in 75 mM Natriumkakodylat,
2 mM MgCl,, pH 7,0 fir zwei Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Anschlieend
wurde das Material mehrmals im gleichen Puffer gewaschen und fir eine Stunde in
1% Osmiumtetroxid bei Raumtemperatur nachfixiert. Nach zwei weiteren Wasch-
schritten in destillietem Wasser wurden die Gewebestlckchen fur eine Stunde mit
1% Uranylacetat in 20% Aceton gefarbt. Die Dehydrierung erfolgte in einem Aceton-
gradienten. Schlie8lich wurden die Blattstliickchen infiltriert und in einem niedrig-
viskosen Harz nach Spurr 1969 eingebettet. Nach der Polymerisation des Harzes
wurden Ultradunnschnitte (50-70 nm) mit einer Diamantklinge angefertigt und auf
collodionummantelte Kupfergitter aufgebracht. Diese Schnitte wurden mit wassrigem
Bleicitrat (100 mM, pH 13,0) nachkontrastiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat in [Atropa belladonna
(Nicotiana tabacum)]-Cybriden

Um den albinotischen Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybride (Abb. 3-1 A, Kushnir et al.
1991), aufzuklaren, ist das Plastidengenom der Tollkirsche vollstandig sequenziert
und mit dem bereits sequenzierten Tabakplastidengenom (Acc. Nr. Z00044) ver-
glichen worden (Schmitz-Linneweber et al. 2002). Uber diesen Vergleich sollten
potentielle plastidare Determinanten fur die Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat
identifiziert werden. Der Sequenzvergleich zeigte eine Uber 96%ige Uberein-
stimmung der beiden Plastome, wobei die meisten Unterschiede nicht-kodierende
Regionen des Plastidengenoms betreffen (Schmitz-Linneweber et al. 2002). Im
Folgenden sollen kurz die fur diese Arbeit relevanten Unterschiede innerhalb
kodierender Bereiche zusammengefasst werden.

Unterschiede in homologen Polypeptiden beschranken sich groftenteils auf
Aminosauresubstitutionen an nicht konservierten Positionen. Nur elf identifizierte
Aminosauresubstitutionen befinden sich an hoch konservierten Positionen, wovon
funf (atpA-264, ndhD-200, ndhD-225, psbE-72 und rps14-50; die Zahl bezeichnet die
jeweilige Aminosaureposition des entsprechenden Gens in Tabak) auf mMRNA-Ebene
in N. tabacum durch RNA Edierung in das entsprechend konservierte Codon uber-
fuhrt werden und somit nicht als Unterschiede gewertet werden kénnen. Das Gleiche
trifft auf drei weitere Aminosauresubstitutionen zu, wobei hier in A. belladonna das
jeweils in N. tabacum bereits auf DNA-Ebene kodierte Codon durch RNA Edierung
auf mRNA-Ebene hergestellt wird (ndhA-189, ndhD-293 und rpoB-809; AA in
A. belladonna). Neben Aminosauresubstitutionen finden sich auch viele Insertionen
bzw. Deletionen. Wahrend es in nicht-kodierenden Bereichen davon tber 100 gibt,
ist die Anzahl in kodierenden Bereichen auf zehn beschrankt, die sich ausnahmslos
innerhalb nicht konservierter Domanen befinden. Ein flr die Inkompatibilitat des
A. belladonna Kerngenoms mit dem N. tabacum Plastidengenom in Frage
kommender Polymorphismus fand sich in rpoC2 im Bereich einer potentiellen
Bindedomane flr nuklear kodierte Sigmafaktoren (Schmitz-Linneweber et al. 2002).

Da nicht abschlieRend geklart werden konnte, auf welche Unterschiede zwischen
den Plastomen die phanotypische Auspragung der [Ab(Nt)]-Cybride zurtckzufuhren

ist, sollte ausgehend von den vorhandenen Daten die letztendlich verantwortlichen
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Abbildung 3-1: Herstellung somatischer Hybriden und Suppressormutanten

A) Schema eines somatischen Zellhybridisierungsexperiments mit N. tabacum und A. belladonna
Protoplasten diverser Linien (vgl. Tab. 3-1). Unterschiedliche Selektionsstrategien fuhren zu
reziproken Cybriden, [Ab(Nt)] oder [Nt(Ab)], oder symmetrischen nuklearen Hybriden, [AbNt(Nt)].
B) Herstellung der [Ab(Nt™)] Suppressorlinie L3. NMU (N-Nitroso-N-methylharnstoff) induzierte
Mutagenese und somatischer Transfer des mutagenisierten N. tabacum Plastoms in den nuklearen
Hintergrund von A. belladonna. C) Herstellung der partiellen Hybride Bar103 [Ab™(Nt)]. Die nukledren
Chromosomen einer der parentalen Linien werden durch y-Strahlung fragmentiert. Die Selektion auf
den nuklearen Resistenzmarker verhindert den vollstandigen Verlust der Chromosomenfragmente der
bestrahlten Linie. Symbole und Abkiirzungen: gro3e Kreise: Protoplasten; abgerundete Rechtecke:
Pflanzenzellen; kleine Kreise: Nuklei; kleine Ovale: Plastiden; griin: photoautotrophes Wachstum;
gelb: albinotischer Phanotyp; gezackte Umrandung: mutagenisiertes Genom; Nt: Nicotiana tabacum;
Ab: Atropa belladonna; hochgestelltes ,m“: mutagenisiertes Genom; hochgestelltes ,Nt“: partielles
nukledres Nt Kerngenom; in Klammern: Plastom; Bezeichnung und Genotypen der jeweiligen Linien
wie in Tab. 3-1.

AbNt(Nt)

Faktoren identifiziert werden. Die Grundlage der Untersuchungen bildeten hierfur
klassisch und revers genetische Ansatze, kombiniert mit der Moglichkeit des somati-

schen interspezifischen Transfers der verschiedenen Genome.

3.1.1 Analyse der Insertion/Deletion in rpoC2

Im Leserahmen von rpoC2 befindet sich eine Insertion/Deletion von neun zusam-
menhangenden Nukleotiden (Schmitz-Linneweber et al. 2002). Die betroffene Region
zahlt zu einem der wenigen schnell evolvierenden Bereiche des Plastidengenoms

(Cummings et al. 1994). Disruptionsmutanten von Genen, die Untereinheiten der
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plastidar kodierten RNA Polymerase (PEP) kodieren, zeigen wie die [Ab(Nt)]-Cybride
einen Chlorophyll-defizienten Phanotyp (Allison et al. 1996; De Santis-Maclossek et
al. 1999). Weiter ist die in Prokaryoten dem rpoC2-Genprodukt homologe Unter-
einheit der RNA Polymerase fur die Interaktion mit Sigmafaktoren verantwortlich
(Arthur und Burgess 1998; Arthur et al. 2000). Sigmafaktoren sind in pflanzlichen
Zellen kernkodiert. Ein fur Sigmafaktoren kodierendes nukleares Gen im Kerngenom
von A. thaliana ist z.B. SIG2. Arabidopsis T-DNA-Insertionsmutanten in SIG2, zeigen
einen hellgrinen und im Wachstum eingeschrankten Phanotyp (Kanamaru et al.
2001). Eine generell gestorte Sigmafaktorbindung aufgrund der Insertion/Deletion in
rpoC2 kdnnte also potentiell eine Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat darstellen, die

den albinotischen Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybride erklaren konnte.

Eine direkte Plastidentransformation in der [Ab(Nt)]-Cybride ist nicht mdoglich
(Schmitz-Linneweber 2002). Deshalb sollte zur Klarung, ob dieser Unterschied
zwischen den beiden Plastidengenomen tatsachlich ausschlaggebend fir die Aus-
pragung des albinotischen Phanotyps ist, ein verandertes N. tabacum Plastom, das
die A. belladonna spezifische Deletion in rpoC2 tragt, in den A. belladonna Kern-
hintergrund gebracht werden. Waren solche Cybriden photoautotroph, kdnnte davon
ausgegangen werden, dass dieser Unterschied tatsachlich die Hauptursache fir die

gestorte Interaktion zwischen Kern und Plastide ist.

3.1.1.1 Herstellung transplastomischer Nicotiana tabacum Linien mit Atropa
belladonna spezifischer Deletion in rpoC2

Zunachst wurden transplastomische N. tabacum Linien hergestellt, die als
Plastidendonor fur die Cybridisierungsexperimente dienen sollten. Dazu wurden Kon-
strukte hergestellt, in denen das entsprechende A. belladonna rpoC2-Fragment mit
der aadA-Kassette (Koop et al. 1996) gekoppelt ist, die als Resistenzmarker fur die
Plastidentransformation dient. Hierzu wurde ein Ncol-BamHI| Fragment, welches den
Ausschnitt des A. belladonna Plastoms (Acc. Nr. AJ316582) von Position 15.055 bis
18.710 reprasentiert, in pBluescript SKII- (Stratagene, Heidelberg) kloniert. Anschlie-
Rend wurde die aadA-Kassette in die einzige EcoRV Restriktionsschnittstelle des
Fragments, die sich in einem Abstand von 22 Bp zum Stop-Codon von rpoC2 befin-

det, in der gleichen Orientierung wie rpoC2 inseriert (Abb. 3-2 A). Der so hergestellte
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Transformationsvektor pC2A wurde fur die anschlieliende biolistische Plastidentrans-

formation verwendet.

Die zwei isolierten transplastomischen Tabaklinien (C2A-2 und C2A-9, Abb. 3-2 A),
wurden mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung auf die Mutation getestet
(nicht gezeigt). Der Genotyp ist beschrieben mit [Nt(Nt:AbC2)]. Dabei bezeichnet [N{]

das Kerngenom, hier fur Nicotiana tabacum, [(Nt:AbC2)] beschreibt das modifizierte

Plastom aus N. tabacum, welches die Deletion im rpoC2-Gen aus Afropa belladonna

tragt (Abb. 3-2 A, Tab. 3-1). Homoplastomie der Pflanzen wurde nach einigen

Regenerationszyklen mittels Southernanalysen bestatigt (nicht gezeigt).

Tabelle 3-1:  Genotypen, Phdnotypen und Beschreibung verwendeter und hergestellter Pflanzenlinien
Kerngenom(Plastom) Bezeichnung Phéanotyp Selektionsmarker Beschreibung/Herstellung Referenz
Kerngenom Plastom
Ab(Ab) Ab5 grin nptll - Wildtyp Ab, nuklearer Resistenzmarker (Kushnir et al. 1991)
Nt(Nt) SR1 grin - rm16° Wildtyp Nt, plastidarer Resistenzmarker (Maliga et al. 1975)
Nt(Nta'b) A15 albino - rm16°, X  Plastom Rezipient (Svab und Maliga 1986)
Nt(Nt) BarD grin bar rmn16° Donor des nukledren Genoms diese Arbeit
Nt(Ab) DS1B grin - - Cybride, Plastom Ab Wildtyp (Kushnir et al. 1987)
Ab(Nt) Abw albino - - Cybride, Plastom Nt cv. Gatersleben (Kushnir et al. 1991)
Ab(Nt) Abw3 albino nptll rm16° Cybride, Plastom Nt cv. Petit Havanna (Kushnir et al. 1991)
Nt(Nt:AbC2) C2A grin - aadA plastidare Mutante: Ab rpoC2 (Ab diese Arbeit
spezifische Deletion in rpoC2) siehe Abb. 3-2
Nt(Nt:NtC2) C2N grin - aadA plastidare Mutante: Nt rpoC2 (Kontroll- diese Arbeit
linie ohne Mutation mit Resistenzmarker)  siehe Abb. 3-2
Ab™(Nt™) AG1/AG7 griin nptll rrn16° Ab(Nt) Abw3 diese Arbeit
NMU { NMU { siehe Abb. 3-1
Ab™(Nt™) AG1/7
Ab™(Nt™) AG2 griin - - Ab(Nt) Abw diese Arbeit
NMU { NMU { siehe Abb. 3-1
Ab™(Nt™) AG2
Nt(Nt™) L3/7 griin - rmn16° Ab™(N™) + Nt(Nt°"®) AGT7 + A15 diese Arbeit
J J siehe Abb. 3-1
Nt(Nt™) L3/7
Ab(Nt™) L3 grin nptll rmn16° Nt(Nt™) + Ab(Nt) L3/7 + Abw3 diese Arbeit
J J siehe Abb. 3-1
Ab(Nt™) L3
AbN{(Nt) Ab27 grin nptll rmm16° Nt(Nt) + Ab(Ab) SR1 + Ab5 diese Arbeit
J J siehe Abb. 3-1
AbNt(Nt) Ab27
AbM(Nt) Bar103 grin nptll, bar  rm16° Nt(Nt) + Ab(Nt) BarD + Abw3 diese Arbeit
N N siehe Abb. 3-1
AbM(Nt) Bar103
Nt(Nt:CCC) KA grin - aadA plastidare Mutante: atpA P264P (Kontroll- diese Arbeit
linie ohne Mutation mit Resistenzmarker) siehe Abb. 3-4
Nt(Nt:cis) mA grin - aadA plastidare Mutante: atpA P264P, mutierte  diese Arbeit
potentielle Edierungsfaktorbindestelle siehe Abb. 3-4
Nt(Nt:TGG) WAT albino - aadA plastidare Mutante: atpA P264W (CCC zu diese Arbeit
TGG) siehe Abb. 3-5
Nt(Nt:CTC) CAT grin - aadA plastidare Mutante: atpA P264L (CCC zu  diese Arbeit
CTC) siehe Abb. 3-6

Ab: Atropa belladonna; Nt: Nicotiana tabacum; N
hochgestelltes

> nicht identifizierte Mutation im Plastom (X) fiihrt zu einem

induzierte

NMU  (N-Nitroso-N-methylharnstoff)
Chromosomensatzen von Ab und Nt; Ab™: vollstdndiges Kerngenom von Ab und partielles Kerngenom von Nt; Resistenzmarker: nptll:
Kanamycin; rm16°, aadA: Spektinomycin/Streptomycin; bar: Glufosinat-Ammonium (BASTA); +: somatische Zellhybridisierung

Mutationen; AbNt: hybrides

albinotischen Phanotyp;
Kerngenom mit vollstandigen

67



3. ERGEBNISSE

/\ [Pl aadA [T] E3
rps2 atpl
18710 18238 16918 15055 3
EcoRv Ab(Nt:tCZ) F1CLN-3 Ab(Nt:AbC2) F2CLN-5
pC2A ggghcat--------- taa C2A: Nt(Nt:AbC2) C rpoC2 el

gggCcatTCAAGGATGtaa C2N: Nt(Nt:NtC2)

gggAcat————————— taa gatlCct
95

gggCcatTCAAGGATGtaa gatActc aftedatce Ni(Ni)
C atcTatc Ab(Ab)
108

W] L] s

gggCca AGGATGtaa Actec atcCate
\\/
\p Ab(Nt:AbC2)
N i [l A, ST N\/\J\/\/\ f\/\/\[}/\ /}M/\[\cmm.s
Nt(Nt:NtC2) C2N Nt(Nt:AbC2) C2A Nt(Nt) Wildtyp ggghAcatta Actc ateCate

Abbildung 3-2: Transplastomische N. tabacum Linien und Cybriden mit A. belladonna
spezifischer Deletion im rpoC2-Gen

A) Genkarte und Konstruktbeschreibung fir den Austausch der N. tabacum (Nt) spezifischen Insertion
gegen die A. belladonna (Ab) spezifische Deletion im N. tabacum Plastom. Die dicke Linie
kennzeichnet das Konstrukt. Alle Gene werden von links nach rechts transkribiert. Die angegebenen
Nukleotidpositionen beziehen sich auf das A. belladonna Plastom (Acc. Nr. AJ316582). Als
Resistenzmarker ist die aadA-Kassette 22 Bp stromabwarts des rpoC2 Stop-Codons inseriert. Die
Sequenzausschnitte zeigen die Ab spezifische Deletion im Konstrukt pC2A, die der im modifizierten
Plastom [(Nt:AbC2)] der Linie C2A entspricht. Die Kontrolllinie C2N tragt das Nt spezifische Fragment
in Kombination mit der aadA-Resistenzkassette [(Nt:NtC2)]. Die N. tabacum Kontrollpflanze C2N
(Genotyp [Kerngenom(Plastom)]: [Nt(Nt:NtC2)]) und die Mutante C2A (Genotyp: [Nt(Nt:AbC2)]) zeigen
einen hellgriinen Phanotyp im Vergleich zum N. tabacum Wildtyp. B) Phanotypische Auspragung der
Cybriden aus somatischen Zellhybridisierungen von A. belladonna (Kerngenomdonor) mit der
Kontrollpflanze [Nt(Nt:NtC2)] bzw. der Mutante [Nt(Nt:AbC2)] als Plastomdonor (vgl. Tab. 3-1 und 3-2).
Die [Ab(Nt:NtC2)]-Cybriden (Kontrolle, F1CLN-3) und [Ab(Nt:AbC2)]-Cybriden (F2CLN-5) unterschei-
den sich nicht von der urspriinglichen [Ab(Nt)]-Cybride (vgl. Abb. 3-1). Die A. belladonna spezifische
Deletion im N. tabacum Plastom flihrt nicht zu photoautotrophem Wachstum in der [Ab(Nt:AbC2)]-
Cybride (F2CLN-5). C) DNA Sequenzausschnitte flr rpoC2 und ndhA aus A. belladonna (Acc. Nr.
AJ316582) und N. tabacum (Acc. Nr. Z00044) und Ausschnitte der Chromatogramme verschiedener
Sequenzierungen der DNA aus den Cybriden F1CLN-3 (Kontrolle) und F2CLN-5 (A. belladonna
spezifische Deletion). Fur ndhA sind die Codons 95 und 108 gekennzeichnet. Unterschiede zwischen
N. tabacum und A. belladonna sind durch GroRbuchstaben gekennzeichnet. Beide Cybridenlinien
besitzen N. tabacum Plastome (siehe ndhA), F2CLN-5 tragt die A. belladonna spezifische Deletion in
rpoC2.

Eine entsprechende Kontrollpflanze mit Resistenzmarker, jedoch ohne A.
belladonna spezifische Deletion wurden durch Rekombinationsereignisse im Bereich
zwischen der Insertion/Deletion und der aadA-Kassette erhalten. Die Kontrollpflanze
tragt also die aadA-Kassette im 3’-Bereich des rpoC2-Gens in Kombination mit der N.
tabacum spezifischen Insertion. Der Genotyp dieser Kontrollpflanze (C2N) wurde mit
[Nt(Nt:NtC2)] analog zu den in rpoC2 modifizierten Linien [Nt(Nt:AbC2)] bezeichnet
(Abb. 3-2 A, Tab. 3-1). Unter Standardgewachshausbedingungen bei 25°C und ei-
nem Tag/Nacht Rhythmus von 16/8 Stunden, zeigten sowohl die [Nt(Nt:AbC2)]-Linien

als auch die Kontrollpflanze einen schwachen Phanotyp. Die Pflanzen wuchsen
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photoautotroph auf Erde, waren aber etwas heller, als die zum Vergleich ange-
zogenen Tabak Wildtyppflanzen. Die Wachstumsraten waren hingegen nahezu
identisch zum Wildtyp (Abb. 3-2 A). Da die schwache phanotypische Auspragung in
der Kontrolllinie und den [Nt(Nt:AbC2)]-Linien identisch war, ist ein negativer Effekt
der aadA Kassette an entsprechender Stelle im unmittelbaren 3’-Bereich des rpoC2-

Gens wahrscheinlich.

3.1.1.2 Analyse von Atropa belladonna Cybriden mit in rpoC2 modifiziertem
Nicotiana tabacum Plastidengenom

Trotz der leichten phanotypischen Auspragung wurden die Pflanzenlinien C2A
[Nt(Nt:AbC2)] und C2N [Nt(Nt:NtC2)] fur die folgenden somatischen Zellhybridi-
sierungen (Cybridisierung) verwendet, in denen die jeweils modifizierten N. tabacum
Plastidengenome mit dem A. belladonna Kerngenom kombiniert werden sollten. Eine
Vergleichbarkeit hinsichtlich der Insertion/Deletion in rpoC2 sollte aufgrund der sich
identisch verhaltenden Kontrollpflanze gewahrleistet sein. Alle somatischen Zell-
hybridisierungen wurden von Dr. Sergei Kushnir (Universitat Gent, Belgien)
durchgefuhrt. Als Plastidendonor dienten flur zwei unabhangige Protoplasten-
fusionierungen die N. tabacum rpoC2-Linien C2A-2 und C2A-9 (Fusion 2 und 3, im
Weiteren F2 und F3). Fur die rpoC2-Kontrollcybride [Ab(Nt:NtC2)] fand die rpoC2-
Kontrollpflanze C2N Verwendung (Genotyp [Nt(Nt:NtC2)]; Fusion 1 = F1; Tab. 3-2).
Als Kerndonor diente in allen drei Fallen die mit einem kernlokalisierten Kanamycin-
resistenzmarker (nptll) ausgestattete, aber ansonsten vom Wildtyp nicht zu
unterscheidende A. belladonna Linie, AbS (Kushnir et al. 1991, Tab. 3-1, Tab. 3-2).
Nach der Protoplastenfusion wurden Kalli, die aus fusionierten Zellen hervorge-
gangen waren, weiter auf selektivem Regenerationsmedium (100 pg/ml Kanamycin,
1200 pg/ml Spektinomycin) kultiviert, um auf das entsprechende Kern- bzw.
Plastidengenom zu selektieren. Sprosse aus unabhangigen Kalli, die Antho-
cyanakkumulation im Bereich der Sprossachse und haarlose Blatter aufwiesen,
wurden anschliefend auf nicht-selektivem Medium propagiert. Die selektierten
phanotypischen Auspragungen sind charakteristisch fir den Kerngenomdonor
A. belladonna.

Aus Fusion 1 (Kontrolle) gingen insgesamt 14 unabhangige Linien hervor, die

zunachst alle einen albinotischen Phanotyp aufwiesen. Diese [Ab(Nt:NtC2)]-Cybriden
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unterschieden sich somit phanotypisch nicht von den urspringlichen [Ab(Nt)]-
Cybriden. In den zwei Linien F1CLN-6 und -7 (CLN bezeichnet die Linie) entwickel-
ten sich spater auf nicht-selektivem Medium grune Sektoren, welche sich nach einem
weiteren Regenerationszyklus gegenuber dem weillen Gewebe durchgesetzt hatten.
Aus den Fusionen F2 und F3 mit der A. belladonna spezifischen Deletion in rpoC2
wurden jeweils 15 Linien propagiert, die alle Uber mehrere Regenerationszyklen weif}
blieben und die A. belladonna typischen Merkmale aufwiesen. Diese Cybriden waren
phanotypisch nicht von der urspringlichen [Ab(Nt)]-Cybride (Kushnir et al. 1991) zu
unterscheiden (Abb. 3-1 A, Abb. 3-2 B).

Tabelle 3-2: Cybriden mit A. belladonna Kerngenom und in rpoC2 modifiziertem N. tabacum

Plastom
Cybride Fusion Linien Phéanotyp rpoC2 Protoplastenfusion
Ab oder Nt Kerngenom(Plastom) Bezeichnung
Ab(Nt:NtC2) F1 14 albino' Nt rpoC2 Nt(Nt:NtC2) + Ab(Ab) C2N + Ab5
Kontrolle J J
Ab(Nt:NtC2) F1CLN
Ab(Nt:AbC2) F2 15  albino Ab rpoC2 Nt(Nt:AbC2) + Ab(Ab) C2A-2 + Ab5
{ {
Ab(Nt:AbC2) F2CLN
F3 15  albino Ab rpoC2 Nt(Nt:AbC2) + Ab(Ab) C2A-9 + Ab5
{ |
Ab(Nt:AbC2) F3CLN

Bezeichnungen und Abkirzungen: vgl. Tab. 3-1; F1, F2, F3: unabhangige somatische Zellhybridisierungen; Linien: Anzahl der
erhaltenen unabhéangigen Linien; rpoC2: Ab- oder Nt-spezifische Deletion respektive Insertion in rpoC2; der Phanotyp korreliert
nicht mit der Insertion/Deletion in rpoC2 (vgl. Abb. 3-2); ' Linien F1CLN-6 und -7 grin: Genotyp [Ab(Ab)] entspricht dem
Kerngenomdonor Ab5 (vgl. Tab. 3-3)

Die Analyse hinsichtlich der in den hergestellten Cybriden enthaltenen Plastiden-
genome erfolgte mittels PCR mit der Primerkombination rpoC2f2/rpoC2rev3’ und
anschliellender direkter Sequenzierung der PCR-Produkte. Zusatzlich zur ent-
sprechenden, die Insertion/Deletion einschlieenden rpoC2-Region, wurde noch eine
weitere Region aus dem Plastidengenom analysiert. So sollte sichergestellt werden,
dass sich in den hergestellten Cybriden keine rekombinanten Plastidenchromosomen
aus A. belladonna und den mutanten N. tabacum Pflanzen befanden. Bei der
ausgewabhlten neutralen Region handelt es sich um einen Teil des plastidaren ndhA-
Gens (Primer: ndhH3’for/ndhA.in.rev.RPA), welches flr eine Untereinheit des
plastidaren NDH-Komplexes kodiert und in einer anderen Region des Plastiden-
chromosoms als rpoC2 liegt. Durch Sequenzierung konnten zwei Unterschiede
zwischen A. belladonna und N. tabacum in Codon 95 (Ab: Cct; Nt: Act) und 108 (Ab:
tcT; Nt: tcC) innerhalb des amplifizierten Bereiches Uberprift werden.

Analysiert wurden jeweils drei Linien einer Fusion: fur die Kontrollcybriden aus

Fusion 1 waren dies die Linien F1CLN-2, -3 und 4; fur die Cybriden mit der
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A. belladonna spezifischen Deletion in rpoC2 im N. tabacum Plastom waren es aus
Fusion 2 die Linien F2CLN-1, -2 und -4 und aus Fusion 3 die Linien F3CLN-2, -3 und
-4. Zusatzlich wurden die beiden aus Fusion 1 (Kontrolle) erhalten photoautotrophen
Linien F1CLN-6 und -7 untersucht.

Die drei getesteten aus A. belladonna und [Nt(Nt:NtC2)] hervorgegangenen Kon-
trollcybriden (F1) hatten alle die N. tabacum spezifische Insertion in rpoC2, sowie ein
N. tabacum spezifisches Cytidin vier Basen 5’ der Insertion (Abb. 3-2 C, Tab. 3-3).
Sie sollten sich also von der ursprunglichen Cybride nur durch die im 3’ Bereich des
rpoC2-Gens inserierte aadA-Kassette unterscheiden, deren Anwesenheit mittels
PCR und durch Regenerationstests auf selektivem Medium fir alle Linien
nachgewiesen wurde (nicht gezeigt). Die Analyse speziesspezifischer Polymorphis-
men in ndhA zeigte bei keiner der drei Linien A. belladonna spezifische Sequenz in
den erhaltenen Chromatogrammen (Abb. 3-2 C, Tab. 3-3). Die Analysen beweisen,
dass alle hier erhaltenen albinotischen Linien N. tabacum Plastidengenome mit
aadA-Kassette besitzen und somit Cybriden sind, die das Plastom der N. tabacum
Kontrolllinie C2N des Genotyps [Nt(Nt:NtC2)] haben.

In den beiden ebenfalls aus Fusion 1 hervorgegangenen grunen Linien, F1CLN-6
und -7, war weder die aadA-Kassette (nicht gezeigt) noch N. tabacum spezifische
Sequenz nachzuweisen (Tab. 3-3). Der Genotyp der photoautotrophen Linien,
F1CLN-6 und -7, ist also [Ab(Ab)].

Alle aus Fusion 2 und 3 erhaltenen untersuchten albinotischen Linien stellten sich
als Cybriden heraus, die ein N. tabacum Plastidengenom besalen, jedoch das
modifizierte an aadA gekoppelte A. belladonna spezifische rpoC2 Fragment trugen
(Abb. 3-2 C, Tab. 3-3).

Tabelle 3-3: Genotypisierung der Cybriden mit A. belladonna Kerngenom und
in rpoC2 modifiziertem N. tabacum Plastom

Fusion Linie Genotyp rpoC2 ndhA Phanotyp

F CLN Indel 95 108

1 2 Ab(Nt:NtC2) Nt Nt Nt albino
1 3 Ab(Nt:NtC2) Nt Nt Nt albino
1 4 Ab(Nt:NtC2) Nt Nt Nt albino
1 6 Ab(Ab) Ab Ab Ab grin

1 7 Ab(Ab) Ab Ab Ab griin
2 1 Ab(Nt:AbC2) Ab Nt Nt albino
2 2 Ab(Nt:AbC2) Ab Nt Nt albino
2 4 Ab(Nt:AbC2) Ab Nt Nt albino
3 2 Ab(Nt:AbC2) Ab Nt Nt albino
3 3 Ab(Nt:AbC2) Ab Nt Nt albino
3 4 Ab(Nt:AbC2) Ab Nt Nt albino

Fusion: vgl. Tab. 3-2; Linie: analysierte Cybridenlinie; rpoC2: Ab- oder Nt-spezifische Deletion respektive
Insertion in rpoC2; ndhA: Ab- oder Nt-spezifische Kodierung in Codon 95 und 108 von ndhA; F1CLN6 und
-7 entsprechen in ihrem Genotyp und Phanotyp dem Kerngenomdonor Ab, es handelt sich dabei folglich
nicht um Cybriden mit modifiziertem Nt Plastom
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Die Eliminierung des Polymorphismus in rpoC2 im N. tabacum Plastidengenom
fuhrt nicht zu photoautotrophem Wachstum der [Ab(Nt)]-Cybride. Somit kann die
Insertion/Deletion in rpoC2 nicht allein die Fehlentwicklung der Chloroplasten in der
[Ab(Nt)]-Cybride erklaren.

3.1.2 Identifizierung von Inkompatibilitatsfaktoren

Aufgrund der hohen Anzahl identifizierter Unterschiede zwischen den Plastiden-
genomen von A. belladonna und N. tabacum (Schmitz-Linneweber et al. 2002) war
eine Untersuchung hinsichtlich ihres Einflusses auf die Kerngenom-Plastom-
Inkompatibilitat, wie es flur den Polymorphismus in rpoC2 durchgeflhrt worden war,
nicht méglich. Deshalb wurde versucht plastidare Suppressormutationen zu induzie-
ren, welche zu photoautotrophem Wachstum der [Ab(Nt)]-Cybride fuhren.

Die anschlieBende Identifizierung der Suppressormutationen konzentrierte sich
dabei auf die identifizierten Unterschiede zwischen den Plastidengenomen (Schmitz-
Linneweber et al. 2002).

3.1.2.1 Analyse von Suppressormutanten

FUr die Mutagenese von [Ab(Nt)]-Cybriden wurden kleine Blattsticke von zwei
unabhangigen [Ab(Nt)]-Cybridenlinien (Abw und Abw3, siehe Abb. 3-1 B und Tab.
3-1) aus in vitro Gewebekultur mit NMU (N-Nitroso-N-methylharnstoff) behandelt (Dr.
Sergei Kushnir, Universitat Gent, Belgien). NMU ist ein alkylierendes Agens welches
einen stark mutagenen Effekt auf Chloroplasten-DNA hat (Hagemann 1982). Dane-
ben sind jedoch auch Mutationen im Kerngenom zu erwarten. Im Anschluss an die
Mutagenese wurde Sprosswachstum induziert und auf griine Sprosse selektiert. Aus
dieser Mutagenese gingen drei unabhangige, stabile Linien, AG1, AG2 und AG7, mit
der Genomkomposition [Ab™(Nt™)] (hochgestelltes m = mutagenisiert) hervor (Abb.
3-1 B). Die Linien AG1 und AG2 waren Uber mehr als zehn Regenerationszyklen
stabil, das heif’t in keiner der beiden Linien entwickelten sich weille Sektoren, was
als Indiz fur Homoplastomie anzusehen ist. Die Inkompatibilitat, manifestiert in
Chlorophylidefizienz, lasst sich also durch NMU induzierte Mutagenese supprimieren.

Alle drei AG-Linien zeigten aber stark eingeschrankte Wachstumsraten in
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Gewebekultur verglichen mit [Ab(Nt)]-Cybriden bzw. den Wildtypen. Hochstwahr-

scheinlich ist dies auf multiple nukleare Mutationen zurickzuflhren.

Um zu zeigen, dass die flr die Suppression verantwortliche(n) Mutation(en)
tatsachlich cytoplasmatischer Natur ist/sind, wurden weitere somatische Zellhybridi-
sierungsexperimente gefolgt von Kreuzungen durchgeflhrt.

Zunachst wurden Plastidengenome aus Linie AG7 [Ab™(Nt™)] mittels somatischer
Zellhybridisierung mit dem Kerngenom von N. tabacum kombiniert. Kerngenomdonor
war eine aufgrund cytoplasmatischer Mutationen albinotische Tabaklinie A15 (Svab
und Maliga 1986, Abb. 3-1 B, Tab. 3-1). Die erhaltenen Sprosse mit tabak-
spezifischen Merkmalen und Genotyp [Nt(Nt™)] waren grin (Linie L3/7, Abb. 3-1 B,
Tab. 3-1). Ruckkreuzungen weiblich fertiler L3/7-Linien durch Bestaubung mit Pollen
des Tabak Wildtyps fuhrten ausschlieBlich zu grunen Nachkommen. Die Mutationen
im Tabakplastidengenom der Linie AG7 schranken die Funktionsfahigkeit im
Kernhintergrund von Tabak also nicht ein. Ein weiterer Plastidentransfer in den
A. belladonna Wildtyp-Kernhintergrund sollte bestatigen, dass die durch Mutagenese
hervorgegangenen Plastidengenome tatsachlich mit dem Kerngenom von
A. belladonna kompatibel sind und nicht Mutationen im Kerngenom der AG-Linien,
[Ab™(Nt™)], fur die Ergriinung verantwortlich waren. Als Kerngenomdonor wurde
hierfur die albinotische [Ab(Nt)]-Linie Abw3 gewahlt, um wiederum die Moglichkeit
einer Selektion auf Photoautotrophie zu haben. Die selektierten Sprosse sollten also
grun mit A. belladonna spezifischen Merkmalen sein. Die erhaltene Linie L3 vom
Genotyp [Ab(Nt™)] zeigte auf Erde unter Standardgewéachshausbedingungen grofie
Ahnlichkeit in Wuchsform und Wachstumsrate mit dem A. belladonna Wildtyp (Abb.
3-1 B, Tab. 3-1). Die Bestaubung dieser mannlich sterilen Linie L3 mit Pollen des
A. belladonna Wildtyps brachte ausschliel3lich photoautotroph wachsende Nach-
kommen hervor (nicht gezeigt). Nach solchen Rickkreuzungen ist es aulerst
unwahrscheinlich, dass eventuell nach der Cybridisierung enthaltenes genetisches
Material des N. tabacum Nukleus vorhanden ist. Dies wurde durch Tests auf
artspezifische Kerngenommarker (Isoenzyme: Amylase, Peroxidase) und durch
RFLP-Analysen bestatigt (durchgeflihrt von S. Kushnir, nicht gezeigt).

Es ist somit davon auszugehen, dass das Kerngenom der Linie L3 frei von
Tabakmaterial ist und somit Mutationen im Plastidengenom fur die Suppression des

albinotischen Phanotyps ausschlaggebend sind. Weiter sind die reduzierten
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Wachstumsraten in den [Ab™(Nt™)]-Linien tatsachlich auf nicht identifizierte nukleéare

Mutationen zuriickzufiinren.

Die Identifizierung potentieller Suppressormutationen orientierte sich nun an den
Polymorphismen zwischen den Plastidengenomen von A. belladonna und
N. tabacum (Schmitz-Linneweber et al. 2002). Zu den auffalligsten Unterschieden
zahlten Nukleotidsubstitutionen an Positionen, die in einer der beiden Arten, als Edie-
rungsstelle beschrieben waren (Schmitz-Linneweber et al. 2002). Fur N. tabacum
spezifische Edierungsstellen, atpA-264, ndhD-200, ndhD-225, psbE-72 und rps14-
50, war gezeigt worden, dass diese in der Cybride, also im Kernhintergrund von
A. belladonna, teilweise nicht korrekt prozessiert werden (Schmitz-Linneweber 2002).
atpA-264, ndhD-200, ndhD-225 verbleiben unediert; rps14-50 wird im Gegensatz zu
N. tabacum nur partiell ediert. Nicht betroffen ist psbE-72 (Abb. 3-3, Tab. 3-4
Schmitz-Linneweber 2002). Offensichtlich fehlen im A. belladonna Kerngenom
funktionelle Allele fur Edierungsfaktoren fur drei N. tabacum spezifische Edierungs-
stellen, atpA-264, ndhD-200, ndhD-225. Die reduzierte Edierung in rps14-50 deutet

eine Degenerierung des verantwortlichen Edierungsfaktors an.

Tabelle 3-4: Edierung N. tabacum spezifischer Edierungsstellen in
verschiedenen Cybriden

Genotyp Phanotyp Nicotiana tabacum spezifische Edierungsstellen

atpA-264 ndhD-200 ndhD-225 PSbE-72 rps14-50

P->L S—L S—L P—>S P->L

cCc—cUc uCa—uUa uCg—ulUg Ccu—Ucu cCa—cUa
Nt(Nt) grin + + + + +
Ab(Ab) griin T T T T T
Ab(Nt) albino - - + +/-
AbN{(Nt) grin + + + + +
ALM(Nt) griin + +/- + +
Ab(Nt™) griin T - + +/-
Ab(Nt:CTC) grin T - - + +/-
Ab(Nt:CCC) albino - - - + +/-

Genotyp: vgl. Tab. 3-1 und 3-5; Nicotiana tabacum spezifische Edierungsstellen: Gen und Codonposition
aus Nt, Aminosaureiibergang (P: Prolin; L: Leucin; S: Serin) mit Kodierung (Edierungsstelle als
GroRbuchstabe); +: Edierung; +/-: partielle Edierung; -: keine Edierung; T: T auf DNA (vgl. Abb. 3-3); der
Phanotyp korreliert mit einem cUc Leucincodon in afpA-264, hergestellt durch Edierung oder bereits auf
DNA kodiert

Die in der [Ab(Nt)]-Cybride von Edierungsdefekten betroffenen Positionen wurden
in allen drei Suppressorlinien sequenziert, insgesamt je Linie ca. 1,5 Kb. Dabei wurde
in allen drei Suppressorlinien nur eine, allen Linien gemeinsame Mutation in Codon
264 von atpA identifiziert. atpA kodiert fur CF4a, die a-Untereinheit der 16slichen F1-
Untereinheit der plastidaren FoF-ATPase. Das urspringliche CCC Prolincodon 264,
welches in N. tabacum durch RNA Edierung in ein CUC Leucincodon Uberfuhrt wird,

kodiert in den drei untersuchten AG-Linien bereits auf DNA-Ebene fiir das an dieser
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Stelle konservierte Leucin (CTC). Dies entspricht der Situation in A. belladonna. Die

anderen N. tabacum spezifischen Edierungsstellen waren nicht betroffen. In den drei

AG-Suppressorlinien wurde innerhalb der sequenzierten Bereiche je Linie nur jeweils

eine weitere Mutation identifiziert. Diese Mutationen waren jedoch hinsichtlich der

Kodierung synonym und befanden sich in den unterschiedlichen AG-Linien an jeweils

nicht-homologen Positionen (nicht gezeigt). Dies verdeutlicht zum einen die mégliche

essentielle Rolle der Mutation in atpA-264 fur eine funktionelle Chloroplasten-

differenzierung und beweist den unabhangigen Ursprung der drei Suppressorlinien
AG1, AG2 und AG7.

alpA-264 ndhD-200 ndhD-225 PSbE-72 rps14-50
* * * % *
ATCTCTC CA’TfAGT AATIGCC GATTCTT CCCTACC
* * *
oo g T e
ATCCCTC CATCAGT AATCGCC GATTCTT Gooe TACC
* * *
Ab(Nt™) |/
LA b P 4
ATCTCTC CATCAGT AATCGCC GATTCTT CCCUACC
* * * *
ABNE(Nt) |
Ab27 | | N AV 1 \
ATCTCTC CATTAGT AATTGCC GATTCTT CCCTACC
__* * * * *
Ab"(Nt) | | »
Bar103 | | || UL P A\ (V)
ATCTCTC CATCAGT AATIGCC GATTCTT CCCTACGC
* * * * *
Ab(Nt:CTC) | N | ,
FI3CIN2 | e P00 LW
ATCTCTC CATCAGT AATCGCC GATTCTT CCCHACC
* * * * *
Ab(Nt:CCC) || W R
FOCLN-SW /\L/KZ ‘/k)o[ AVAAN
ATCCCTC CATCAGT AATCGCC GATTCTIT CoCUuAGe
Abbildung 3-3

grun

albino

grun

grun

grun

grun

albino
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Abbildung 3-3: Edierung N. tabacum spezifischer Edierungsstellen in somatischen Hybriden
cDNA Sequenzausschnitte N. tabacum spezifischer Edierungsstellen aus verschiedenen Cybriden-
linien. Bezeichnungen und Genotypen der untersuchten Linien: Tab. 3-1 und Tab. 3-5; Phanotypen:
Abb. 3-1 und Abb. 3-6; Uberblick der Ergebnisse: Tab. 3-4. Die Edierungsstellen (*) sind mit Gen und
Codonposition in N. tabacum bezeichnet. In allen photoautotroph wachsenden Linien ist der
Edierungsdefekt der [Ab(Nt)]-Cybride in afpA-264 durch eine C zu T Mutation aufgehoben (L3
[Ab(Nt™)] und F13CLN-2 [Ab(Nt:CTC)]) oder Edierung durch Introgression genetischen Materials aus
dem N. tabacum Nukleus in das nuklesre Cybridengenom wiederhergestellt (Bar103 [Ab(Nt)]).

Wie schon die oben aufgefuhrten Ergebnisse eine Bedeutung der Insertion/Deletion
in rpoC2 fur den Albinismus der [Ab(Nt)]-Cybride unwahrscheinlich machen, ist es
ebenso unwahrscheinlich, dass die NMU-vermittelte Mutagenese zu einer Deletion
genau der neun Nukleotide im Plastom von N. tabacum fuhrt. Trotzdem wurde die
entsprechende Region aus den Plastidengenomen der drei Suppressorlinien (AG1,
AG2 und AG7) mittels PCR amplifiziert (Primer rpoC2f2/rpoC2rev3’) und das Produkt
direkt sequenziert. Alle erhaltenen Ergebnisse zeigten ausschliellich N. tabacum
spezifische Sequenz (nicht gezeigt). Die Insertion/Deletion in rpoC2 war somit nicht
fur die funktionelle Chloroplastendifferenzierung in den Suppressormutanten

verantwortlich.

3.1.2.2 Analyse von Hybriden und partiellen Hybriden

Ein hybrides Kerngenom aus A. belladonna und N. tabacum fuhrt in Verbindung mit
dem N. tabacum Plastom zu Pflanzen, die photoautotrophes Wachstum zeigen (Linie
Ab27, Genotyp [AbNt(Nt)], Abb. 3-1 A, Tab. 3-1). Diese Hybriden wurden hinsichtlich
der Edierung der N. tabacum spezifischen Edierungsstellen (atpA-264, ndhD-200,
ndhD-225, psbE-72 und rps14-50) analysiert. Alle funf Edierungsstellen wurden wie
im N. tabacum Wildtyp vollstandig prozessiert (Abb. 3-3, Tab. 3-4). Die Edierungs-
faktoren werden also vom hybriden Zellkern bereitgestellt und funktionsfahig in die
Plastiden importiert, was mit der Fahigkeit zu photoautotrophem Wachstum

einhergeht.

Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass in Ab27 [AbNt(Nt)] nicht nur die
Edierungsfaktoren vom hybriden Zellkern den Plastiden zur Verfugung gestellt
werden, sondern auch samtliche andere Faktoren, die fur ein funktionierendes
Gesamtsystem verantwortlich sind. Deshalb wurden photoautotroph wachsende

partielle Hybriden mit A. belladonna Kerngenom und unvollstandigem N. tabacum
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Kerngenom in Verbindung mit dem N. tfabacum Plastom generiert und diese
hinsichtlich der Edierung der N. tabacum spezifischen Edierungsstellen untersucht.
Zur Herstellung von Cybriden konnen die Zellen des Plastidendonors vor der Proto-
plastenfusion ionisierender Strahlung ausgesetzt werden, was zu Chromosomen-
brichen und im weiteren Verlauf zum vollstandigen Verlust des entsprechenden
Kerngenoms flhrt (Menczel et al. 1982). Als Plastidendonor, der nun auch Teile des
Kerngenoms liefern sollte, wurde in diesem Fall die Glufosinat-Ammonium-resistente
(BASTA-resistente) N. tabacum Linie BarD gewahlt (Abb. 3-1 C, Tab. 3-1). Nach
Bestrahlung der Protoplasten mit einer letalen Dosis y-Strahlen (500 Gy) wurden
diese mit [Ab(Nt)]-Cybriden (Abw3) fusioniert. Dem vollstandigen Verlust des N.
tabacum Kerngenoms wurde durch Selektion auf BASTA-Resistenz begegnet und
grine Regenerate gegen phanotypische Merkmale von Tabak (Blatthaare, Blattform,
keine Wurzelpigmentierung) selektiert. Die erhaltene Linie Bar103 (Abb. 3-1 C, Tab.
3-1) sollte den Genotyp [AbM(Nt)] (hochgestelltes Nt = unvollstandiges
Tabakkerngenom) besitzen und zeigte eine fur A. belladonna typische Spross- und
Blattmorphologie sowie pigmentierte Wurzeln. Die Fahigkeit zu photoautotrophem
Wachstum blieb in vitro uber mehrere Jahre ohne Selektionsdruck erhalten. Alle
Ruckkreuzungen mit Pollen des A. belladonna Wildtyps fuhrten jedoch ausnahmslos
zu weilden, nicht photoautotroph wachsenden Nachkommen. Die Plastiden werden
hier maternal vererbt. Das Plastom der F1-Generation unterscheidet sich somit nicht
von dem der partiellen Hybride [Ab™(Nt)]. Zu erklaren ist der albinotische Phanotyp
somit durch einen Verlust der Fragmente des Tabakkerngenoms wahrend der Mei-
ose. Die Akkumulation von Chlorophyll in den asymmetrischen Hybriden, [Ab™(Nt)],

ist folglich nuklearen und nicht plastidaren Ursprungs.

Die Analyse der tabakspezifischen Edierungsstellen in der partiellen Hybride
Bar103 [AbM(Nt)] zeigte drei Unterschiede im Vergleich zur [Ab(Nt)]-Cybride. Zwei
davon betrafen die im reinen A. belladonna Kernhintergrund nicht edierten Stellen in
atpA-264 und ndhD-225, der dritte fand sich an der in den [Ab(Nt)]-Cybriden partiell
edierten Stelle in rps74-50. In Codon atpA-264 war die Edierung vollstandig
hergestellt, ndhD-225 wurde partiell ediert und rps74-50 war voll ediert (Abb. 3-3,
Tab. 3-4). Die in [Ab(Nt)] nicht edierte Stelle in Codon ndhD-200 verblieb unediert. Es
scheint sich bei Bar103 also tatsachlich um eine partielle Hybride zu handeln, die

nicht das vollstandige Kerngenom des Tabaks besitzt, da sonst alle Edierungsstellen
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voll ediert erwartet wirden, wie es in der Hybride Ab27 (Genotyp: [AbNt(Nt)]) der Fall
ist (Abb. 3-3, Tab. 3-4).

Die erfolgreiche Introgression von mindestens einem der im N. tabacum
Kerngenom kodierten Edierungsfaktoren geht einher mit der Komplementation des
albinotischen Phanotyps der [Ab(Nt)]-Cybride. Betroffen ist, wie bereits in den durch
NMU Mutagenese erhaltenen photoautotrophen AG-Cybridenlinien [Ab™(Nt™)], unter
anderem das Codon 264 (CCC) in atpA, welches nun wie in N. tabacum durch Edie-
rung in das konservierte Leucin Codon (CUC) uberfuhrt wird (Abb. 3-3, Tab. 3-4).

3.1.3 Revers genetische Analyse der identifizierten Aminosaure-
position 264 in atpA

Die Moglichkeiten Edierungsdefekte von nuklearer Seite zu untersuchen sind
eingeschrankt. Zum einen ist erst ein an Edierung beteiligter Spezifitatsfaktor fur die
Edierungsstelle ndhD-1 identifiziert (Kotera et al. 2005) und zum anderen sind fir das
Tabakkerngenom nur wenig Sequenzdaten zuganglich. Eine Analysemoglichkeit
bietet im vorliegenden Fall, im Gegensatz zu anderen Systemen, die zielgerichtete
Transformierbarkeit des Plastidengenoms von N. tabacum. Die revers genetische
Analyse zur funktionellen Relevanz der Edierung in Codon 264 in atpA erfolgte also

von plastidarer Seite.

3.1.3.1 Analyse transplastomischer Nicotiana tabacum Linien mit verandertem
cis-Element der Edierungsstelle atpA-264 (mA)

Durch Edierung veranderte Serincodons (UCN zu UUN) bieten die Moglichkeit
Edierungsdefekte auf relativ einfache Weise zu untersuchen. Ein durch AGY
ersetztes TCN Serincodon kann nicht mehr durch C-U Edierung konvertiert werden.
Die daraus resultierende mRNA entspricht also in ihrer Kodierung der unedierten
Form. Bei Prolincodons, wie im zu untersuchenden Fall, ist es nicht moglich durch
Mutation des Codons einen Edierungsdefekt zu imitieren. Alle Prolincodons (CCN)
werden durch Edierung an der zweiten Position in ein Leucin Codon (CUN) Uberfuhrt.
Ein Edierungsdefekt sollte somit durch Mutagenese des fir die Spezifitatsfaktor-

bindung mutmallich verantwortlichen proximalen cis-Elements der Edierungsstelle
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herbeigefiihrt werden. Es ist bekannt, dass bereits der Austausch einzelner
Nukleotide innerhalb des cis-Elements zum Verlust von Edierung fuhren kann (vgl.
1.1.3.2.3). Hier wurden im Bereich -19 bis +1 (Edierungsstelle = 0), innerhalb des

putativen cis-Elements, acht synonyme Mutation eingefugt (Abb. 3-4 A).

A [P aadA [ T]

9921

Intron

11975 Wkt Q.:: trnG
/J\ w
]
Bcll
WT/pKA TTAATCATTTATGATGATCCCTCC L
& o * * * % * *
pmA CTTATAATATACGACGACCCGTCC
L I I Y DD P s
AAAT A A RAAR A AN A A AR AN DA
mA SRy I /\\/\ “3\/\ x/\J‘/\g/,\\/\s ) cDNA
CTTATAATATACGACGACCSGTCC
o > J WT KA mA WT KA mA
CF1a

CF1p

b 4
+[ atpH/F/A H u b RbcL
_ R 1

+| 5 e o fatpA

S s e | RbcS

“tagsuber 40-45°C
keine Beschattung

D MgCl EDTA
1234567891011 123 4567 8910 11

Standardedinungen

: MgCly
. = Fraktion 9
_ chod bed atpA-264
+| . : atpH/F/A mA  WT
_ i , DNA CCG CCC
) e : GDNA| | | / i
N VY L
+ atpA C&G CTC

Abbildung 3-4: Mutagenese des putativen cis-Elements der Edierungsstelle atpA-264

A) Genkarte und Konstruktbeschreibung fir die Mutagenese des cis-Elements der Edierungsstelle
atpA-264 in N. tabacum. Die dicke Linie kennzeichnet das Konstrukt mit der aadA-Kassette im 3'-
Bereich des atpA Gens. Uber der Linie eingezeichnete Gene werden von links nach rechts, unter der
Linie liegende Gene von rechts nach links abgelesen. Die angegebenen Nukleotidpositionen beziehen
sich auf das N. tabacum Plastom (Acc. Nr. Z00044). Die DNA Sequenzen zeigen die Wildtypsequenz
(WT) sowie die eingeflhrten, durch Sterne gekennzeichneten Mutationen im pmA-Konstrukt. pKA
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bezeichnet das Kontrollkonstrukt ohne Mutation, aber mit Resistenzmarker aadA im 3’-Bereich von
atpA. Die Aminosauresequenz (Einbuchstabencode) bleibt durch die eingefiihrten Mutationen
unverandert. Das fettgedruckte C stellt die Edierungsstelle dar. Edierung fuhrt im N. tabacum Wildtyp
zu einer P (CCC) zu L (CUC) Konversion. Aus Gesamt-RNA hergestellte cDNA zeigt stark reduzierte
Edierung in afpA-264 fur die mA-Linie im Vergleich zum Wildtyp (vgl. Abb. 3-3). B) Phanotyp der
N. tabacum mA-Mutanten. FUnf bis sechs Wochen alte Pflanzen zeigen unter Standardbedingungen
keinen Phanotyp (links). Direktes Sonnenlicht und die Erhéhung der Temperatur auf tagstuber 40-45°C
fuhren zu eingeschrankten Wachstumsraten und einem hellgriinen Phénotyp der mA-Mutanten
(rechts). C) Links: Northernanalyse mit atpA-spezifischer Einzelstrangsonde auf Gesamt-RNA des
Wildtyps, der Kontrolllinie (KA) und der mA-Mutante. +: Wildtyp-spezifische Transkripte des
polycistronisch transkribierten rps2/atpl/HIF/A-Operons; e: aadA-spezifische Fragmente; als
Ladekontrolle dient eine Methylenblaufarbung der Membran, der Ausschnitt zeigt die 16S rRNA.
Wahrend das monocistronische atpA-Transkript in allen Linien ahnlich akkumuliert, ist fir das
tricistronische Transkript eine verringerte Akkumulation zugunsten der aadA-spezifischen Fragmente
zu erkennen. Rechts: Westernanalyse auf Gesamtproteinisolat des Wildtyps, der Kontrolllinie (KA) und
der mA-Mutante. Als Ladekontrolle diente eine Coomassiefarbung; gekennzeichnet sind die grosse
(RbcL) und kleine (RbcS) Untereinheit der Rubisco. Die Akkumulation von CF;a ist in der mA-Mutante
stark reduziert. CF4p ist in der mA-Mutante ebenfalls reduziert, aber in geringerem Ausmaf. D) Links:
Northernanalyse mit atpA-spezifischer Doppelstrangsonde auf Polysomenfraktionen 1-11 der mA-
Mutante (nummeriert von oben nach unten) aus einem MgCl,-Gradienten (linke Halfte) und einem
EDTA-Gradienten (rechte Halfte). EDTA fuhrt zur Freisetzung der RNA aus den Ribosomen und so zu
einer verminderten Migration im Saccharosegradienten. Detektierte Fragmente sind gekennzeichnet
wie in C); -: unspezifische Kreuzhybridisierungen der Doppelstrangsonde mit der 23S rRNA und einem
Bruchstlck dieser. Monocistronisches atpA-Transkript ist nur in Fraktionen des EDTA-Gradienten
nachzuweisen. Tricistronisches atpH/F/A-Transkript kann im MgCl,-Gradient bis Fraktion 10 detektiert
werden, im EDTA-Gradient aber nur bis Fraktion 5. Rechts: Edierungsstatus ribosomenassoziierten
atpA-Transkripts der mA-Mutante im Vergleich zum N. ftabacum Wildtyp (WT). Der Sequenzausschnitt
zeigt das atpA-264 Codon der analysierten cDNA der mA-Mutante aus Fraktion 9 des MgCl,-
Gradienten und der cDNA des Wildtyps aus einer aquivalenten Gradientenfraktion eines parallel
durchgefiihrten Experiments (nicht gezeigt). Die Edierungsstelle ist mit einem Stern gekennzeichnet.
Wahrend im Wildtyp ausschlie3lich ediertes atpA-Transkript detektiert wird, Gberwiegt bei der mA-
Mutante der Anteil unedierten atpA-Transkripts (C-Signal), ahnlich wie in aus Gesamt-RNA
hergestellter cDNA (vgl. A).

FUr das Kontrollkonstrukt wurde die entsprechende Region des Plastidengenoms
aus N. tabacum Gesamt-DNA mit den Primern HindatpAfor und HindtrnGrev
amplifiziert, mittels der eingefugten Hindlll Schnittstellen in pBluescript SKII-
(Stratagene, Heidelberg) kloniert und im Anschlul3 die aadA Kassette in gleicher
Orientierung wie atpA in die Bcll Schnittstelle eingefligt (Abb. 3-4 A). Der erhaltene
Vektor wurde mit pKA bezeichnet. Die Mutagenese erfolgte mittels PCR auf N.
tabacum Gesamt-DNA. Zunachst wurden die Mutationen mit zwei PCRs mit den
Primerpaaren atpHF6/muedatpArev und AT7atpA/muedatpAfor eingefuhrt. Ein zwei-
ter PCR-Schritt auf die beiden Uberlappenden Fragmente mit den flankierenden
Primern atpHF6 und AT7atpA ergab ein Fragment, durch welches Uber die
Restriktionsschnittstellen BshTl und Mva1269I das wildtypspezifische Fragment aus
pKA ersetzt werden konnte. Der so erhaltene Vektor wurde mit pmA bezeichnet.
Nach der Plastidentransformation konnte eine mutante Linie (mA) isoliert werden. Fur
diese mA-Linien, sowie die erhaltenen Kontrolllinien (KA) wurde Homoplastomie

mittels Southernanalyse bestatigt (nicht gezeigt).
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Die Analyse der Edierungsstelle in atpA-264 zeigte, dass die Mutagenese des
potentiellen cis-Elements nicht zum vollstandigen Verlust der Edierung fihrt. Im
Chromatogramm einer Sequenzierung der entsprechenden cDNA ist ein deutliches
T-Signal zu erkennen, das von der edierten Form des atpA-Transkript herrthrt (Abb.
3-4 A). Der Spezifitatsfaktor scheint somit noch ausreichende Affinitat zur
Edierungsstelle mit mutagenisiertem cis-Element zu besitzen, um Teile der

Transkriptpopulation edieren zu kdnnen.

Unter Standardbedingungen in Gewebekultur und auf Erde zeigten die in der
Edierung der atpA-264 Stelle eingeschrankten mA-Linien, wie die Kontrollpflanzen
(KA), keinen Phanotyp (Abb. 3-4 B). Unter stark selektiven Bedingungen liel} sich
aber ein Phanotyp provozieren. Hierzu wurden Wildtyp- und mA-Samen in der selben
Schale sehr dicht auf Erde ausgebracht und nach Keimung die Beschattung im
Gewachshaus gedffnet und die Temperatur tagstber auf 40 - 45°C erhoht. In den
ersten zwei Wochen (inklusive Keimung) waren die Unterschiede zwischen Wildtyp
und mA marginal, ab etwa der dritten Woche zeigte sich jedoch ein klar einge-
schranktes Wachstum der mA Pflanzen in Verbindung mit einem hellgrinen
Phanotyp. Pflanzen der Kontrolllinie KA waren auch unter erhéhter Temperatur und
direkter Sonneneinstrahlung nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (nicht gezeigt). Die
sequenzierte cDNA der Kontrolllinie KA zeigte vollstandige Edierung in atpA-264
(nicht gezeigt), was die aadA-Kassette als Ausloser der beobachteten Verminderung
der Edierungseffizienz, sowie den damit einhergehenden konditionalen Phanotyp
ausschlie®t. Zudem zeigen die Ergebnisse der KA-Linie, dass die Prozessierungs-

effizienz der Edierungsstelle atpA-264 nicht temperaturabhangig ist.

Partielle Edierung kann auch auf einer Uberexpression der betroffenen Edierungs-
stelle beruhen. Hierdurch kann der entsprechende Edierungsfaktor titriert werden, so
dass Teile der Transkriptpopulation unediert bleiben. Um eine Uberexpression
aufgrund der eingefuhrten Mutationen und/oder der aadA-Kassette ausschliel3en zu
konnen, wurden durch Northernanalysen die Transkriptmengen des Wildtyps, der
Kontrolllinie (KA) und der mA-Mutante relativ zueinander bestimmt (Abb. 3-4 C). Die
verwendete Sonde umfasste den Bereich des N. tabacum Plastidengenoms (Acc. Nr.
Z00044) von Position 11.143 bis 12.134. Die Transkriptmengen von Wildtyp, KA und

mA waren nahezu identisch, lediglich der Anteil an vermutlich tricistronischem
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atpH/F/A-Transkript auf der Hohe von ca. 3 Kb erscheint im Wildtyp etwas dominan-
ter. Dabei handelt es sich um ein Zwischenprodukt, das wahrend der komplexen
Reifung des rps2/atpl/HIF/A-Operons entsteht (Miyagi et al. 1998). Dieser relative
Unterschied in der Transkriptmenge der tricistronischen Form ist vermutlich auf die
direkt im 3’ Bereich des atpA-Gens eingebrachte aadA-Kassette zurlckzuflihren
(Abb. 3-4 A). Darin sollte auch der Grund fur die sich zwischen Wildtyp- und
Mutantenlinien unterscheidenden Transkriptmuster liegen (Abb. 3-4 C).

Die anschlieRende Westernanalyse sollte Aufschluss geben, ob die Teiledierung in
mA-Pflanzen Einfluss auf die akkumulierte Proteinmenge hat. Die Signale des ver-
wendeten CFqa Antikdrpers waren fur mA im Vergleich zum Wildtyp und der Kontroll-
linie KA stark reduziert. Auch die Akkumulation des direkten Interaktionspartners
CF4pB war reduziert — wenn auch in geringerem Ausmalf’ (Abb. 3-4 C). Die partielle
Edierung fuhrt also zu einer verminderten Verfugbarkeit von Komponenten der plasti-
daren FoF4-ATPase.

Far die [Ab(Nt)]-Cybride ist eine Reduktion von CFia bis unter die Detektions-
grenze beschrieben (Schmitz-Linneweber 2002). Interessant erschien somit die
Frage, ob unediertes Transkript, wie es in der [Ab(Nt)]-Cybride ausschliellich
vorliegt, Uberhaupt translatiert wird, oder ob der Edierungsdefekt moglicherweise
dazu fuhrt, dass unediertes Transkript nicht translationskompetent ist. Eine direkte
Untersuchung in der [Ab(Nt)]-Cybride erschien hierfur nicht moglich, da atpA-
Transkripte in der Cybride nur in sehr geringem Ausmal} akkumulieren (Schmitz-
Linneweber 2002, vgl. 3.1.3.2 und Abb. 3-5 F). Deshalb wurden RNA-Extrakte aus
mA-Pflanzen untersucht. Die Translation der atpA mRNA wurde dabei indirekt Uber
die Beladung mit Ribosomen analysiert. MRNAs werden dabei in Abhangigkeit ihrer
Beladung mit Ribosomen mittels Ultrazentrifugation in einem Saccharosegradient
getrennt. Um Fraktionen zu identifizieren, welche mit Ribosomen beladene mRNAs
enthalten, wurden parallel mit EDTA behandelte Proben analysiert. In Gegenwart von
EDTA dissoziieren Ribosomen von der mRNA, was zu einer verminderten Migration
der mRNA im Saccharosegradient fuhrt.

Interessanterweise dominierten in den Polysomenfraktionen der mA-Linien
tricistronische atpH/F/A-Transkripte (Abb. 3-4 D). Dies war ebenso fur den Wildtyp
von N. tabacum zu beobachten (nicht gezeigt). Die Moglichkeit, dass das

tricistronische Transkript die bevorzugt translatierte Form darstellen kdnnte, wurde
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jedoch nicht weiter untersucht. Wahrend atpA-Transkripte mittels Northernanalyse im
MgCl,-Gradient bis in Fraktion 10 eindeutig nachzuweisen waren, konnte fur die mit
EDTA behandelten mRNA-Extrakte ab Fraktion 8 kein spezifisches Signal fur afpA
detektiert werden (Abb. 3-4 D). Da sich in Fraktion 9 des MgCl,-Gradienten somit
ausschlielBlich ribosomenassoziiertes atpA-Transkript befinden sollte, wurde diese
Fraktion zur Analyse des Edierungsstatus der atpA-Transkripte ausgewahlt. Die
Sequenzierung der cDNA aus der aus Fraktion 9 des MgCl,-Saccharosegradienten
isolierten RNA zeigte, dass der Uberwiegende Anteil der polysomenassoziierten
atpA-mRNA unediert war, ahnlich zu dem Ergebnis fir Gesamt-RNA (Abb. 3-4 A, D).
Das bedeutet, dass es keinen Mechanismus zur Unterscheidung zwischen ,richtiger®
und ,falscher* mRNA im Bezug auf den Edierungsstatus vor der Translation zu
geben scheint. Zumindest ist dies fur den artifiziell herbeigefihrten partiellen
Edierungsdefekts in den mA-Linien der Fall. Der Edierungsdefekt wirkt sich somit
nicht direkt auf die Translation aus. Wahrscheinlicher ist eine Degradierung des nicht

funktionellen Polypeptids.

Die phanotypische Auspragung der mA-Mutante ist verglichen zum Albinismus der
[Ab(Nt)]-Cybride wesentlich schwacher, die vorliegenden Ergebnisse deuten jedoch

eine essentielle Funktion der betroffenen Aminosaure in AtpA an.

3.1.3.2 Analyse von Nicotiana tabacum Linien mit einer Prolin zu Tryptophan
Substitution in atpA-264 (WAT)

Da durch die Mutagenese der cis-Bindestelle ein vollstandiger Edierungsdefekt in
atpA-264, wie er in den [Ab(Nt)]-Cybriden auftritt, nicht erreicht werden konnte,
sondern die vorhandene Transkriptmenge edierter mRNA offensichtlich flr photo-
autotrophes Wachstum genligt, wurde versucht den Edierungsdefekt durch eine
P264W Codonsubstitution in atpA zu simulieren. Das CCC Prolincodon wurde durch
PCR-Mutagenese (Primer: WatpAfor, WatpArev) im Kontrollvektor pKA wie fur mA
beschrieben (siehe 3.1.3.1) durch ein TGG Tryptophancodon ersetzt und der
erhaltene Vektor, pWAT, flr die Plastidentransformation verwendet (Abb. 3-5 A). Die
entsprechenden Pflanzenlinien des Genotyps [Nt(Nt:TGG)] wurden analog zum
Transformationsvektor mit WAT benannt. Der Nachweis der eingefuhrten Mutation im

N. tabacum Plastom erfolgte durch eine Restriktionsanalyse eines mit den Primern
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EcoatpAfor und EcoatpArev erhaltenen, das Codon 264 in atpA Uberspannenden,
PCR-Produktes der Lange von 224 Bp. Wahrend das wildtypspezifische PCR-
Produkt durch Mnll endonukleolytisch in zwei 109 Bp und 115 Bp lange Fragmente
gespalten wird, verbleibt das fur die eingefigte Mutation spezifische PCR-Produkt
unrestringiert. Die Regenerate wiesen zunachst panaschierte Blatter auf, deren
weille Sektoren homoplastomisch fur die Mutation waren (Abb. 3-5 B, C). In griinem
Blattgewebe war neben dem mutantenspezifischen Signal noch wildtypspezifisches
Signal zu detektieren (Abb. 3-5 B, C). Die Regeneration neuer Pflanzen aus weil3en
Sektoren unter Selektion auf Spektinomycinresistenz fuhrte zu vollstandig weillen
WAT-Linien, die sich homoplastomisch fir die Mutation zeigten und die aadA-
Kassette korrekt inseriert hatten (Abb. 3-5 C, D). Die Anwesenheit des Tryptophan-
codons an Position 264 wurde durch Sequenzierung bestatigt (nicht gezeigt). Der
Austausch des nach Edierung vorhanden Leucin Codons gegen Tryptophan (AtpA

L264W) ist ausreichend, um einem albinotischen Phanotyp herbeizufihren.

Abbildung 3-5: Prolin zu Tryptophan Mutagenese in Codon 264 von atpA

A) Genkarte und Konstruktbeschreibung wie in Abb. 3-4. Das atpA-264 CCC Prolin Codon (WT/pKA)
ist im pWAT-Konstrukt durch ein TGG Tryptophancodon (W) ersetzt. B) Phanotyp der Kontrolllinie KA
sowie einer WAT-Mutante in hetero- und homoplastomischem Zustand. Linkes Bild: Kontrolllinie KA-7;
mittleres Bild: heteroplastomische, variegierte Mutante WAT-9; rechtes Bild: homoplastomische,
albinotische Mutante WAT-9. C) Restriktionsanalyse verschiedener WAT-Linien. Das
wildtypspezifische PCR-Produkt auf DNA (Primer: Efor=EcoatpAfor/Erev=EcoatpArev) wird mittels
Mnll Restriktion in zwei 109 und 115 Bp groRRe Fragmente geteilt (als eine Bande sichtbar), wahrend
im mutantenspezifischen PCR-Produkt die Restriktionsschnitistelle durch die EinfUhrung der
Mutationen verloren geht. M: Marker; P: PCR Positivkontrolle auf Transformationsvektor pWAT; KA-7:
Kontrolllinie; WAT: unterschiedliches Gewebe aus diversen Linien; N: PCR Negativkontrolle. Die
Kontrolllinie KA-7 zeigt Wildtyp-spezifisches Signal. Fur die WAT-Linien sind sowohl hetero-
plastomische, als auch homoplastomische Stadien unterschiedlichen Gewebes aus unterschiedlichen
Linien gezeigt. D) PCR basierte Analyse der Integration der aadA-Kassette mit den Primerpaaren
P1/P2 und P3/P4. E) Elektronenmikroskopische Aufnahme von Plastiden des N. tabacum Wildtyps
(links), einer WAT-Mutante (Mitte) und einer [Ab(Nt)]-Cybride (rechts, zur Verfigung gestellt von
C. Schmitz-Linneweber). G: Grana; Pg: Plastoglobuli; M: Mitochondrien; V: Vesikel; Z: Zellwand. Die
fur Chloroplasten charakteristischen Thylakoidmembranstrukturen fehlen sowohl in der WAT-Mutante
als auch in der [Ab(Nt)]-Cybride. Anstatt dessen finden sich groRe vesikulare Strukturen, die die
Plastide nahezu ausflllen. F) Northernanalyse der [Ab(Nt)]-Cybride, der WAT-Mutante sowie der
Kontrolllinie (KA) im Vergleich zum N. tabacum Wildtyp. Als Ladekontrolle diente eine Methylen-
blaufarbung der Membran, der Ausschnitt zeigt die 16S rRNA. Das monocistronische atpA-Transkript
ist in den albinotischen Linien stark reduziert, wahrend es in der untersuchten Kontrollpflanze
vergleichbar zum Wildtyp akkumuliert. G) Westernanalyse aller in der Northernanalyse (vgl. F)
untersuchten Pflanzenlinien mit Antiseren gegen CF;a (AtpA) sowie Untereinheiten der Photosysteme
| und Il (PsaC und PsbE) und des Cytochrom bsf Komplexes (PetA). In allen albinotischen Pflanzen ist
die Akkumulation der untersuchten Untereinheiten verschiedener Thylakoidmembrankomplexe bis
unter die Detektionsgrenze reduziert. Die Kontrolllinie verhalt sich wie der N. tabacum Wildtyp.
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Neben dem albinotischen Phanotyp der WAT-Mutante zeigten auch ultrastrukturelle
Merkmale groRe Ahnlichkeit zur [Ab(Nt)]-Cybride. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Mesophyllzellen einer albinotischen WAT-Linie wiesen die gleichen
Charakteristika auf, wie die der [Ab(Nt)]-Cybride (Abb. 3-5 E, Herrmann et al. 2003).
Im Vergleich zum N. tabacum Wildtyp ist das Thylakoidmembransystem vdllig
zerstort. Im Wildtyp sind elektronendichte Strukturen, die das flr den Chloroplasten
typische Membransystem inklusive Granastapeln zeigen, klar zu erkennen. Die N.
tabacum WAT-Mutante zeigt jedoch wie die [Ab(Nt)]-Cybride grof3e Vesikel, die
modglicherweise rudimentare Thylakoide darstellen. Die Anhaufung von Plastoglobuli
erscheint im Vergleich zur [Ab(Nt)]-Cybride etwas geringer zu sein, unterscheidet
sich jedoch deutlich vom N. tabacum Wildtyp (Abb. 3-5 E). Auch der ultrastrukturelle
Phanotyp der WAT-Mutanten ist also mit dem der [Ab(Nt)]-Cybride nahezu identisch.

Northernanalysen zeigten, dass monocistronisches afpA-Transkript in den WAT-
Linien 7 und 9 wie in der [Ab(Nt)]-Cybride, im Vergleich zum N. tabacum Wildtyp,
stark reduziert war (Abb. 3-5 F). In der Kontrolllinie KA akkumulierte eine dem
Wildtyp vergleichbare Transkriptmenge fur atpA (Abb. 3-5 F). Die eingebrachte aadA-
Kassette scheidet somit als Ursache flr die reduzierte Transkriptakkumulation in den
N. tabacum WAT-Mutanten aus. Die Transkriptakkumulation von aadA selbst ist in
der grinen Kontrolllinie KA und in albinotischen WAT-Mutanten gleich (nicht gezeigt).
Eine generell gestorte Transkription in den mutanten N. tabacum Linien kann somit
ausgeschlossen werden. Die Reduktion monocistronischen atpA-Transkripts in der
albinotische N. tabacum WAT-Mutante beruht somit wahrscheinlich auf der gleichen

— nicht naher untersuchten — Ursache wie in der [Ab(Nt)]-Cybride.

CFia war in Westernanalysen weder fur die albinotischen WAT-Linien, noch fur die
[Ab(Nt)]-Cybride nachweisbar (Abb. 3-5 G, vgl.: Schmitz-Linneweber 2002). Fur
einzelne Untereinheiten anderer Thylakoidmembrankomplexe ergab sich das gleiche
Resultat. Sowohl PsaC und PsbE der Photosysteme | respektive Il, als auch PetA
des Cytochrom bgf Komplexes zeigten sich einhergehend mit dem albinotischen
Phanotyp bis auf eine nicht mehr detektierbare Menge reduziert (Abb. 3-5 G). In
Folge einer offensichtlich in ihrer Funktion gestorten Thylakoid-ATPase kommt es
also in der N. tabacum WAT-Mutante und der [Ab(Nt)]-Cybride zu einem Verlust aller

fur die Photosynthese essentieller Hauptkomplexe der Thylakoidmembran.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Transkript- und Proteinakku-
mulation in der N. tabacum WAT-Mutante und der [Ab(Nt)]-Cybride nahezu identisch
sind. Auch die ultrastrukturellen Merkmale zwischen der N. tabacum WAT-Mutante
und der [Ab(Nt)]-Cybride sind kaum zu unterscheiden. Das vollstandige Fehlen von
Thylakoidmembranstrukturen macht photoautotrophes Wachstum in beiden Fallen
unmdglich. Tryptophan an Aminosaureposition 264 in AtpA fuhrt in den N. tabacum
WAT-Mutanten also zu einem nahezu identischen Phanotyp, wie er fur die [Ab(Nt)]-
Cybride beobachtet wird.

3.1.3.3 Analyse von Cybriden mit einem Prolin zu Leucin Austausch in atpA-
264 im Plastom von Nicotiana tabacum [(Ab(Nt:CTC)]

Alle bis hierher geschilderten Ergebnisse deuten auf eine entscheidende Rolle des
Edierungsdefekts in atpA-264 fir die Inkompatibilitat zwischen A. belladonna Kern-
genom und N. tabacum Plastom hin. Ob der Albinismus in diesem Fall jedoch durch
die Beseitigung allein dieses Defekts Uberwunden werden kann war fraglich. Ein
Austausch des Cytidins gegen ein Thymidin an der mittleren Position in Codon 264 in
atpA wirde Edierung unndtig machen, wie dies bereits in den Suppressorlinien AG1
AG2 und AG7 bzw. L3 der Fall war (siehe Abb. 3-1, Tab. 3-1 und Tab. 3-4). Unklar
in diesen Linien war jedoch, ob andere, nicht identifizierte Mutationen fur die
Aufhebung der Inkompatibilitat (mit-)verantwortlich sind. Eine Moglichkeit zusatzliche
Mutationen als Ursache auszuschliefen war, das Plastidengenom in N. tabacum
derart zu modifizieren, dass das entsprechende CTC Leucin Codon bereits auf DNA-
Ebene kodiert ist und dieses Plastidengenom mit Hilfe somatischer Zellfusionierung

in den Kernhintergrund von A. belladonna zu bringen.

Der entsprechende Transformationsvektor pCAT wurde wie bereits fir pmA (siehe
3.1.3.1) und pWAT (siehe 3.1.3.2) beschrieben mit den Mutagenese-Primern
CatpAfor und CatpArev hergestellt (Abb. 3-6 A). Homoplastomie wurde wie fur die
WAT-Mutanten mittels Restriktion eines, die Mutation Uberspannenden, PCR-
Produkts nachgewiesen (Abb. 3-6 A, vgl. 3.1.3.2). Die erhaltenen CAT-Pflanzen
unterscheiden sich nicht von der Kontrollpflanze KA (Abb. 3-6 B) oder vom N.
tabacum Wildtyp, auch nicht unter fir mA-Pflanzen kritischen Wachstums-

bedingungen (vgl.: 3.1.3.1, nicht gezeigt).
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Abbildung 3-6: Eliminierung der Edierungsstelle in atpA-264

A) Genkarte und Konstruktbeschreibung wie in Abb. 3-4 beschrieben. Das atpA-264 Prolincodon
(CCC) des Kontrollkonstruktes pKA ist im pCAT-Konstrukt durch ein Leucincodon (L, CTC) ersetzt.
Die Genotypen fiir die Kontrollpflanze KA [Nt(Nt:CCC)] und die CAT-Mutante [Nt(Nt:CTC)] sind rechts
neben dem entsprechenden Sequenzausschnitt angegeben. Homoplastomie wurde wie in Abb. 3-5 C
beschrieben Uberprift. CAT-8 befindet sich in einem heteroplastomischen Zustand, neben Plastiden-
chromosomen mit Mutation und Selektionsmarker sind auch Plastidenchromosomen des N. tabacum
Wildtyps enthalten. B) Phénotyp der CAT-Mutante im Vergleich zur Kontrolllinie (KA) sowie
Phéanotypen der daraus hergestellten A. belladonna Cybriden. Links: Kontrolllinie (KA, Genotyp:
[Nt(Nt:CCC)]) und CAT-Mutante (Genotyp: [Nt(Nt:CTC)]). Mitte: A. belladonna Cybriden mit Plastomen
der jeweils links gezeigten N. tabacum Linie (Bezeichnungen und Genotypen: vgl. Tab. 3-5). Rechts:
photoautotroph, auf Erde wachsende [Ab(Nt:CTC)]-Cybridenlinie F16CLN-2. Die albinotische Cybride
mit dem Plastom der Kontrolllinie KA (Genotyp [Ab(Nt:CCC)]) ist von der urspriinglichen [Ab(Nt)]-
Cybride nicht zu unterscheiden (Abb. 3-1 A), wahrend die Cybride mit der Punktmutation in atpA-264
(Genotyp: [Ab(Nt:CTC)]) zu photoautotrophem Wachstum fahig ist. C) Restriktionsanalyse auf in den
Cybriden enthaltene Plastome hinsichtlich des Codons 264 in atpA (vgl. Abb. 3-5 C). CCC (WT/KA)
fuhrt nach Restriktion des 224 Bp grof3en PCR-Produkts mit Mnl/l zu zwei Fragmenten der Grofie 115
und 109 Bp, CTC (CAT) fiihrt zum Verlust der Erkennungssequenz flr Mnll. Der Phanotyp der
verschiedenen Cybridenlinien korreliert mit der Kodierung in afpA-264 Bezeichnungen und Geno-
typen: vgl. Tab. 3-5; Zusammenfassung in Tab. 3-6. D) Northernanalyse mit atpA-spezifischer
Einzelstrangsonde (vgl. Abb. 3-4). Wahrend in den grinen Linien [Nt(Nt)] (N. tabacum), [Ab(Ab)]
(A. belladonna) und der photoautotrophen [Ab(Nt:CTC)]-Cybride monocistronisches atpA-Transkript
(atpA) in ahnlicher Weise akkumuliert, zeigt die urspriingliche [Ab(Nt)]-Cybride wie die [Ab(Nt:CCC)]-
Cybride eine deutliche Reduktion. E) Westernanalyse aller in D) untersuchter Linien. Sowohl die
a-, als auch die B-Untereinheit der CF, sind in den albinotischen Linien bis unter die Detektionsgrenze
reduziert. Als Ladekontrolle diente eine Coomassiefarbung; die Akkumulation verschiedener
Polypeptide, wie z.B. der groRen und kleinen Rubisco-Untereinheit (RbcL und RbcS) ist in den
albinotischen Linien [Ab(Nt)] und [Ab(Nt:CCC)] stark reduziert.

Es bestatigte sich also, wie bereits in den Suppressorlinien angedeutet, dass der
Prozess der Edierung per se nicht wichtig fur die Funktion der Plastide ist. Allein
ausschlaggebend ist die Herstellung der Kodierung fur konservierte Aminosauren auf
MRNA-Ebene. Zumindest fir die Edierungsstelle atpA-264 in N. tabacum kann die
Information ohne Konsequenz fiir die Funktion des daraus resultierenden Proteins

und fur die Entwicklung der Pflanzen bereits auf DNA-Ebene kodiert sein.

Die Plastidengenome der transplastomischen Linie KA [Nt(Nt:CCC)] als Kontrolle
und der Linie CAT [Nt(Nt:CTC)] wurden Uber somatische Zellfusionierung in einen
A. belladonna Kernhintergrund gebracht. Zur Herstellung der A. belladonna Cybriden
mit dem Plastom der CAT-Mutanten, [Ab(Nt:CTC)], wurden funf unabhangige
Fusionen durchgeflhrt (Tab. 3-5). Die Fusionen F13, F16, F17 und F18 erfolgten mit
der Kanamycin-resistenten A. belladonna Linie Ab5 als Kerndonor, was die Selektion
auf das nukleare Genom von A. belladonna ermoglicht. Fur Fusion 14 wurde als
Kerndonor die Kanamycin-resistente albinotische [Ab(Nt)]-Cybride Abw3 verwendet.
Selektiert wurde auf Kanamycin und grine Regenerate mit A. belladonna
Merkmalen. Als Plastidendonor wurden verschiedene CAT-Linien [Nt(Nt:CTC)] ver-

wendet: die homoplastomischen Linien CAT-6 und CAT-10 fir die Fusionen 14 und
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16 respektive 13 und 18 und die heteroplastomische Linien CAT-8 flr Fusion 17,
welche sowohl mutante Plastidenchromosomen als auch wildtypspezifische
Plastidenchromosomen besal3, also heteroplastomisch war ([Nt(Nt:CTC / Nt)], Abb.
3-6 A). Phanotypisch war die Linie CAT-8 aber nicht von CAT-6 oder CAT-10 zu
unterscheiden (nicht gezeigt).

Die Kontrollcybriden wurden durch eine somatische Zellfusionierung von Proto-
plasten der Linie KA [Nt(Nt:CCC)] als Plastidendonor und der kanamycinresistenten
A. belladonna Linie AbS hergestellt (Fusion 0, Tab. 3-5).

Tabelle 3-5: Cybriden mit A. belladonna Kerngenom und in atpA modifiziertem N. tabacum

Plastom
Cybride Fusion Linien Phanotyp atpA-264 Protoplastenfusion
cCc oder cTc Kerngenom(Plastom) Bezeichnung
Ab(Nt:CCC) FO 16  albino cCc Nt(Nt:CCC) + Ab(Ab) KA-7 + Ab5
{ \
Ab(Nt:CCC) FOCLN
Ab(Nt:CTC) F16 9 grin cTc Nt(Nt:CTC) + Ab(Ab) CAT-6 + Ab5
{ \
Ab(Nt:CTC) F16CLN
F14 3 grin cTc Nt(Nt:CTC) + Ab(Nt) CAT-6 + Abw3
| \)
Ab(Nt:CTC) F14CLN
F13 21 grin cTc Nt(Nt:CTC) + Ab(Ab) CAT-10 + Ab5
F18 ¥ {
Ab(Nt:CTC) F13CLN /F18CLN
Ab(Nt:CTC) / F17 11/11  griin/albino cTclcCc Nt(Nt:CTC/Nt) + Ab(Ab) CAT-8 + Ab5
Ab(Nt) J {
Ab(Nt:CTC/Nt) F17CLN

Bezeichnungen und Abkirzungen: vgl. Tab. 3-1; FO, F16, F14, F13, F18, F17: unabhangige somatische Zellhybridisierungen;
Linien: Anzahl der erhaltenen unabhangigen Linien; atpA-264: Ab- (cTc) oder Nt-spezifische (cCc) Kodierung an Codonposition
264 in atpA; Linie CAT-8 ist heteroplastomisch und besitzt neben den modifizierten Plastidenchromosomen (Nt:CTC) auch
Wildtyp Plastidenchromosomen (Nt), die das CCC Prolincodon besitzen; der Phanotyp korreliert mit der Kodierung in atpA-264

Die phanotypischen Auspragungen bezuglich der Fahigkeit Pigmente zu akku-
mulieren und dadurch zu photoautotrophem Wachstum befahigt zu sein sind fur alle
Linien in Tab. 3-6 zusammengefasst. Alle 16 propagierten Kontrolllinien (FO) waren
weil3, zwei davon (FOCLN-15 und FOCLN-18) wurden zur Analyse bezlglich des
enthaltenen Plastidengenoms verwendet. Die aadA Kassette hat also auch im 3'-
Bereich des atpA-Gens keinen Einfluss auf den Phanotyp der Cybriden. Aus F14 und
16, sowie 13 und 18 gingen insgesamt 33 grune Linien hervor von denen 19 auf die
enthaltenen Plastome getestet wurden. Von den aus der heteroplastomischen CAT-
8-Linie entstandenen Cybridenlinien F17 wurden elf weilde und elf grine propagiert,
die alle hinsichtlich des Plastidengenoms untersucht wurden. Jeweils eine
N. tabacum KA- und CAT-Linie, sowie Cybriden mit den entsprechenden Plastomen
(Kontrolle: [Ab(Nt:CCC)]; CAT-Cybride: [Ab(Nt:CTC)]) sind in Abb. 3-6 B dargestellit.
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Die Tests auf das enthaltene Plastidengenom wurden wie bereits fur die das
A. belladonna spezifische rpoC2 Fragment enthaltenden Plastome der [Ab(Nt:AbC2)]
Cybriden durchgefuhrt (siehe 3.1.1.2). Neben atpA-264 wurden fur alle untersuchten
Linien zusatzlich der rpoC2-Polymorphismus sowie die zwei Polymorphismen in
ndhA Uberprift. Fir ndhA und rpoC2 wurden die entsprechenden PCR-Produkte
direkt sequenziert. Das PCR-Produkt zur Uberprifung von atpA-264 (Primer:
EcoatpAfor/EcoatpArev) wurde direkt sequenziert (nicht gezeigt) und/oder mittels
Restriktion auf den Basenaustausch Uberpruft (Abb. 3-6 C, Tab. 3-6).

Tabelle 3-6: Genotypisierung der Cybriden mit A. belladonna Kerngenom
und in atpA modifiziertem N. tabacum Plastom

Fusion: Linie: Genotyp Phéanotyp atpA rpoC2 ndhA
F CLN Res Seq Seq Seq

0 15 Ab(Nt:CCC) albino Nt (cCc) Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

18 Nt (cCc) Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

13 4 Ab(Nt:CTC) griin Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

7 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

12N Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

13N Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

12 Ab (cTc) Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

13 Ab (cTc) Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

14 1 Ab(Nt:CTC) griin Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

2 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

3 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

16 1 Ab(Nt:CTC) grin Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

2 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

3 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

4 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

5 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

6 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

7 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

8 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

9 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

10 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

17 1 Ab(Nt:CTC/CCC) albino Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

2 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

3 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

4 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

5 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

6 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

7 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

8 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

9 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

10 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

11 Nt (cCc) Nt (Ins) Nt (95,108)

12 griin Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

13 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

14 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

15 Ab (cTc) Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

16 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

17 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

18 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

19 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

20 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

21 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

22 Ab (cTc) Nt (Ins) Nt (95,108)

Fusion und Genotyp: vgl. Tab. 3-5; Linie: analysierte Cybridenlinie; atpA: Codon 264 in afpA ermittelt
durch Restriktionsanalyse (Res) und/oder Sequenzierung (Seq); rpoC2: Ab- oder Nt-spezifische Deletion
respektive Insertion (Ins) in rpoC2; ndhA: Ab- oder Nt-spezifische Kodierung in Codon 95 und 108 von
ndhA; der Phanotyp korreliert mit einem cTc Leucincodon in atpA-264
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Alle getesteten 43 Linien (13 weil3e/30 grune) enthielten ausschlieBlich Plastiden-
genome aus N. tabacum Linien. Die albinotischen Kontrollcybriden besitzen das
Plastidengenom der KA-Linie mit dem CCC Prolin Codon und der aadA-Kassette im
3’-Bereich des atpA-Gens. lhr Genotyp ist somit [Ab(Nt:CCC)]. Die weil’en aus
Fusion 17 hervorgegangenen Pflanzen besitzen das N. tabacum Wildtyp-Plastiden-
genom aus den heteroplastomischen CAT-8 Linien ohne aadA-Kassette (nicht
gezeigt) und folglich ein CCC Prolincodon in atpA-264, was genotypisch der
ursprunglichen [Ab(Nt)]-Cybride entspricht. Alle grinen Cybriden hingegen besitzen
sowohl die aadA-Kassette, als auch die daran gekoppelte C-T Mutation in Codon 264
in atpA. Das konservierte Leucin (CTC) ist also in allen 30 getesteten photoautotroph
wachsenden Cybriden bereits auf DNA-Ebene kodiert. Der Genotyp ist somit
[Ab(Nt:CTC)].

Der Phanotyp korreliert also ausnahmslos mit der Kodierung in atpA-264: alle
weillen Linien tragen das CCC Prolincodon, alle grinen Cybriden das CTC Leucin
Codon. Weiter waren alle 43 getesteten Linien Uber mehr als 10
Regenerationszyklen stabil. Es entstand weder Panaschierung in grunen Linien noch
grune Sektoren in weillen Linien. Es kann somit fur alle getesteten Linien von

Homoplastomie ausgegangen werden.

Die Edierung der N. tabacum spezifischen Stellen wurde fur die griine [Ab(Nt:CTC)]
Linie F13CLN-2 und fur die weil’e Kontrolllinie FOCLN-8 [Ab(Nt:CCC)] Uberpruft. In
der albinotischen FOCLN-8 Linie verbleibt atpA-264 unediert, F13CLN-2 tragt das
CTC Leucin Codon bereits auf DNA-Ebene. Fur die vier restlichen tabakspezifischen
Edierungsstellen zeigten beide Linien ahnliche Edierungseffizienzen wie in der
[Ab(Nt)]-Cybride (Abb. 3-3, Tab. 3-4). Somit scheinen die beiden unedierten ndhD
Edierungsstellen in Codon 200 und 225, sowie die partielle Edierung unter Standard-
bedingungen keine offensichtlichen Defekte hervorzurufen. Gleichzeitig beweisen
diese Befunde, dass der Edierungsdefekt in atpA allein die Chlorophylldefizienz der
[Ab(Nt)]-Cybriden erklaren kann.

Eine Northernanalyse zeigte, dass in den Wildtypen von N. tabacum und
A. belladonna, sowie in der ,geretteten” [Ab(Nt:CTC)]-Cybride (F13CLN-12) atpA-
Transkripte in ahnlicher Weise akkumulieren, zumindest in deutlich hdherem
Ausmaly, als dies in den [Ab(Nt)] und [Ab(Nt:CCC)]-Cybriden der Fall ist (Abb. 3-6 D).
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Nicht nur die Transkriptlevel der [Ab(Nt:CTC)]-Cybride erschienen normal, auch die
Akkumulation von CFia. und CF4 war wiederhergestellt. So zeigt sich auch auf
molekularer Ebene die vollstandige Reversion des albinotischen Phanotyps durch die

Herstellung des konservierten Codons in atpA-264.

Die erhaltenen grinen [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden waren unter Standardbedingungen
im Gewachshaus in ihren Wachstumsraten und phanotypischen Auspragungen nicht
vom A. belladonna Wildtyp zu unterscheiden (Abb. 3-6 B). In der Fertilitat unter-
schieden sich die einzelnen Linien jedoch. Wahrend einige Linien fertil waren und
nach Selbstung normale, keimfahige Samen entwickelten waren die meisten Linien
mannlich steril. Diese Linien zeigten Antheren ohne sichtbaren Pollen, andere Linien
zeigten vollig missgebildete Antheren. Die meisten dieser mannlich sterilen Linien
waren aber weiblich fertil, eine Bestaubung mit A. belladonna Pollen war somit
maglich. Diese cytoplasmatisch-mannliche Sterilitat (CMS) ist fur cytoplasmatische
Hybriden nicht ungewdhnlich und wird vermutlich durch gestorte Interaktionen
zwischen Nukleus und Mitochondrien verursacht (Nivison und Hanson 1989; Yesodi
et al. 1997).

Fiur die photoautotrophen [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden wurde nicht getestet, ob geneti-
sches Material aus dem Nukleus von N. tabacum enthalten sein konnte, welches
potentiell, wie in der partiellen Hybride Bar103 (siehe 3.1.2.2), zur Ergrinung fuhren
konnte. Dagegen spricht die ausnahmslose Korrelation des Phanotyps mit der in
atpA-264 kodierten Aminosaure in 43 Cybridenlinien. Um eine Beteiligung moglicher
enthaltener N. tabacum Kerngenomfragmente an der Ergrinung der [Ab(Nt:CTC)]-
Cybriden weiter auszuschlieRen, wurden fertile [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden geselbstet.
Pflanzen der F1-Generation sechs geselbsteter [Ab(Nt:CTC)]-Linien (F13CL7-2,
F13CL7-3, F16CL8, F17CL17, F18CL2 und F18CL13) wuchsen ausschliel3lich
photoautotroph und trugen das N. tabacum spezifische Plastom mit dem CTC
Leucincodon an Position 264 in atpA (nicht gezeigt). Die Wahrscheinlichkeit einer
Transmission von genetischem Material des N. tabacum Nukleus in die Folge-
generation gilt als aulerst unwahrscheinlich. Es kann also nahezu ausgeschlossen
werden, dass nukleare Chromosomenfragmente von N. tabacum die Restauration

photoautotrophen Wachstums in den [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden hervorgerufen haben.
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Die Linien des Genotyps [Ab(Nt:CCC)] (Kontrolle) unterschieden sich von denen
des Genotyps [Ab(Nt:CTC)] nur durch eine einzelne Base im Plastom. Allein diese
Base entscheidet Uber photoautotrophes Wachstum. Im Gegensatz zum Versuch die
Inkompatibilitdt durch Einbringen der A. belladonna spezifischen Deletion in rpoC2
aufzuheben, war der Versuch dies mit der Eliminierung der Edierungsstelle zu
erreichen erfolgreich. Die fehlende Edierungskapazitat des Zellkerns der Tollkirche
fuhrt letztlich zu einer nicht funktionellen plastidaren FoF{-ATPase, was wiederum
den Zusammenbruch des kompletten Photosyntheseapparates nach sich zieht. Dies
ist ein weiterer Beweis fur die funktionelle Relevanz plastidarer RNA Edierung.
Uberraschend ist, dass der Albinismus des A. belladonna Kerngenoms mit dem
Plastom aus N. tabacum auf einen einzelnen Faktor, in diesem Fall RNA Edierung,

zuruckgefuhrt werden kann.

3.1.4 Edierungsdefekte an nicht artspezifischen Edierungsstellen

Der Edierungsdefekt in atpA-264 ist die Ursache fur den albinotischen Phanotyp
der [Ab(Nt)]-Cybride. Auch partielle Edierung an dieser Stelle fuhrt zu einem, wenn
auch subtileren, Phanotyp in N. tabacum. Es wird angenommen, dass eine
Koevolution durch Adaptation der Spezifitatsfaktoren an die (sich verandernden) cis-
Elemente stattfindet. Unterscheiden sich die cis-Bindestellen zwischen zwei Arten,
konnte es im fremden Kernhintergrund auch an Edierungsstellen, die beiden Spezies
gemein sind, zu Edierungsdefekten kommen, was ebenfalls zur Inkompatibilitat

beitragen kdnnte.

Um solche Edierungsdefekte an nicht artspezifischen Edierungsstellen zu
identifizieren, wurde der Edierungsstatus an allen gemeinsamen Edierungsstellen
von N. tabacum und A. belladonna in [Ab(Nt)]-Cybriden und WAT-Mutanten mittels
Sequenzierung bestimmt und mit vorhandenen Daten von N. tabacum (Sasaki, T. et
al. 2003) und A. belladonna (Schmitz-Linneweber 2002) auf folgende Kriterien hin
untersucht: von einem Edierungsdefekt in den [Ab(Nt)]-Cybriden wurde ausgegangen
wenn sich a) die Edierungseffizienz zu der im A. belladonna Wildtyp unterschied und
b) die verminderte Edierung nicht mit einem Ruckgang edierter Transkripte in der
untersuchten WAT-Mutante einherging, da Edierungseffizienzen allein aufgrund

fehlender photosynthetischer Aktivitat zustande kommen konnen. Beide Kriterien
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waren nur fUr eine in Arabidopsis thaliana neu beschriebene Edierungsstelle ndhG-
17 (Tillich et al. 2005) erfiillt, die auch in N. tabacum und A. belladonna ediert wird
(Abb. 3-7, Tab. 3-7). Wahrend in N. tabacum ausschlieBlich ediertes Transkript
vorhanden ist, ist fur die cDNA aus A. belladonna das C und T Signal im
Chromatogramm etwa gleich stark (Abb. 3-7). Es ist also in etwa gleich viel ediertes
und unediertes ndhG-Transkript vorhanden. In der [Ab(Nt)]-Cybride ist allerdings nur
unediertes Transkript zu identifizieren, was jedoch, wie die vollstandige Edierung in
der untersuchten WAT-Pflanze zeigt, nicht auf die fehlende photosynthetische

Aktivitat des untersuchten Blattgewebes zurlckzufihren ist (Abb. 3-7).

Tabelle 3-7: Editotypenvergleich

Gen Codon in Nt Nt SNN Nglu Ab° Ab(Nt) WAT
atpA 264 cCc + + + T - tgg
265 tcC +/- +/- - - - B
atpF 31 cCa + + + + + +
ndhA 114 tCa + + + + + +/-
189 tTa T T T + T T
358 tCec + T T + +/- +/-
ndhB 50 tCa + + +/- + + +
156 cCa + + + + +/- +/-
196 Cat + + + +/- +/- +/-
204 tCa + + + + +/- +/-
246 cCa + + + + + +
249 tCt + + + + + +
277 tCa + + + + + +
279 tCa + + + + + +
494 cCa + + + + + +
ndhD 1 aCg +/- +/- +/- +/- - _
128 tCa + + + + + +/-
200 tCa +/- +/- +/- T - +/-
225 tCg + + + T - +/-
293 tTa T + + + T T
ndhF 97 tCa + +/- +/- + +/- +/-
ndhG 17 tCg +2 + + +/- - +
116 tCa + + + + +/- +-
petB 204 cCa + + + + + +
psSbE 72 Cct + + + T + +
psbL 1 aCg + + + + + +
rpl20 103 tCa + + + +/- +/- +
pI23 24 tCt +2 + + + +/- +/-
30 tCa +-? +- +- + +- +-
rpoA 277 tCa +/- +/- +/- +/- +/- +/-
rpoB 113 tCt + +/- +/- + + +
158 tCa + +/- +/- +/- +/- +
184 tCa + + +/- + + +
667 tCt + + + + + +
809 tTa T T T + T T
rpoC1 21 tCa + +/- +/- +/- +/- +
rpoC2 1248 tCa + +/- +/- + +/- +/-
rps2 45 aCa + + + +/- +/- +
83 tCa + + + +/- +/- +
rps14 27 tCa + + + +/- +/- +
50 cCa + + + T +/- +

Nt: Nicotiana tabacum; SNN: Nicotiana tabacum var. Samsun (NN); Nglu: Nicotiana glutinosa; Ab: Atropa belladonna;
Ab(Nt): Cybride mit Atropa belladonna Kerngenom und Nicotiana tabacum Plastom; WAT: albinotische Nicotiana
tabacum WAT-Mutante; ,C* im Codon: Edierungsstelle; +: Edierung; +/-: partielle Edierung; -: keine Edierung; T: T auf
DNA; ' (Sasaki, T. et al. 2003) mit Ausnahme von %; % diese Arbeit; > (Schmitz-Linneweber et al. 2002) und diese Arbeit
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ndhG-17

GGTTGGG GATHIGGG GGTCGGG GGTTGGG
Nt(Nt) Ab(Ab) Ab(Nt) WAT

Abbildung 3-7: Edierungsdefekt in der [Ab(Nt)]-Cybride in der nicht-artspezifischen
Edierungsstelle ndhG-17

cDNA Sequenzausschnitte der Edierungsstelle ndhG-17 in N. tabacum [Nt(Nt)], A. belladonna

[Ab(Ab)], der [Ab(Nt)]-Cybride und der WAT-Mutante. *: Edierungsstelle; ;. Sequenzunterschied

zwischen N. tabacum und A. belladonna. Die Edierung in N. tabacum [Nt(Nt)] sowie der albinotischen

WAT-Mutante ist vollstdndig, wahrend in A. belladonna eine Reduktion edierten ndhG-Transkripts zu

erkennen ist. In der albinotischen [Ab(Nt)]-Cybride ist Edierung nicht detektierbar.

Der entsprechende Edierungsfaktor ist bereits im Wildtyp von A. belladonna nicht in
der Lage alle Transkripte zu prozessieren. Zudem findet sich im direkten 5’ Bereich
der Edierungsstelle an Position -2 relativ zur Edierungsstelle ndhG-17 eine Basen-
substitution (Abb. 3-7), was potentiell die Interaktion des Spezifitatsfaktors mit der
cis-Bindestelle weiter herabsetzen konnte und somit eine mogliche Erklarung dieses

Edierungsdefektes ist.

Tabelle 3-8: Unterschiede zwischen putativen cis-Elementen gemeinsamer
Edierungsstellen von A. belladonna und N. tabacum

Edierungsstelle Spezies putatives cis-Element
atpA-265 Nt cgacacactttaatcatttatgatgatcg@gctcCaaacaag
Ab cgacacactttaatcatttatgatgatcgctcCaaacaag
ndhA-114 Nt catagcagtaatatc@atctttctaagttattCagtaatt
Ab catagcagtaatatcfatctttctaagttattCagtaatt
ndhA-358 Nt ttctctaggtaatctattattgacaac@tcgtCccaactt
Ab ttctctaggtaatctattattgacaac@tcgtCccaactt
ndhD-1 Nt tttta@tggtccaagtgtatcttgtctttactaCgaattat
Ab ttttiftggtccaagtgtatcttgtctttactaCgaattat
ndhD-128 Nt catgttagcaatgtacagtggtcaaattggatlCattttc
Ab catgttagcaatgtacagtggtcaaattggatCattttc
ndhG-17 Nt aatacatgattttcttttagtctttctagggtlCgggtctt
Ab aatacatgattttcttttagtctttctaggatCgggtctt
ndhG-116 Nt aagtctttttatttcactaattactactatttCagatac
Ab aagtctttttatttcactaattactactatttCagatac
rpoB-667 Nt agtagcttatatgccgtgggagggttacaattCtgaagat
Ab agtagcttatatgccgtgggagggttacaattCtgaggat
ps2-45 Nt tatftctgcaaagcgtaagggtattcatattaCaaatctt
Ab tat@tctgcaaagcgtaagggtattcatattaCaaatctt
rps14-27 Nt ggaacagaaatatcattcgattcgtcgatcctCaaagaaa
Ab ggaacagaaatatcattcgattcgtcgatcctCaaagaaa

Edierungsstelle aus dem entsprechenden Gen mit Codonposition in Nicotiana tabacum; Spezies: Nt:
Nicotiana tabacum, Ab: Atropa belladonna; putatives cis-Element von -32 bis +7; C: Edierungsstelle in
hellgrau hinterlegtem Codon; dunkelgrau hinterlegt: Unterschied zwischen Ab und Nt
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Weitere Unterschiede im Bereich potentieller cis-Elemente von -32 bis +7 um
homologe Edierungsstellen fanden sich fiur die Edierungsstellen atpA-265, ndhA-114,
ndhA-358, ndhD-1, ndhD-128, ndhG-116, rpoB-667, rps2-45 und rps14-27 (Tab.
3-8). Fur keine dieser Edierungsstellen konnte ein Edierungsdefekt identifiziert wer-
den, der auf der Kombination des A. belladonna Kerngenoms mit dem N. tabacum
Plastidengenom beruht. Entweder war fir die [Ab(Nt)]-Cybride kein Unterschied zum
A. belladonna Wildtyp zu erkennen, oder die WAT-Mutante zeigte ebenfalls
reduzierte Edierung (Tab. 3-7). Im letzteren Fall handelt es sich also nicht um eine

Folge von Inkompatibilitdt, sondern um einen sekundaren Effekt des Albinismus.

3.1.5 Kreuzungsanalyse von Nicotiana tabacum und Atropa belladonna
nach Eliminierung der Edierungsstelle atpA-264

N. tabacum und A. belladonna sind sexuell inkompatible Arten. Die Bestaubung
von N. tabacum mit Pollen von A. belladonna fuhrt nicht zu einer Entwicklung von
Samen in den Kapseln. Ob diese sexuelle Inkompatibilitdt durch Eliminierung der N.
tabacum spezifischen Edierungsstelle atpA-264 Uberwunden werden kann, sollte mit
Hilfe interspezifischer Kreuzungen der N. tabacum CAT-Linie (¢, atpA-264:CTC) mit
A. belladonna () untersucht werden. In keinem der Versuche mit jeweils zwei bis
funf Pflanzen Uber zwei Jahre konnten Unterschiede zur Bestaubung von N. tabacum
Wildtyp mit Pollen des A. belladonna Wildtyps festgestellt werden. Auch die zur
Kontrolle durchgefihrten reziproken Kreuzungen zeigten keinerlei Unterschied im
Vergleich zu der Situation mit den entsprechenden Wildtypen. Die Eliminierung der
Edierungsstelle, die einen entsprechenden kernkodierten Edierungsfaktor fir die
Expression der funktionsfahigen Form von CFqa Uberflissig macht, kann also die

sexuelle Inkompatibilitat dieser beiden Arten nicht aufheben.

3.2 Editotypenunterschiede innerhalb der Gattung Nicotiana

Zwischen Arten unterschiedlicher Gattungen konnte hier gezeigt werden, dass die
Fluktuation plastidarer Edierungsstellen und der dazugehodrigen Spezifitatsfaktoren
zu einer Inkompatibilitat der Kompartimente in interspezifischen Kombinationen
fuhren kann. Die Frage, die sich hieraus ergibt ist, ob sich auch Editotypen-

unterschiede zwischen Arten einer Gattung finden, die eine Inkompatibilitat zwischen
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dem Kerngenom der einen und dem Plastidengenom der anderen Art erklaren
konnen und somit zur Abgrenzung dieser Arten voneinander beitragen konnen.
N. tabacum ist bezuglich plastidarer RNA Edierung der am besten charakterisierte
Organismus. Die Sequenzierung der Plastidengenome der rezenten Vertreter des
mutterlichen Elters N. sylvestris und des vaterlichen Elters N. tomentosiformis
(Yukawa et al. 2006), sowie die Bestimmung und der Vergleich der jeweiligen
Editotypen (Sasaki, T. et al. 2003) erweitern das Spektrum der Analysemoglichkeiten
plastidarer RNA Edierung dieser Gattung.

Der interspezifische Vergleich von Editotypen innerhalb der Gattung Nicotiana mit
N. tabacum bezuglich méglicher kompartimenteller Inkompatibilitat sollte au3erhalb
der an der Entstehung von N. tabacum beteiligten Arten erfolgen. Ausgewahlt wurde
die diploide Art N. glutinosa. N. glutinosa besitzt wie N. sylvestris und N. tomentosi-
formis, einen haploiden Chromosomensatz von zwolf. Im Gegensatz zu Hybriden von
N. tabacum mit den rezenten Vertretern seiner Vorfahren, N. sylvestris und
N. tomentosiformis, waren N. glutinosal/N. tabacum-Hybriden jedoch nur nach zu-
falliger Verdopplung des hybriden Chromosomensatzes partiell fertil (Clausen und
Goodspeed 1925, 1928). N. glutinosa ist der Sektion Undulatae zugeordnet (Knapp
et al. 2004). Die rezenten Vertreter der Eltern von N. tabacum (Sektion Nicotiana)
sind wie folgt eingeordnet: N. sylvestris gehort der Sektion Sylvestres an, wahrend
aufgrund phylogenetischer Analysen der Plastiden- und Kerngenome N. tomento-
siformis der Sektion Tomentosae zugeordnet wird, die eine Schwestergruppe zum
Rest der Gattung Nicotiana darstellt. N. tomentosiformis unterscheidet sich also
starker von N. glutinosa und N. sylvestris, als diese beiden Arten voneinander
(Clarkson et al. 2004; Knapp et al. 2004).

Ein groRRer Vorteil der hier ausgewahlten Art N. glutinosa besteht darin, dass sich
mit N. tabacum var. Samsun (NN) (Abk. SNN) die Moglichkeit eréffnet, das Plastiden-
genom von N. glutinosa im Kernhintergrund von N. tabacum zu untersuchen. Bei N.
tabacum var. SNN handelt es sich um eine alloplasmatische Linie, die durch
Introgression des N-Gens aus N. glutinosa in N. tabacum entstanden ist (Clausen
und Goodspeed 1925; Holmes 1938, Abb. 3-8 A).

Das N-Gen verleiht Resistenz gegen den Tabak-Mosaik-Virus (TMV). Aufgrund der
Kreuzungsstrategie enthalt N. tabacum var. SNN die Plastiden aus N. glutinosa im

Kernhintergrund von N. tabacum.
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N. tabacum N.glutinosa
spezifisch spezifisch
ndhA ndhD
358 293
* Nt(Nt) -
NE(Nt) CGFCCCA DNA CHETAAE
Nt(Nt) cGT TGCA cDNA DNA
Ng(Ng)
CTTCNAC
Ng(Ng)
CGTTCCA !
: CT[TTAAC
@ cDNA
N. tabacum N. tabacum N. glutinosa :
Samsun (NN) CTITTAAC

Abbildung 3-8: Heterologe Edierung der N. glutinosa spezifischen Edierungsstelle ndhD-293

A) Phanotypen von N. tabacum var. Petit Havanna, N. tabacum var. Samsun(NN) und N. glutinosa mit
Bllitenmorphologie im Bildausschnitt und Genotypen. Kreise: Nuklei; Ovale: Plastiden. Genome: Nt:
N. tabacum; Ng: N. glutinosa; hochgestelltes ,N“: N-Gen, verleiht Resistenz gegen Tabak-Mosaik-
Virus (TMV). B) N. tabacum spezifische und N. glutinosa spezifische Edierungsstellen.
*: Edierungsstelle im jeweiligen Codon. Links: In N. tabacum fuhrt Edierung in ndhA-358 zur
Herstellung des konservierten UUC Phenylalanincodons, das in N. glutinosa bereits in der DNA
kodiert ist (Hirose et al. 1999). Rechts: In N. glutinosa fiihrt Edierung in ndhD-293 zur Herstellung des
konservierten UUA Leucincodons, das in N. tabacum bereits in der DNA kodiert ist. In der Kom-
bination des N. tabacum Kerngenoms mit dem Plastom von N. glutinosa in N. tabacum var. Samsun
(NN), [Ng(Nt)], wird die artfremde Edierungsstelle ndhD-293 ediert. Die Edierungsaktivitat ist trotz der
Abwesenheit der Edierungsstelle im Plastidengenom (T auf DNA) im N. tabacum Kerngenom erhalten.

3.2.1 Der Editotyp von Nicotiana glutinosa

Zur Bestimmung des Editotyps in Arten deren Plastidengenome vollstandig
sequenziert sind, orientiert man sich in der Regel am Plastidengenom des Leber-
mooses Marchantia polymorpha (Acc. Nr. X04465, Maier et al. 1995) fur das sowohl
in Mitochondrien als auch in Plastiden bisher keine Edierung beschrieben wurde
(Oda et al. 1992; Ohyama et al. 1993; Ohyama 1996; Freyer et al. 1997; Steinhauser
et al. 1999). Potentielle Edierungsstellen befinden sich in Codons, die durch C zu U
Edierung in das in Marchantia polymorpha kodierte Codon uberfuhrt werden kdnnen.
Ist die Aminosaure, die durch das edierte Codon kodiert ist, Uber mehrere Arten
innerhalb der Samenpflanzen konserviert, erhdht sich die Wahrscheinlichkeit, dass

das entsprechende Nukleotid ediert wird.

Fiar das Plastidengenom von N. glutinosa waren nur wenige, fur phylogenetische

Analysen verwendete Sequenzdaten zuganglich. Deshalb wurden zur Identifizierung
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mdglicher Edierungsstellen im Plastidengenom von N. glutinosa samtliche Bereiche

sequenziert, die bekannte Edierungsstellen in Samenpflanzen einschlieen (Tab. 3-

9). Diese Bereiche wurden dann bezuglich potentieller Edierungsstellen analysiert.

Tabelle 3-9: Plastidare Edierungsstellen in sechs Spezies innerhalb der
Spermatophyta
Gen Codon in Nt Edierungsstelle in Gen Codon in Nt Edierungsstelle in
accD 284 At, Pt petB 7 Pt
atpA 258 Pt 200 Pt
264 Nt 204 Ab, Nt, Zm
265 Nt 212 Pt
335 Pt petD 37 Pt
345 Pt 108 Pt
383 Os, Zm 133 Pt
atpF 22 Pt petG 6 Pt
31 Ab, At, Nt 27 Pt
34 Pt petL 1 Pt
124 Pt 2 At
clpP 187 At 25 Pt
matK 219 At psaB 620 Pt
420 Zm psbB 464 Pt
ndhA 17 Zm psSbE 72 At, Nt, Pt
114 Ab, At, Nt psbF 26 At
159 Os, Zm psbL 1 Ab, Nt
189 Ab, Os, Zm 31 Pt
358 Ab, Nt, Os, Zm rpl2 1 Os, Zm
ndhB 50 Ab, At, Nt rpl20 103 Ab, Nt, Zm
156 Ab, At, Nt, Os, Zm rpoA 2717 Ab, Nt
196 Ab, At, Nt, Os, Zm rpoB 113 Ab, At, Nt
204 Ab, Nt, Os, Zm 158 Ab, Nt, Os, Pt, Zm
235 Os 184 Ab, At, Nt, Os, Zm
246 Ab, Nt, Os, Zm 189 Zm, Os
249 Ab, At, Nt 208 Zm
277 Ab, At, Nt, Os, Zm 667 Ab, Nt
279 Ab, At, Nt, Os, Zm 809 Ab, At
291 At rpoC1 21 Ab, Nt
419 At rpoC2 778 Zm
494 Ab, At, Nt, Os, Zm 1248 Ab, Nt
ndhD 1 Ab, At, Nt rps2 83 Ab, Nt
128 Ab, At, Nt ps3 54 Zm
200 Nt rps8 61 Os, Zm
225 At, Nt rps14 27 Ab, At, Nt, Os, Zm
293 Ab, At, Os, Zm 50 At, Nt, Pt
296 At ycf3 15 Zm
ndhF 21 Os, Zm 62 Os, Zm
97 Ab, At, Nt ycf5 225 Pt
ndhG -10* Os, Zm 229 Pt
116 Zm 291 Pt

Gen mit Codonposition in Nicotiana tabacum; *: die Angabe bezieht sich nicht auf die Codonposition, sondern das
zehnte Nukleotid stromaufwarts des Startcodons von ndhG; Edierungsstelle in: Ab: Atropa belladonna (Schmitz-
Linneweber et al. 2002); At: Arabidopsis thaliana (Tillich et al. 2005); Nt: Nicotiana tabacum (Hirose et al. 1999); Os:
Oryza sativa (Corneille et al. 2000); Pt: Pinus thunbergii (Wakasugi et al. 1996; Sasaki, Y. et al. 2001); Zm: Zea mays
(Maier et al. 1995; Tillich et al. 2001)

In den 16.154 sequenzierten Basen aus N. glutinosa wurden 70 Unterschiede in

kodierenden und 11 Unterschiede in nicht-kodierenden Bereichen zu N. tabacum

identifiziert. Nicht-kodierende Bereiche waren jedoch stark unterreprasentiert, da fur

die Identifizierung von Edierungsstellen nur kodierende Bereiche von Interesse

waren. 31 Unterschiede in kodierenden Regionen fuhren zu einer veranderten

Kodierung, die in 5 Fallen auf einer C zu T oder T zu C Transition beruhen und somit

durch Edierung auf mRNA-Ebene bereinigt werden konnten. Zwei dieser C-T
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Transitionen befinden sich an bereits aus anderen Arten bekannten Edierungsstellen:
ndhA-358 und ndhD-293.

Zur Bestimmung der Edierungsstellen in N. glutinosa wurde Gesamt-RNA aus vier
bis sechs Wochen alten, auf Erde gewachsenen N. glutinosa Pflanzen revers
transkribiert, mittels PCR die entsprechenden Bereiche amplifiziert, sequenziert und
mit den DNA-Sequenzen verglichen. Alle in N. glutinosa identifizierten Edierungs-
stellen sind in Tab. 3-7 zusammengefasst. Der Editotyp von N. glutinosa entspricht
dem von N. tabacum (Hirose et al. 1999; Sasaki, T. et al. 2003) mit Ausnahme der
bereits erwahnten Edierungsstellen ndhA-358 und ndhD-293. Das TTC Codon 358 in
ndhA in N. glutinosa kodiert fur das an dieser Position konservierte Phenylalanin,
wahrend auf DNA-Ebene in N. tabacum ein TCC Serin Codon kodiert ist, welches
durch Edierung in ein Phenylalanin-Codon uberfuhrt wird (Hirose et al. 1999). Fur
ndhD-293 hingegen findet sich auf DNA-Ebene von N. glutinosa ein TCA Serin-
Codon wahrend in N. tabacum ein TTT Leucin-Codon beschrieben ist (Acc. Nr.
700044, Abb. 3-8 B, Tab. 3-7). Das Cytidin in ndhD-293 wird in N. glutinosa ediert.
Die Sequenzunterschiede in der DNA in ndhA-358 und ndhD-293 werden somit
jeweils in einer der beiden Nicotiana Spezies mittels RNA Edierung auf mRNA-Ebene
bereinigt (Abb. 3-8 B). Die restlichen drei identifizierten Unterschiede, welche durch
C-U Edierung in das in der jeweils anderen Art auf DNA-Ebene kodierte Codon uber-
fuhrt werden konnten, zeigten sich jedoch in der jeweiligen Art, die ein C auf DNA-
Ebene besitzt nicht ediert. Fur N. glutinosa ist dies Codon 203 in rpoB (ACT) sowie
fur N. tabacum die Codons 91 in ndhG (CAT) und 803 in rpoB (ACG).

Zusatzlich zu der bereits fur N. tabacum und A. belladonna neu beschriebenen
Edierungsstelle in ndhG-17 konnten drei weitere neue Edierungsstellen in ndhG-116
(uCa), rpl23-24 (uCu) und rpl23-30 (uCa) fur N. glutinosa identifiziert werden (Abb.
3-9). Fur diese neuen Stellen konnte auch in N. tabacum, sowie N. sylvestris und
N. tomentosiformis Edierung nachgewiesen werden (Tab. 3-7, nicht gezeigt). Damit
sind fur N. tabacum mittlerweile 38 Edierungsstellen identifiziert. Drei dieser vier
neuen Edierungsstellen fur Nicotiana, ndhG-17, ndhG-116 und rp/23-30, passen
nicht in das herkdbmmliche Raster von Edierungsstellen, da durch Edierung nicht das
entsprechende in M. polymorpha kodierte Codon hergestellt wird, sondern sich die

jeweilige Kodierung nach Edierung von M. polymorpha unterscheidet.
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Nicotiana
glutinosa MING-17 ndhG-116 1pI23-24. 1pl23-30
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Abbildung 3-9: Neu identifizierte Edierungsstellen in N. glutinosa
Reprasentative DNA- und cDNA Sequenzausschnitte aus N. glutinosa fir die in Solanaceaen neu
identifizierten Edierungsstellen ndhG-17, ndhG-116, rpl23-24 und rp/23-30 (vgl. Tab. 3-7).

3.2.2 Heterologe Edierung nicht homologer Edierungsstellen

Die Editotypenunterschiede zwischen N. glutinosa mit N. tabacum in ndhA-358 und
ndhD-293 kdnnten zu einer Inkompatibilitat von Kern- und Plastidengenom beitragen,
da sie jeweils in einer Art ediert werden, in der anderen aber bereits auf DNA-Ebene
fur die konservierte Aminosaure kodieren. Das Kerngenom von N. glutinosa konnte
bezuglich der Edierungsstelle in ndhA-358 mit dem Plastidengenom von N. tabacum
inkompatibel sein, falls — wie es dem bisherigen Modell von plastidarer Edierung ent-
spricht — der Spezifitatsfaktor nicht (mehr) funktionell im Kerngenom von N. glutinosa
kodiert ist. Fir ndhD-293 stellt sich die Situation bezliglich der Arten umgekehrt dar.
Um kompatibel mit dem Plastidengenom von N. glutinosa zu sein, musste N. taba-

cum den Spezifitatsfaktor fur diese Edierungsstelle bereitstellen.

Die Tabakvarietat N. tabacum var. Samsun (NN) bietet die Mdoglichkeit die
N. glutinosa spezifische Edierungsstelle ndhD-293 im fremden Kernhintergrund zu
untersuchen. Direkt sequenzierte, die Edierungsstelle Uberspannende cDNA-PCR-
Produkte zeigten, dass die Edierungsstelle ndhD-293 im fremden Kernhintergrund
von N. tabacum ediert wird (Abb. 3-8 B). Der Edierungsfaktor scheint aber nicht an
das eingekreuzte N-Gen aus N. glutinosa gekoppelt zu sein. Die photoautotroph
wachsende [Nt(Ab)]-Cybride (Kushnir et al. 1986; Kushnir et al. 1987) besitzt ein
reinerbiges N. tabacum Kerngenom ohne N-Gen und ist ebenfalls in der Lage ndhD-
293 zu edieren (Tillich et al. 2006b). Die Edierungsstelle wird sowohl in sexuell als
auch somatisch erzeugten alloplasmatischen Pflanzenlinien ediert. Der Nukleus von

N. tabacum besitzt also die Edierungskapazitat fur die artfremde Edierungsstelle
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ndhD-293. Somit zeigt er sich hinsichtlich plastidarer RNA Edierung kompatibel mit

der artfremden Plastide aus N. glutinosa.

Heterologes Edieren wurde zum ersten Mal in N. tabacum fur die aus Spinat einge-
brachte Edierungsstelle in ndhA-189 beschrieben (Schmitz-Linneweber et al. 2001).
Frihere Versuche deuteten darauf hin, dass Edierungsstelle und Spezifitatsfaktor
evolutionar gekoppelt sind und somit fur heterolog eingebrachte Edierungsstellen
der/die entsprechende(n) Faktor(en) nicht zur Verfigung stehen (Bock et al. 1994;
Reed und Hanson 1997).

Die Ergebnisse dieser und weiterer Arbeiten zeigten, dass vier von bisher zehn in
fremdem Kernhintergrund getesteten Edierungsstellen heterolog ediert werden (Tab.
3-10, publiziert in Tillich et al. 2006b). Eine Edierungsaktivitat ist also trotz der
Abwesenheit der Edierungsstelle (T auf DNA) in fast der Halfte aller bisher unter-
suchten Falle vorhanden. Somit handelt es sich bei heterologer Edierung nicht um
eine Ausnahme. Offensichtlich sind die benétigten Faktoren in vielen Fallen evolutio-
nar stabiler als zunachst angenommen worden war.

Die bezuglich heterologer Edierung untersuchten Edierungsstellen wurden mit
bereits vorhandenen Daten aus verschiedenen Arten innerhalb der Spermatophyta
verglichen (Tab. 3-10). Fehlende Daten zur Edierung der jeweiligen Stellen in ver-
schiedenen Spezies wurden durch Sequenzierung der aus Gesamt-RNA erhaltenen,
mittels PCR amplifizierten cDNA erganzt (Tab. 3-10). Den heterolog edierten Stellen
ist gemein, dass sie weit verbreitet innerhalb der Spermatophyta sind, wahrend die
nicht heterolog edierten Stellen auf wenige Arten beschrankt sind (Tab. 3-10). Ist
eine Edierungsstelle (C-U Edierung auf RNA-Ebene) also phylogenetisch weit
verbreitet, scheint der entsprechende Edierungsfaktor evolutionar stabil zu sein.
Edierungsfaktoren kdénnen also entsprechend ihrer evolutionaren Stabilitat klassi-

fiziert werden.

Die evolutionare Stabilitat bestimmter Edierungsfaktoren koénnte durch eine
zusatzliche Funktion erklart werden, wie bereits friher vermutet worden war (Covello
und Gray 1993). Uber die Natur dieser weiteren Funktion, kann jedoch nur spekuliert
werden, da Spezifitatsfaktoren fur das Edierungssystem in Plastiden hoherer Pflan-

zen mit einer Ausnahme noch nicht identifiziert werden konnten (Kotera et al. 2005).
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Tabelle 3-10: Heterologe Edierung und phylogenetische Verbreitung getesteter
Edierungsstellen innerhalb der Spermatophyta

Angiospermae Gymno-
Dicotyledoneae Monocotyledoneae | spermae
N. tab. N. syl N. glu. N. tom. A. bel. P. sat. S. ole. Z. may. 0. sat. P. thu.
ndhA | L189" L1892 L1893 S189L! S189L4 L1895 S191L" | S188L8 S188L7 | -#
—§1 ndhD | L293%10 | L2931 S293L°9 S$293L1M | S293L4 S293L3 S$293L® | S293L8 S293L7 | -8
% psbE | P72812 P72813 P72S18 P72S13 S7210 S725 S7214 S7215 S7218 P72S17
= rps14 | P50L™2 P50L1 P50L1 P50L" L5010 L50° P50LA L5315 L5318 S49L17
atpA P264L12 | P264L3 | P264L® | P264L'3 L2645 L2644 L26415 L26418 L2648
_8.' ndhD | S200L'2 | S200L'2 | S200L'¢ | S200L"3 L2005 L2004 L2005 L2001 A
;% ndhD | S225L'12 | S225L1F | §225L'8 | S225L13 / | S225L°5 L2254 22515 L2258 8
fa:j pshE R | Fos't F26° F262 F262 | S26F5 | S28F® | Foe's F26' F269
E rpoB L2081 L2083 L2082 L2082 L2085 L2084 P206LE
rpoB | | L&oan L80%9:3 L3092 S809L4 nb LB81415 L&1415 5814L=
nb |naha | S3s8Fi2 | s3seFi |Lasse | s3seFn | saser: S360F? | S357F0 | S357F7 | =

Heterolog edierte Edierungsstellen: ndhA-189 (Codon in Nicotiana tabacum), ndhD-293, psbE-72, rps14-50, weite
phylogenetische Verbreitung; nicht heterolog edierte Edierungsstellen: atpA-264, ndhD-200, ndhD-225, psbF-26, rpoB-208,
rpoB-809, phylogenetisch eingeschrankte Verbreitung und/oder Edierung nicht essentiell; weite phylogenetische Verbreitung
der nicht auf heterologe Edierung getesteten Edierungsstelle ndhA-358, die im Vergleich zwischen Nicotiana tabacum und
Nicotiana glutinosa spezifisch fur Nicotiana tabacum ist; N. tab.: Nicotiana tabacum; N. syl.: Nicotiana sylvestris; N. glu.:
Nicotiana glutinosa; N. tom.: Nicotiana tomentosiformis; A. bel.: Atropa belladonna; P. sat.: Pisum sativum; S. ole.: Spinacia
oleracea; Z. may.: Zea mays; O. sat.: Oryza sativa; P. thu.: Pinus thunbergii; angegeben ist die jeweilige, auf DNA kodierte
Aminosaure und gegebenenfalls die nach Edierung kodierte Aminosdure an der entsprechenden Codonposition des
jeweiligen Organismus; griin: konserviertes Codon (T auf DNA), heterologe Edierung nicht endogener Edierungsstelle (C-U
auf mMRNA) im Kernhintergrund der angegebenen Art; hellgrau: konserviertes Codon (T auf DNA), heterologe Edierung in der
jeweiligen Art nicht getestet; dunkelgrau: endogene Edierungsstelle wird ediert (C-U auf mRNA); rot: konserviertes Codon (T
auf DNA), keine heterologe Edierung (C auf mRNA); schwarz: endogene Edierungsstelle wird nicht ediert (C in mRNA); nb:
nicht bestimmt; -: Gen nicht vorhanden; ' (Schmitz-Linneweber et al. 2001); 2 (Tillich et al. 2006b); % diese Arbeit, nicht
gezeigt: * (Schmitz-Linneweber et al. 2002); ° (Inada et al. 2004); ® (Maier et al. 1995; Tillich et al. 2001); ” (Corneille et al.
2000); ® Acc. Nr.: D17510; ° Abb. 3-8; ' (Tillich et al. 2006b); "' Acc. Nr.: AB237912; 2 (Hirose et al. 1999); "® (Sasaki, T. et al.
2003); " Acc. Nr.: AJ400848; " Acc. Nr.: X86563; '® Acc. Nr.: X15901; ' (Wakasugi et al. 1996); '® Tab. 3-7; ' (Bock et al.
1994); ® Acc. Nr.: AB240139; ?' Acc. Nr.: AJ316582; # (Reed und Hanson 1997); 2 Pinus sylvestris, diese Arbeit, nicht
gezeigt

In neueren Untersuchungen wurden Edierungsstellen in Gruppen eingeteilt, die
moglicherweise vom selben Spezifitatsfaktor erkannt werden (Chateigner-Boutin und
Hanson 2002, 2003; Tillich et al. 2005). Der Selektionsdruck auf den Erhalt des
Faktors konnte somit die Edierung einer anderen Edierungsstelle sein. Der
Spezifitatsfaktor, der die Edierung der heterologen Edierungsstelle ndhD-293 ver-
mittelt, mUsste somit auch fur die Erkennung einer weiteren Edierungsstelle verant-
wortlich sein. Hierzu wurde das Plastidengenom von Nicotiana tabacum (Acc. Nr.
Z00044) auf Homologien zum Bereich -32 bis +7 um die Edierungsstelle ndhD-293
(= 0) Uberpruft. Dieser Bereich sollte nach jetzigem Kenntnisstand das fur die
Spezifitatsfaktorbindung essentielle cis-Element einschlieRen. Da die Sequenzhomo-
logien der cis-Elemente sehr schwach sind und bisher kein einheitliches Motiv
identifiziert werden konnte wurde fur die Suche die Software ,Pattern Hunter 2.0
(Bioinformatics Solutions Inc.; Waterloo, ON, Canada; http://www.bioinformatics

solutions.com/products/ph/) eingesetzt, die im Vergleich zu BLAST sensitiver und
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schneller ist. Die wenig stringent gewahlten Parameter (s 2 -G1-E1-r2-q-1-e
100000 -N 1000 -Ns 1000 -multi 16) lieferten 30 Treffer, wovon keiner eine bereits
bekannte Edierungsstelle aus Samenpflanzen betraf. Vier dieser Treffer befanden
sich in Leserichtung proteinkodierender Bereiche bekannter Gene und hatten an der
Nukleotidposition 0 bzw. +/-1 ein Cytidin, welches als potentielles Ziel flir Edierung
betrachtet wurde. Diese Treffer sind ndhB-125 (Gct, Grossbuchstabe = Position 0),
psbH-5 (aCt), orf99-29 (Ctt) und ycf4-55 (Cag). Eine Uberprifung der cDNA aus
N. tabacum Gesamt-RNA ergab, dass keine dieser Stellen ediert wird (nicht gezeigt).
Auch eine nach den gleichen Kriterien identifizierte Position im Mitochondriengenom
von N. tabacum (Acc. Nr. AP006341, orf102a-46) zeigte keine Edierung (nicht
gezeigt). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der spezifische Edierungs-
faktor fur die Edierungsstelle in ndhD-293 zusatzlich in die Prozessierung einer
weiteren Edierungsstelle involviert ist, die vorliegenden Ergebnisse geben jedoch

keinen Hinweis darauf.

Fir die Edierungsstelle in ndhA-358 musste das Plastidengenom von N. tabacum
im Kernhintergrund von N. glutinosa Uberpruft werden. Dafur sind keine allo-
plasmatischen Nicotiana Linien verfugbar. Fur die Edierungsstelle ndhA-358 wirde
die Kreuzung N. tabacum @ x N. glutinosa & (hybrider Genotyp [NtNg(Nt)]) die
Edierungsstelle in den hybriden Kernhintergrund aus N. tabacum und N. glutinosa
bringen (Abb. 3-10). Durch Rickkreuzungen mit N. glutinosa kdnnte genetisches
Material von N. tabacum sukzessive eliminiert werden. Die durchgefuhrten Kreu-
zungen von N. tabacum var. Petit Havanna ¢ x N. glutinosa & waren im Gegensatz
zu fruheren, fUr andere N. tabacum Varietaten beschriebenen Ergebnissen aulierst
vielversprechend (Clausen und Goodspeed 1925). Die Samenkapseln der mit N. glu-
tinosa bestaubten N. tabacum Bluten entwickelten sich vergleichbar zu geselbsteten
N. tabacum Bluten. Die F1-Generation war in ihrer Wuchsform einschlief3lich der
Blutenmorphologie N. tabacum sehr ahnlich (Abb. 3-10), aber selbststeril und nicht
rickkreuzbar mit N. glutinosa. Somit konnte die entsprechende Edierungsstelle nicht
in der F2-Generation auf Edierungsdefekte untersucht werden. Die hybriden F1-
Pflanzen wiesen keine Reduktion der Edierungseffizienz in ndhA-358 auf (nicht
gezeigt). Dieses Ergebnis ist aufgrund der erwarteten Kerngenomzusammensetzung
mit dem vollstandigen Chromosomensatz von N. tabacum und der angenommenen

rezessiven Auspragung fur Spezifitdtsfaktoren nicht Uberraschend und erlaubt

105



3. ERGEBNISSE

N. tabacum
var. PH

®
ol e

X —
® Q
G,

N. glutinosa

N. glutinosa

Abbildung 3-10: Kreuzungsschema zur Introgression einer N. tabacum spezifischen
Edierungsstelle in den Kernhintergrund von N. glutinosa

Kreuzungsschema mit uniparentaler, maternaler Plastidenvererbung. Im N. tabacum Kerngenom ist

fir die Edierung einer Edierungsstelle (C-U) ein funktionelles Allel fir den Spezifitatsfaktor (E)

vorhanden. Als Folge eines nicht-funktionellen Allels des Spezifitatsfaktors (e) in N. glutinosa, auf-

grund der Abwesenheit der Edierungsstelle (T), kdnnten Teile der F2-Generation Edierungsdefekte

aufweisen (C). Kreise: Nuklei; Ovale: Plastiden; Bild: Blite einer Hybride in der F1 Generation.

keinerlei Aussage uber eine eventuelle heterologe Edierung der N. tabacum
spezifischen Stelle durch N. glutinosa.

Als zweite Mdglichkeit wurde getestet, ob die Edierungsstelle ndhA-358 mittels
Plastidentransformation in das Plastidengenom von N. glutinosa eingebracht werden
konnte. Vorraussetzung hierflir ware zum einen Sensitivitdt gegen Spektinomycin,
um eine Selektion auf rekombinante Plastidenchromosomen zu gewahrleisten, und
zum anderen ware es die Fahigkeit der in vitro Regeneration von N. glutinosa. Das
Ausbleichen der Blattsticke von N. glutinosa auf Selektivmedium zeigte, dass die
organellare Translation bereits ab einer Spektinomycinkonzentration von 300 pg/ml
gehemmt zu sein scheint. Somit ware eine Selektion auf den Resistenzmarker aadA
moglich. Allerdings konnte auf nicht-selektivem RMOP-Medium selbst durch die
Verdopplung der Hormonkonzentration auf 2 mg/l BAP und 0,2 mg/l NAA Uber einen
Zeitraum von sechs Monaten kein Sprosswachstum aus dem entstandenen
Kallusgewebe induziert werden.

Es gibt also keinen experimentellen Beweis fur oder gegen heterologe Edierung der
N. tabacum spezifischen Edierungsstelle ndhA-358 im N. glutinosa Kernhintergrund.

Hinweise darauf ergeben sich lediglich durch die theoretische Betrachtung
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verfugbarer Daten zu dieser Edierungsstelle. Die Edierungsstelle ndhA-358 besitzt
Ahnlichkeiten zu der synonymen Edierungsstelle (Edierung an der dritten Position im
Codon) atpA-265 (Chateigner-Boutin und Hanson 2003). Das bedeutet, dass
maoglicherweise ein Spezifitdtsfaktor flr die Edierung beider Stellen zustandig ist. In
N. glutinosa verbleibt die Edierungsstelle atpA-265 unediert. Nur in N. tabacum var.
BY4 und N. tabacum var. SNN findet Edierung statt (Tab. 3-7). Die Edierungsaktivitat
fur atpA-265 scheint somit spezifisch fur N .tabacum zu sein. Im Falle der Koedierung
der Stellen afpA-265 und ndhA-358 ware eine im Kerngenom von N. glutinosa
kodierte Edierungsaktivitat also unwahrscheinlich. Ordnet man hingegen ndhA-358 in
die Tabelle mit bisher auf heterologe Edierung untersuchten Edierungsstellen ein
(Tab. 3-10), so ist die weite phylogenetische Verbreitung dieser Edierungsstelle zu
erkennen. Falls also tatsachlich die phylogenetische Verbreitung von Edierungs-
stellen mit der Stabilitat der jeweiligen Spezifitatsfaktoren korreliert, konnte fur die
Edierungsstelle ndhA-358 erwartet werden, dass N. glutinosa den Spezifitatsfaktor
besitzt und somit in der Lage ist sie zu edieren. Da fur N. glutinosa bisher jedoch
keinerlei Daten bezuglich der Fahigkeit heterologer Edierung erhoben sind, ist diese

Betrachtung rein spekulativ

3.2.3 Unterschiedliche Edierungseffizienz an nicht-speziesspezifischen
Edierungsstellen

Wie die Analyse der transplastomischen mA-Linie gezeigt hat, kdnnte auch partielle
Edierung zu einer Unvertraglichkeit von Kerngenom und Plastom beitragen, da dies
ebenfalls zu einer Reduktion der Fitness fuhren kann. Aus diesem Grund wurden
zusatzlich zu den nicht homologen Edierungsstellen alle in N. glutinosa identifizierten
Edierungsstellen bezuglich Edierungseffizienz in N. tabacum var. SNN, also im
Kernhintergrund von N. tabacum, verglichen (Tab. 3-7). Unterschiede, die auf eine
Inkompatibilitdit des Kerns aus N. tabacum mit der Plastide aus N. glutinosa
hindeuten wirden, konnten nicht identifiziert werden. An den Edierungsstellen ndhB-
50 und rpoB-184 wurde im fremden Kernhintergrund ([Nt(Ng)], SNN) sogar eine
erhohte Effizienz im Vergleich zu N. glutinosa festgestellt. Anstatt partiell zeigten sich
diese Positionen voll ediert. Ebenfalls erhdoht war die Edierungseffizienz fiur die
synonyme Edierungsstelle atpA-265. Wahrend diese Stelle in N. glutinosa nicht

ediert wird, wird sie im fremden Kernhintergrund in N. tabacum var. SNN wie in
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N. tabacum partiell ediert. Der Spezifitatsfaktor fir diese Edierungsstelle scheint
somit N. tabacum spezifisch zu sein. Eine Auswirkung auf die Kompatibilitat des
Kerngenoms von N. glutinosa mit dem Plastidengenom von N. tabacum ist aber
aufgrund der betroffenen synonymen dritten Position im Codon nicht zu erwarten. Die
Edierungsstellen ndhF-97, rpoB-113, rpoB-158, rpoC1-21 und rpoC2-1248 waren
sowohl in N. glutinosa, als auch in SNN partiell ediert und unterschieden sich so nur
von der Situation in N. tabacum. Dort sind diese Stellen als voll ediert beschrieben
(Tab. 3-7). Ein Grund fur die beobachteten Unterschiede der Edierungseffizienz
konnten Unterschiede in den cis-Elementen der Edierungsstellen sein. Der einzige
Unterschied innerhalb eines putativen cis-Elements betroffener Edierungsstellen wur-
de fur die Edierungsstelle rpoC7-21 an Nukleotidposition -11 (Edierungsstelle = 0)
gefunden (Tab. 3-11). Weitere Unterschiede in cis-Elementen von Edierungsstellen
beider Arten (N. tabacum und N. glutinosa) in ndhG-17 (-2 = Sequenzunterschied),
mps2-45 (-29) und rps2-83 (-14) (Tab. 3-11) schlugen sich nicht auf die
Edierungseffizienz in der Genomkombination [Nt(Ng)] (SNN) nieder.

Tabelle 3-11: Unterschiede zwischen putativen cis-Elementen gemeinsamer
Edierungsstellen von N. tabacum und N. glutinosa

Edierungsstelle Spezies putatives cis-Element

ndhG-17 Nt aatacatgattttcttttagtctttctaggIthggtctt

Ng aatacatgattttcttttagtctttctaggatCgggtctt
rpoC1-21 Nt tcgatataaacatcaacagct@cgaattggatCagtttct
Ng tcgatataaacatcaacagctiEcgaattggatCagtttct
ps2-45 Nt tatf@tctgcaaagcgtaagggtattcatattaCaaatctt
Ng tat@tctgcaaagcgtaagggtattcatattaCaaatctt
ps2-83 Nt aattgttggtaccaaaaalflaaagcagctgattCagtagag
Ng aattgttggtaccaaaaaaaagcagctgattCagtagag

Edierungsstelle aus dem entsprechenden Gen mit Codonposition in Nicotiana tabacum; Spezies: Nt:
Nicotiana tabacum, Ng: Nicotiana glutinosa; putatives cis-Element von -32 bis +7; C: Edierungsstelle in
hellgrau hinterlegtem Codon; dunkelgrau hinterlegt: Unterschied zwischen Nt und Ng

Interspezifische Unterschiede in der Effizienz von Edierung bzw. Unterschiede in
cis-Elementen scheinen also keinen Einfluss auf die Kompatibilitdt des Kerngenoms

von N. tabacum mit dem Plastidengenom von N. glutinosa zu haben.
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4. Diskussion

Die Cybride mit dem Kerngenom von Atropa belladonna und dem Plastom von
Nicotiana tabacum, [Ab(Nt)], zeigt einen albinotischen Phanotyp (Kushnir et al.
1991). Dieser Phanotyp ist nicht Folge von nuklearen oder plastidaren Mutationen,
sondern das Resultat einer gestorten Interaktion zwischen den artfremden Genomen

dieser Kompartimente.

4.1 Der albinotische Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybriden beruht nicht
auf mitochondriellen Defekten

Neben der hier untersuchten Interaktion zwischen Kerngenom und Plastom spielt in
der pflanzlichen Zelle auch das mitochondrielle Genom (Chondriom) und dessen
Einbindung in das genetische Gesamtsystem eine essentielle Rolle. Welche Aus-
wirkung potentielle mitochondrielle Defekte in Cybriden auf beobachtete Phanotypen
haben, ist dabei schwer zu beurteilen.

Sowohl Mais NCS-Mutanten (non-chromosomal stripe) als auch Arabidopsis CHM-
Mutanten (chloroplast mutator) zeigen Variegation. Dieser Phanotyp wurde in beiden
Fallen auf Rearrangements mitochondrieller DNA zurickgefuhrt (Newton und Coe
1986; Martinez-Zapater et al. 1992). Mitochondrielle Defekte kénnen also Einfluss auf
die Plastidenentwicklung haben. Fur somatische Zellhybridisierungen ist beschrie-
ben, dass sich Mitochondriengenome von denen der Ausgangsarten unterscheiden,
was das Resultat von Rekombinationsereignissen wahrend der Cybridisierung ist
(Belliard et al. 1979). Es ware somit moglich, dass die gestorte Chloroplastendifferen-
zierung der [Ab(Nt)]-Cybriden auch auf Rearrangements im Mitochondriengenom
zuruckzufuhren ist.

Interessanterweise zeigen Cybriden mit dem Kerngenom aus N. tabacum und dem
Plastidengenom aus Petunia hybrida Variegation. Dieser Phanotyp wurde in der Tat
der somatischen Segregation von mutanter und ,normaler® mitochondrieller DNA
zugeschrieben (Bonnett et al. 1993). Aus hellen Blattsektoren konnten jedoch keine
rein albinotischen Pflanzen regeneriert werden. Hochstwahrscheinlich ist der mito-
chondrielle Defekt letal.

Bei der Herstellung der [Ab(Nt)]-Cybriden wurden 29 unabhangige albinotische
Linien isoliert (Kushnir et al. 1991). Alle tragen entsprechende Kern- sowie Plastiden-
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genome. Um den Albinismus durch mitochondrielle Defekte erklaren zu kdnnen,
mussten somit 29 unabhangige Ereignisse zu einem, die Plastidenentwicklung
negativ beeinflussenden, mitochondriellen Defekt gefuhrt haben. Ein &ulerst
unwahrscheinliches Szenario, bedenkt man, dass bisher keine rein albinotischen
Pflanzen aufgrund mitochondrieller Defekte beschrieben sind, Albinismus aufgrund
von plastidaren Defekten jedoch haufig ist (z.B.: Allison et al. 1996; Sundberg et al.
1997; Till et al. 2001; Bauer et al. 2002; Kuroda und Maliga 2003).

4.2 Der Einfluss von Edierungsdefekten auf die Kerngenom-
Plastom-Inkompatibilitat in der [Ab(Nt)]-Cybride

Die Identifizierung essentieller Nukleotidpositionen im N. tabacum Plastom, die den
albinotischen Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybride erklaren kdnnten, erfolgte mit Hilfe von
Suppressormutanten und durch eine mittels somatischer Zellhybridisierung durch-

gefluhrte Komplementation des albinotischen Phanotyps.

4.2.1 Der albinotische Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybride beruht auf dem
Edierungsdefekt in atpA-264

Beide Ansatze — Suppressormutanten und Komplementation — konvergierten in
dem Ergebnis, dass das zweite Nukleotid in Codon 264 in atpA der Ausloser der
Inkompatibilitat zwischen dem A. belladonna Kerngenom und dem N. tabacum
Plastidengenom sein konnte. Das in N. tabacum in atpA kodierte CCC Prolincodon
an Position 264 wird durch RNA Edierung auf mRNA-Ebene in ein CUC Leucincodon
Uberfuhrt. Im Plastidengenom von A. belladonna ist das Leucin bereits auf DNA-
Ebene kodiert (CTC). In der [Ab(Nt)]-Cybride verbleibt das N. tabacum spezifische
CCC Codon unediert. Offensichtlich ist im A. belladonna Kerngenom aufgrund der
Abwesenheit der plastidaren Edierungsstelle (T auf DNA) kein funktionelles Allel fur
den entsprechenden Edierungsfaktor enthalten. In Folge des Edierungsdefektes in
der [Ab(Nt)]-Cybride wird somit wahrscheinlich ein an dieser Aminosaureposition
nicht konserviertes Prolin in das naszierende Polypeptid eingebaut.

Die Suppressormutation macht Edierung an dieser Position unnotig, da bereits auf
DNA-Ebene wie in der ,Wildtyp“ [Ab(Ab)]-Kombination das konservierte Leucin (CTC)
kodiert ist. In der Komplementationslinie [Ab™(Nt)] zeigte sich, dass die Kodierung fiir

das konservierte Leucin, wie in N. tabacum, durch RNA Edierung auf mRNA-Ebene
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hergestellt wird. Durch die Introgression genetischen Materials aus dem Nukleus von
N. tabacum war offensichtlich der oder die bendtigten Edierungsfaktoren fir die
Edierungsstelle atpA-264 in das nukleare Genom der [Ab(Nt)]-Cybride eingefuhrt

worden.

4.2.1.1 Die partielle Edierung von atpA-264 hat einen negativen Effekt auf die
Pflanzenentwicklung

Zunachst wurde versucht die Auswirkung eines Edierungsdefekts in atpA-264 in
N. tabacum mittels einer Mutagenese des cis-Elements zu untersuchen. In der dazu
hergestellten transplastomischen N. tabacum Linie, mA, wurden acht Basen inner-
halb des Bereiches -19/+4 um die Edierungsstelle verandert. Dieser Bereich sollte
innerhalb des fur die Spezifitatsfaktorbindung essentiellen cis-Elements liegen (Bock
et al. 1996; Chaudhuri und Maliga 1996; Hirose und Sugiura 2001). Es zeigte sich,
dass diese Veranderung des cis-Elements nicht zu einem vollstandigen Edierungs-
defekt fuhrte, sondern Teile der Transkriptpopulation noch ediert werden konnten.
Dieses Ergebnis war Uberraschend, da sogar der Austausch einzelner Nukleotide
innerhalb des cis-Elements Edierung vollstandig blockieren kann (Bock et al. 1996;
Miyamoto et al. 2004). Offensichtlich war der entsprechende Spezifitatsfaktor fur
atpA-264 noch in der Lage die Edierungsstelle trotzdem zu erkennen, wenn auch mit
verminderter Effizienz. Eine Erklarung ware, dass ein Teil der essentiellen
Erkennungssequenz auflerhalb des von den Mutationen betroffenen Bereichs liegt,
was flr verschiedene Edierungsstellen zuzutreffen scheint (Bock et al. 1996; Sasaki,
T. et al. 2006). Alternativ hierzu konnte das mutagenisierte cis-Element zufallig als
Erkennungssequenz fur einen Spezifitatsfaktor einer anderen Edierungsstelle
dienen. Tatsachlich finden sich schwache Sequenzhomologien zu den cis-Elementen
der Edierungsstellen ndhB-196, ndhB-204, rpl23-24 sowie rps14-27 (Abb. 4-1).
Edierungsstellen mit cis-Elementen ahnlicher Homologie wurden in Cluster
zusammengefasst, die eventuell vom gleichen Spezifitatsfaktor erkannt werden
konnten (Chateigner-Boutin und Hanson 2002, 2003). Eine Koedierung der
Edierungsstelle atpA-264 mit verandertem cis-Element mit einer der genannten

Edierungsstellen erscheint somit moglich.

111



4. DISKUSSION

tgaacgacacactcttataatatacgacgaccCgtccaaa
ggtggggcaagetettc. . .fatlitctggtt. .Catggttt ndhB-196

tgaacgacacagctcttataatatacgacgaccCgtccaaa
gttcatggtttetettigge . £atatggt. . .tCatccggg ndhB-204

tgaacgacacactcttataatatacgacgaccCgtccaaa
ggttattggggaaaaatcaatatact..... tCtaatgtc rpl23-24

ctcttatEEuEENs - . . . [ . . . . . . cgac..cCgtccaaa
gaacagaaatatcattégattcgtiegatcctCaaagaaa rps14-27

Abbildung 4-1: Sequenzhomologien des veranderten cis-Elements der Edierungsstelle
atpA-264 in der Linie mA zu cis-Elementen anderer plastidaren
Edierungsstellen aus N. tabacum

Die cis-Elemente der Edierungsstellen ndhB-196, ndhB-204, rpl23-24 und rps14-27 zeigen schwache

Sequenzhomologien zum veranderten cis-Element der mA-Mutanten. ,,C* Edierungsstelle; hellgrau

hinterlegt: angegebenes Codon mit Edierungsstelle; dunkelgrau hinterlegt: Sequenzhomologien

innerhalb der putativen cis-Elemente; ausgegangen wurde von mindestens 5 aufeinanderfolgenden

Ubereinstimmenden Nukleotiden; unter Einfihrung von Licken wurde nach mind. 3 aufeinander-

folgenden ubereinstimmenden Nukleotiden gesucht, so dass die Anzahl der Licken die Anzahl der

Ubereinstimmungen nicht Ubersteigt.

Welche der Moglichkeiten zutrifft, die eine Edierung zumindest eines Teils der
Transkriptpopulation ermdglicht, ist nicht vorauszusagen. Der Anteil edierten Trans-
kripts ist jedenfalls deutlich, auf weniger als die Halfte der atpA-Transkripte, reduziert.

Unter Standardbedingungen waren keinerlei sichtbare Folgen auf die Entwicklung
der Pflanzen zu erkennen. Erst unter selektiven Bedingungen wie erhohter Tempera-
tur und direktem Sonnenlicht zeigte sich ein klarer Nachteil der mA-Linien im
Vergleich zum Wildtyp. Sowohl die Chlorophyllakkumulation als auch das Wachstum
war durch den partiellen Edierungsdefekt in atpA-264 stark eingeschrankt. Als
Ursache hierfur kann wahrscheinlich die deutlich niedrigere Akkumulation der durch
atpA kodierten o-Untereinheit der plastidaren FoF(-ATPase (CFia) angesehen
werden. Obwohl auch unedierte Transkripte ribosomenassoziiert vorlagen, also
translatiert werden, scheinen stabile Isoformen der CFia nur von edierten
Transkripten hergestellt zu werden. Zumindest geht die partielle Edierung einher mit
einer Reduktion immunologisch nachweisbaren Proteins. Ebenfalls reduziert war die
B-Untereinheit, CF1pB, als direkter Interaktionspartner. Dies kdonnte die direkte Folge
der mangelnden Verfugbarkeit von funktioneller CFia-Untereinheit sein. Far
Thylakoidmembrankomplexe ist bekannt, dass die Akkumulation verschiedener
Untereinheiten koordiniert reguliert werden kann (z.B. Kuras und Wollman 1994).
Uberfliissige Untereinheiten kénnen dabei zum Beispiel proteolytisch beseitigt

werden. Eine andere Mdglichkeit ist, die Translation verschiedener Untereinheiten in
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Abhangigkeit der Verfugbarkeit einer jeweils anderen Untereinheit zu regulieren, was
als CES (control by epistasy of synthesis) bezeichnet wird (Wollman et al. 1995;
Choquet et al. 1998). Fur die plastidare FoF1-ATPase scheint tatsachlich — zumindest
in Chlamydomonas — eine solche Regulation zu existieren. So sind der
membranintegrale CFo-Komplex und der 16sliche CF4-Komplex in ihrer Akkumulation
voneinander abhangig. Dies gilt auch fir einzelne Komponenten der jeweiligen
Komplexe, wie z.B. CFqa. und CF+f (Uberblick z.B. in Choquet und Vallon 2000).

Fir vollstandige Edierungsdefekte wurden bereits mutante Phanotypen beschrie-
ben (Bock et al. 1994; Zito et al. 1997). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
mussen aber auch partielle Edierungsdefekte fur Funktionsstérungen in Betracht

gezogen werden.

4.2.1.2 Ein Leucin an Aminosaureposition 264 in CFa ist essentiell fur eine
normale Chloroplastendifferenzierung

Nachdem ein vollstandiger Edierungsdefekt durch eine Veranderung des cis-Ele-
ments der Edierungsstelle atpA-264 nur bedingt erfolgreich war, wurde versucht die
Bedeutung der moglicherweise kritischen Aminosaureposition fur den Albinismus der
[Ab(Nt)]-Cybride Uber einen alternativen transplastomischen Ansatz in N. tabacum zu
untersuchen. Eine AtpA L264W Substitution fihrte dabei in den Mutanten, ahnlich
wie die angenommene AtpA L264P Substitution in der [Ab(Nt)]-Cybride, zu voll-
standiger Chlorophylldefizienz.

Ein Leucin an Position 264 in AtpA scheint somit essentiell fur eine intakte Chloro-
plastendifferenzierung zu sein. Wie aus den Suppressormutanten ersichtlich wird,
scheint es dabei keine Rolle zu spielen, ob es auf DNA-Ebene kodiert ist, oder auf

MRNA-Ebene durch Edierung hergestellt wird.

Es bestand jedoch weiterhin die Madglichkeit, dass andere, nicht identifizierte
plastidare Mutationen in den Suppressormutanten oder andere essentielle Faktoren
fur die Chloroplastendifferenzierung in der Komplementationslinie mitverantwortlich
fur die Ergrinung hatten sein konnen. Um zu bestatigen, dass der identifizierte
Polymorphismus tatsachlich allein die Fehlentwicklung der [Ab(Nt)]-Cybride
verantwortet, wurde das identifizierte Nukleotid (atpA-264:CCC) mit Hilfe eines

transplastomischen Ansatzes in N. tabacum an die A. belladonna Sequenz
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angeglichen (atpA-264:CTC). Dieses Plastidengenom wurde mit dem A. belladonna
Kerngenom kombiniert. Die erhaltenen [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden waren in der Lage
Chlorophyll zu akkumulieren und auf Erde photoautotroph zu wachsen. Zur Kontrolle
hergestellte [Ab(Nt:CCC)]-Cybriden, die nur den fur die Plastidentransformation
notigen Selektionsmarker trugen, nicht jedoch die Punktmutation, waren phano-
typisch nicht von der urspringlichen albinotischen [Ab(Nt)]-Cybride zu unterscheiden.
Der einzige Unterschied im plastidaren Genom zwischen den grunen [Ab(Nt:CTC)]-
Cybriden und den weilden [Ab(Nt:CCC)]-Cybriden ist die zweite Nukleotidposition in
atpA-264. Der Albinismus der [Ab(Nt)]-Cybride kann also auf genau einen
Edierungsdefekt und somit ein einziges Nukleotid zurickgefuhrt werden. Das
photoautotrophe Wachstum der [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden zeigt, dass maoglicherweise
zusatzlich gestorte Interaktionen, die zur Inkompatibilitdt zwischen dem A.
belladonna Kerngenom und dem Plastidengenom von N. tabacum beitragen
kdnnten, weitaus weniger gravierend sind.

Die aus dem Edierungsdefekt wahrscheinlich resultierende AtpA L264P
Substitution scheint in der [Ab(Nt)]-Cybride die Funktion der a-Untereinheit der
I6slichen F¢-Komponente der plastidaren FoF-ATPase, CFia, soweit zu
beeintrachtigen, dass die Chloroplastendifferenzierung zum Erliegen kommt. Das
Gleiche qilt fur die AtpA L264W Substitution in N. tabacum WAT-Mutanten.

Auf molekularer Ebene wurde in den albinotischen Pflanzen eine starke Reduktion
des atpA-Transkripts nachgewiesen. Eine ahnliche Reduktion der atpA-Transkripte
ist aber auch fur photosynthetisch nicht aktive N. tabacum BY-2 Zellen beschrieben
(Miyagi et al. 1998). Pleiotrope Veranderungen in der Transkriptakkumulation und
Transkriptmustern plastidarer Operons sind in der Tat typisch fur albinotische
Mutanten (Han et al. 1993; Silhavy und Maliga 1998; Zubko und Day 2002; Williams
und Barkan 2003). Es ist also unwahrscheinlich, dass der Edierungsdefekt oder die
Mutation einen direkten Einfluss auf die Transkriptakkumulation von atpA hat.
Vielmehr scheint die reduzierte Transkriptmenge Folge und nicht Ursache des
albinotischen Phanotyps zu sein. Andere Transkripte akkumulieren normal. In der
N. tabacum WAT-Mutante konnte das z.B. fur den eingebrachten Resistenzmarker,
aadA, gezeigt werden. Auch in der [Ab(Nt)]-Cybride akkumulieren verschiedene

plastidare Transkripte ahnlich wie in A. belladonna oder N. tabacum (Schmitz-
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Linneweber 2002). Die albinotischen Linien sind also nicht generell in der plastidaren

Transkription gestort.

Die Transkriptmenge von atpA war stark reduziert, aber nachweisbar. Das Produkt,
CFia, konnte hingegen in Westernanalysen nicht detektiert werden. Einerseits
konnte die reduzierte Transkriptmenge limitierend sein, was jedoch nicht die
vollstandige Abwesenheit des Genproduktes erklaren kann. Andererseits kdnnte die
durch den Edierungsdefekt wahrscheinliche Aminosauresubstitution oder die Amino-
sauresubstitution durch die Mutation zu einer instabilen Proteinisoform fuhren. Neben
CFia, als Untereinheit der FoF{-ATPase, waren auch weitere untersuchte Unter-
einheiten der anderen Hauptkomplexe des photosynthetischen Elektronentransports
betroffen. PsaC, PsbE und PetA der Photosysteme | und Il sowie des Cytochrom bgf
Komplexes waren weder in der [Ab(Nt)]-Cybride noch in der N. tabacum WAT-
Mutante immunologisch nachweisbar. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
bestatigten den volligen Zusammenbruch des fur Chloroplasten charakteristischen
und fur die Photosynthese essentiellen Thylakoidmembransystems. Ein direkter
Zusammenhang zwischen Edierungsdefekt bzw. Mutation und der Stabilitat von
CF1a ist also nicht zwingend, vielmehr hat der Defekt in der Thylakoid-ATPase eine
wesentlich weitreichendere negative Auswirkung auf die Akkumulation vieler — wenn
nicht sogar aller — Photosynthese-assoziierter Proteine.

Diese reduzierte Akkumulation verschiedener Proteine in den albinotischen Linien
kdnnte bereits auf einem Translationsdefekt basieren. Alternativ hierzu ware aber
auch eine posttranslationale Degradierung denkbar. Die Expression des Resistenz-
markers in den Plastiden der N. tabacum WAT-Mutante ist Vorraussetzung fur die
Selektion auf die eingefuhrte Mutation. Allein die Existenz dieser albinotischen
Mutante beweist somit, dass die Translation in den Plastiden der WAT-Mutante
funktioniert. Fur die [Ab(Nt)]-Cybride war ein genereller plastidarer Translationsdefekt
bereits frUher ausgeschlossen worden (Schmitz-Linneweber 2002). Die hier
untersuchten albinotischen Linien sind also grundsatzlich in der Lage Proteine
innerhalb der Plastide zu synthetisieren. Bei der gestdrten Akkumulation photosyn-
theseassoziierter Proteine scheint es sich also eher um einen posttranslationalen
Effekt zu handeln. Unklar ist jedoch, ob die funktionslose CF a-Untereinheit der

ATPase direkt abgebaut wird, oder aber zunachst ein nicht-funktioneller Komplex
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assembliert wird, der dann im weiteren Verlauf wie die anderen hier untersuchten
photosyntheseassoziierten Proteine abgebaut wird.
Die Ursache des Verlustes aller fur die Photosynthese essentieller Strukturen ist

jedoch zweifelsfrei die defekte CF a-Untereinheit der plastidaren FoF-ATPase.

4.2.1.3 Der Albinismus der [Ab(Nt)]-Cybride und der Nicotiana tabacum WAT-
Mutante kann pharmakologisch phanokopiert werden

Albinismus, wie er hier aufgrund des Defektes in CFa ausgeldst wird, war bisher in
Landpflanzen fur Mutanten, die in der plastidaren FoF4-ATPase betroffen sind, nicht
beschrieben. Nukleare Maismutanten mit stark reduzierter atpA-Expression sind
beispielsweise hellgrin, bevor die Keimlinge nach ca. drei Wochen absterben
(Jenkins et al. 1997; McCormac und Barkan 1999). Sie zeigen also eine schwacher
ausgepragte Pigmentdefizienz, als dies fur die [Ab(Nt)]-Cybride oder die N. tabacum
WAT-Mutante der Fall ist. Eine A. thaliana T-DNA-Insertionsmutante (dpa7) in atpC1
zeigt ebenfalls Keimlingssterblichkeit (dal Bosco et al. 2004). Solche Mutanten
konnten — ebenfalls wie albinotische Mutanten — nur Uber in vitro Kultur gerettet
werden, zeigten dann aber eine ,fast normale Pigmentierung® (dal Bosco et al. 2004).
Die essentielle Funktion der Thylakoid-ATPase ist nicht Uberraschend, der hier beo-
bachtete Albinismus aufgrund der Substitution einer einzigen Aminosaure in CFqa

schien jedoch ungewdhnlich zu sein.

Neben den angeflihrten und weiteren genetischen Studien gibt es auch pharma-
kologische Untersuchungen der plastidaren FoF:-ATPase. Das fungale Herbizid
Tentoxin inhibiert die ATP-Synthese in Chloroplasten sensitiver Pflanzenarten. Die
inhibierte Photophosphorylierung geht dabei einher mit chlorotischen Effekten
(Steele et al. 1976). Plastiden in Kotyledonen von Gurkenkeimlingen, die mit
Tentoxin behandelt wurden, zeigen &ahnliche ultrastrukturelle Merkmale wie die
[Ab(Nt)]-Cybride und die N. tabacum WAT-Mutante (Halloin et al. 1970). Ebenso ist
die Akkumulation verschiedener plastidarer Proteine, wie. z.B. CFia, CF4p, LHCII
und Rbcl, in sensitiven Arten stark reduziert (Holland et al. 1998). Albinismus, wie er
in der [Ab(Nt)]-Cybride und der WAT-Mutante in Folge einer defekten CF a-Unter-

einheit auftritt, kann also durch Tentoxin phanokopiert werden.

116



4. DISKUSSION

Die Sensitivitat verschiedener Pflanzenarten gegenuber Tentoxin wurde als ab-
hangig von der an Codonposition 83 in atpB kodierten Aminosaure beschrieben (Avni
et al. 1992). Neben der Interaktion von Tentoxin mit CF4f wurden jedoch zunehmend
auch Interaktionen mit der CFia-Untereinheit diskutiert (Santolini et al. 1998; Tucker
et al. 2000; Tucker et al. 2001). Die Modellierung des Tentoxinmolekils in ein 3D-
Strukturmodell der CF4, aus Spinat zeigte an der Grenzflache der o und B Unter-
einheit eine Tasche, bestehend aus vier Tyrosinresten, aY237, aY241, Y271 und
aY293, die potentiell mit Tentoxin interagieren konnten (Minoletti et al. 2002).
Basierend auf der Kristallstruktur einer mit Tentoxin komplexierten plastidaren F-
ATPase, ebenfalls aus Spinat, wurden hydrophobe Wechselwirkungen von Tentoxin
mit al63, olL65, aV75, aY237, alL238 und aM274 beschrieben (Groth 2002).
Offensichtlich beeintrachtigt Tentoxin durch die Interaktion mit CFa innerhalb dieser
Region massiv die Funktion der Thylakoid-ATPase.

Die fur den Defekt in [Ab(Nt)]-Cybriden verantwortliche Aminosaureposition 264 in
CFia ist Teil einer a-helikalen Sekundarstruktur. Zwei Aminosauren, Y271 (Minoletti
et al. 2002) und aM274 (Groth 2002), die in die Interaktion mit Tentoxin involviert zu
sein scheinen, befinden sich ebenfalls innerhalb dieser a-Helix. In der [Ab(Nt)]-
Cybride ist aufgrund des Edierungsdefektes eine AtpA L264P-Substitution erwartet.
Prolin kdnnte als ,Helixbrecher® somit moglicherweise einen ahnlichen Effekt wie
Tentoxin haben. Ahnliches kénnte auch fiir die AtpA L264W-Substitution in der WAT-
Mutante gelten, da Tryptophan erheblich gréf3er als Leucin ist und somit ebenfalls zu

strukturellen Veranderungen fuhren sollte.

Der Mechanismus der Inhibierung der ATPase durch Tentoxin ist noch nicht voll-
standig aufgeklart. In der I6slichen Fq-Untereinheit von F-ATPasen sind jeweils drei
o~ und drei B-Untereinheiten alternierend ringférmig angeordnet. Eine a- und eine -
Untereinheit bilden dabei zusammen jeweils eine katalytische Einheit. Jede dieser
katalytischen (a.f)-Einheiten liegt in einer unterschiedlichen Konformation vor, die die
Affinitdt zum Nukleotid bestimmt. Im Zentrum der drei katalytischen (af)-Einheiten
rotiert die y-Untereinheit, angetrieben durch einen Protonenfluss Uber die membran-
standige Fo-Untereinheit. Die Stellung der y-Untereinheit bestimmt dabei letztlich
gleichzeitig die verschiedenen Konformationen der drei katalytischen (of)-
Untereinheiten (Ubersichtsartikel: Weber und Senior 2003). Die Inhibierung der CF;
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kann durch ein einziges Tentoxinmolekul erfolgen (Santolini et al. 1999; Minoletti et
al. 2002). Tentoxin blockiert vermutlich, vergleichbar mit einem Keil, der zwischen die
o~ und B-Untereinheit gesteckt ist, die Konformationséanderung hin zur offenen, nicht
durch ein Nukleotid besetzten Form einer katalytischen (o3)-Untereinheiten (Groth
2002; Minoletti et al. 2002). Untersuchungen der zu CF4 homologen TF4-Untereinheit
der F-ATPase des thermophilen Bacillus PS3 zeigen, dass durch Tentoxin die
Rotation der y-Untereinheit wahrend der ATP-Hydrolyse in vitro vollstandig
unterbunden wird (Pavlova et al. 2004). Dies legt nahe, dass die mittels Tentoxin
blockierte Konformationsanderung einer (af3)-Einheit zur Blockierung der y-Unterein-
heit fuhrt und somit der Protonenfluss zum Erliegen kommt. Dadurch kommt es
vermutlich zu einer Uberenergetisierung der Thylakoidmembran, in deren Folge
vermehrt Chlorophyll im Triplettzustand (°Chl) und Singulett-Sauerstoff ('0,) sowie
Superoxidanionen (O2") entstehen konnen (Holland et al. 1997). Damit zeigt sich der
gleiche Effekt wie bei durch starker Belichtung ausgelOster photooxidativer Zersto-
rung von Thylakoidmembrankomponenten (Ubersichtsartikel z.B.: Niyogi 1999). Der
Hauptangriffspunkt unter photooxidativem Stress ist zwar das Photosystem Il (Barber
und Andersson 1992; Aro et al. 1993), allerdings konnen samtliche Pigmente, Lipide
und Proteine direkt durch die entstehenden hochreaktiven Molekule oxidiert werden
(Knox und Dodge 1985).

Mutanten, die die chloroplastidare Superoxiddismutase Uberexprimieren sind im
Vergleich zu Wildtyppflanzen weniger empfindlich gegeniber Tentoxin. Eine gestei-
gerte Umsatzrate von O, kann offensichtlich die Toleranz gegenuber Tentoxin
erhohen. Auch durch die Zugabe von Ascorbinsdure als Antioxidans in das Kultur-
medium konnte die Wirkung von Tentoxin herabgesetzt werden (Holland et al. 1997).

Die durch Tentoxin ausgeléste Chlorose koénnte also tatsachlich durch eine
vermehrte Akkumulation hochreaktiver Chlorophyll- und Sauerstoffspezies an der
Thylakoidmembran erklart werden.

Ein Schutzmechanismus gegen ein erhdhtes Aufkommen an hochreaktiven Mole-
kiilen, wie 3Chl und '0,, besteht in der Akkumulation von Carotinoiden (Ubersicht
und Referenzen in: Niyogi 1999). Dies scheint in albinotischen Thylakoid-ATPase-
Mutanten bereits bei Schwachlicht der Fall zu sein (Ralph Bock, personliche
Kommunikation), was ein weiteres Indiz fir die Akkumulation reaktiver Moleklle an

der Thylakoidmembran in Folge einer defekten Thylakoid-ATPase ist.
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Mit Aminosaureposition 264 in CFqa ist eine Domane betroffen, deren Struktur
essentiell fur die Funktion zu sein scheint. Eine strukturelle Veranderung aufgrund
einer Aminosauresubstitution an Position 264 in CFio kdonnte die Funktion der
ATPase in ahnlicher Weise negativ beeinflussen wie das Phytotoxin Tentoxin. Selbst
wenn also die nicht-funktionsfahige CFja-Untereinheit nicht unmittelbar degradiert
wird und zunachst mit den anderen Untereinheiten assembliert wird, bleibt der Effekt
des volligen Verlustes des Photosyntheseapparates erklarbar. Ahnlich wie fir
Tentoxin, konnte der blockierte Energietransfer zu einer Uberenergetisierung der
Thylakoidmembran und in der Folge zur Zerstorung samtlicher ihrer Komponenten

fihren.

4.2.2 Weitere Edierungsdefekte in [Ab(Nt)]-Cybriden konnten zur
Inkompatibilitat beitragen

Der Edierungsdefekt in atpA-264 ist der Ausldser fur den albinotischen Phanotyp
der [Ab(Nt)]-Cybride. Neben diesem waren aber weitere Edierungsdefekte fur tabak-
spezifische Edierungsstellen in der [Ab(Nt)]-Cybride identifiziert worden (Schmitz-
Linneweber 2002). ndhD-200 und -225 blieben wie afpA-264 im fremden Kern-
hintergrund unediert, rps14-50 war partiell ediert. Auch fur eine nicht artspezifische
Edierungsstelle, ndhG-17, die sowohl in A. belladonna als auch in N. tabacum
vorhanden ist (C auf DNA, C-U Edierung), wurde ein Defekt der Prozessierung in der
[Ab(Nt)]-Cybride identifiziert. Vermutlich beruht dieser Defekt auf einem Unterschied
im cis-Element der Edierungsstelle. Die Adaptation des entsprechenden Spezifitats-
faktors auf das jeweilige cis-Element kdonnte dazu flhren, dass die artfremde
Edierungsstelle nicht mehr erkannt wird.

Eine Wertung der Relevanz dieser Edierungsdefekte auf die Inkompatibilitat des
A. belladonna Kerngenoms mit dem Plastidengenom aus N. tabacum ist ohne die
Untersuchung jeder einzelnen dieser Edierungsstellen schwierig. Eine Abschatzung
kann nur anhand der Funktion des jeweils betroffenen Proteins durchgefihrt werden
und/oder durch Betrachtung der Daten zur Edierung der jeweiligen Stelle in anderen

Arten oder Linien.

rps14 kodiert fur ein ribosomales Protein und scheint fur die Pflanzenentwicklung

unentbehrlich zu sein (Ahlert et al. 2003). Somit konnte der partielle Edierungsdefekt
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in rps74-50 unter bestimmten Vorraussetzungen durchaus negative Auswirkungen
haben (vgl. mA-Mutanten). Die anderen Edierungsdefekte betreffen ndh-Gene, die
fur Untereinheiten des plastidaren NDH-Komplexes kodieren, dessen Funktion immer
noch nicht vollstandig aufgeklart ist. Er scheint eine Rolle im zyklischen Elektronen-
transport zu spielen und hauptsachlich unter Stressbedingungen aktiviert zu werden
(z.B.: Casano et al. 2001). Mutanten, die den NDH-Komplex betreffen, zeigen unter
Standardbedingungen keine offensichtlichen Phanotypen (Burrows et al. 1998; Kofer
et al. 1998; Shikanai et al. 1998; Horvath et al. 2000; Kotera et al. 2005). Deshalb
sind drastische Effekte, wie z.B. ein albinotischer Phanotyp, durch die fehlende
Edierung dieser Stellen nicht zu erwarten.

Die Edierungsdefekte der albinotischen [Ab(Nt)]-Cybride an N. tabacum
spezifischen Edierungsstellen, ndhD-200 und -225 und rps14-50, waren in den
grinen Suppressorlinien [Ab(Nt™)] und [Ab(Nt:CTC)] ebenfalls erhalten. Photoauto-
trophes Wachstum ist also auch trotz dieser Edierungsdefekte mdglich. Edierung in
ndhG-17 scheint ebenfalls entbehrlich zu sein. Zumindest verbleibt diese Edierungs-
stelle auch in Nicotiana tomentosiformis unediert — offensichtlich ohne Auswirkung
(nicht gezeigt).

Keiner der Edierungsdefekte hat einen Einfluss auf den Albinismus der [Ab(Nt)]-
Cybride. Ganzlich ausgeschlossen werden kann ein Beitrag dieser Defekte zur Kern-

genom-Plastom-Inkompatibilitat in der [Ab(Nt)]-Cybride aber nicht.

4.2.3 Der Einfluss des Polymorphismus in rpoC2 auf die Kerngenom-
Plastom-Inkompatibilitat in der [Ab(Nt)]-Cybride

Die Suche nach der molekularen Ursache, die die Inkompatibilitat in der
vorliegenden Kombination des Kern- und Plastidengenoms der beiden Solanaceen-
Arten auslost, hatte zunachst zu einem Unterschied im plastidar kodierten rpoC2-
Gen gefuhrt. rpoC2 kodiert fir eine Untereinheit der plastidar kodierten RNA
Polymerase (PEP), die homolog zur eubakteriellen RNA Polymerase ist. Bei dem
Unterschied handelt es sich um eine Insertion/Deletion in einem Bereich des rpoC2-
Gens, der im entsprechenden Genprodukt fur die Interaktion mit nuklear kodierten
Sigmafaktoren verantwortlich ist (Igloi und Kdéssel 1992; Arthur und Burgess 1998;
Arthur et al. 2000). rpoC2 ist aulderdem eines der am schnellsten evolvierenden

plastidaren Gene (Cummings ef al. 1994). Mit der interkompartimentellen Interaktion
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und der schnellen Evolution waren zwei Vorraussetzungen fur Faktoren erflllt, die ei-
ne Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat in engeren Verwandtschaftskreisen auslésen
konnen. Zudem sind fur Nullmutanten von rpo-Genen pigmentdefiziente Phanotypen
beschrieben (Allison et al. 1996; De Santis-Maclossek et al. 1999), was die
essentielle Funktion der PEP fur die Chloroplastendifferenzierung zeigt und den
Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybride erklaren hatte kdnnen.

4.2.3.1 Die Insertion/Deletion in rpoC2 ist nicht verantwortlich fiir die
Pigmentdefizienz in der [Ab(Nt)]-Cybride

Um den Einfluss dieses Polymorphismus auf die Kerngenom-Plastom-Inkompati-
bilitat in der [Ab(Nt)]-Cybride zu untersuchen waren transplastomische N. tabacum
Linien hergestellt worden, die an der entsprechenden Position in rpoC2 die A. bella-
donna spezifische Deletion trugen. Ware der Polymorphismus in rpoC2 die einzige
Ursache des albinotischen Phanotyps der [Ab(Nt)]-Cybride gewesen, hatte die
Eliminierung dieses Unterschieds zu einer intakten Chloroplastendifferenzierung und
somit zu photoautotrophem Wachstum fihren missen.

Die als Plastomdonor fur die Herstellung der [Ab(Nt:AbrpoC2)]-Cybriden verwen-
deten transplastomischen Tabaklinien [Nt(Nt:AbrpoC2)] sowie die entsprechenden
Kontrolllinien [Nt(Nt:NtrpoC2)] zeigten eine schwach ausgepragte Chlorophyll-
defizienz. Die Ursache lag wahrscheinlich in der in unmittelbarer Nahe zum Stop-
Codon eingebrachten aadA-Kassette, die als Selektionsmarker diente. Somit ware im
Fall einer Herstellung der Kompatibilitat ein entsprechend hellgriner Phanotyp
erwartet worden, wie er fur die transplastomischen Tabaklinien [Nt(Nt:AbrpoC2)] und
[Nt(Nt: NtrpoC2)] beobachtet worden war.

Ein Austausch des entsprechenden rpoC2-Fragments im N. tabacum Plastiden-
genom gegen das A. belladonna spezifische Fragment flhrte jedoch ausschliellich
zu albinotischen [Ab(Nt:AbrpoC2)]-Cybriden. Somit konnte der Polymorphismus in
rpoC2 nicht als Hauptursache fur den albinotischen Phanotyp der [Ab(Nt)]-Cybride
angesehen werden.

Unklar war jedoch zunachst, ob der Unterschied in rpoC2 mdoglicherweise in
geringerem Ausmal} zur Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat in der [Ab(Nt)]-Cybride
beitragen konnte. Die Eliminierung des Edierungsdefekts in atpA-264 fuhrte jedoch

zu photoautotrophen Cybriden, obwohl der Polymorphismus in rpoC2 und damit eine
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modgliche gestorte Interaktion von Sigmafaktoren mit dem Apoenzym der plastidar
kodierten RNA-Polymerase immer noch vorhanden waren. Der Polymorphismus in
Form einer Insertion/Deletion in rpoC2 spielt somit fur den albinotischen Phanotyp

der [Ab(Nt)]-Cybride — wenn Uberhaupt — nur eine sehr untergeordnete Rolle.

4.2.3.2 Im Kernhintergrund von Atropa belladonna sind die eigenen Plastiden-
genome gegeniiber denen aus Nicotiana tabacum bevorzugt

Zur Kontrolle durchgefiihrte somatische Zellhybridisierungen der A. belladonna
Linie Ab5 als Kerngenomdonor und der Tabak-Kontrolllinie C2N [Nt(Nt:NtrpoC2)] als
Plastomdonor fuhrten mit zwei Ausnahmen zu den erwarteten albinotischen
Cybriden, die sich genotypisch von den urspringlichen [Ab(Nt)]-Cybriden nur durch
den eingeflgten Selektionsmarker unterscheiden sollten. Alle getesteten albinoti-
schen Linien hatten den Genotyp [Ab(Nt:NtrpoC2)]. Die beiden unter Selektionsdruck
zunachst albinotischen Linien F1CLN-6 und F1CLN-7, die spater auf nicht-selektivem
Medium grune Sektoren entwickelten und nach einem weiteren Regenerationszyklus
vollstandig grun waren, besalRen jedoch Plastidengenome, die vom Kerngenomdonor
A. belladonna stammten. Es handelt sich also nicht um die erwarteten Cybriden,
sondern um Linien deren Genotyp [Ab(Ab)] dem des Kerngenomdonors entspricht.
Offensichtlich befanden sich diese Linien zum Zeitpunkt des Transfers auf nicht-
selektives Medium noch in einem heteroplastomischen Zustand. Die verbliebenen
Plastidenchromosomen aus A. belladonna bildeten dann den Ausgangspunkt fur die
Entwicklung von photosynthetisch aktivem, grinen Gewebe, das erfolgreicher als
weilles Gewebe war und dieses verdrangte. Trotz fehlender Notwendigkeit auf
Saccharose-supplementiertem Medium Photosynthese betreiben zu missen, wurde
die Kombination des A. belladonna Kerngenoms [Ab] mit dem eigenen Plastiden-
genom [(Ab)] stark favorisiert. Offensichtlich hat photosynthetisch aktives Gewebe
erhebliche Vorteile. Durch die mangelnde photosynthetische Aktivitat konnten in der
Cybride somit mdglicherweise sekundar weitere Stoffwechselwege betroffen sein, die

in ihrer Funktion eingeschrankt sind.
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4.3 Bilden plastidare Edierungsstelle und Spezifitatsfaktor eine
evolutive Einheit?

Die Edierungsdefekte in der [Ab(Nt)]-Cybride bestatigten zum Teil frihere
Ergebnisse, die zwischen Edierungsstelle und Spezifitatsfaktor eine evolutionare Ab-
hangigkeit beschrieben hatten. Der interspezifische Transfer plastidarer Edierungs-
stellen hatte gezeigt, dass funktionelle Allele im entsprechenden nukledaren Genom
nur vorhanden sind, wenn zu der eingebrachten Edierungsstelle eine homologe
Edierungsstelle im Plastidengenom vorhanden ist (Bock et al. 1994; Reed und
Hanson 1997). Der Verlust der Edierungsstelle (T auf DNA), so wurde angenommen,
wlrde zum schnellen Verlust des Spezifitatsfaktors fuhren. So ware nicht nur das
Muster der Edierungsstellen artspezifisch, auch die spezifischen trans-Faktoren

wiurden dieses Muster reflektieren.

4.3.1 Die Edierung heterologer, nicht endogener Stellen ist keine
Ausnahme

Zum ersten Mal konnte Edierung einer heterologen, nicht-endogenen Edierungs-
stelle, ndhA-189, aus Spinacia oleracea in N. tabacum gezeigt werden. Dabei wurde
vermutet, dass der spezifische Edierungsfaktor im allotetraploiden N. tabacum vom
vaterlichen Vorfahren ererbt worden war, dessen rezenter Vertreter N. tomen-
tosiformis diese Edierungsstelle besitzt und auch prozessiert (Schmitz-Linneweber et
al. 2001).

Ahnlich kénnte es sich fiir die hier untersuchte Edierungsstelle ndhD-293 verhalten.
Diese Edierungsstelle ist im Vergleich mit N. tabacum spezifisch fur N. glutinosa und
A. belladonna, d.h. in N. glutinosa und A. belladonna wird das auf DNA kodierte C
durch RNA Edierung auf RNA-Ebene in ein U Uberfuhrt, wahrend in N. tabacum
bereits das T auf DNA-Ebene kodiert ist. Der ursprunglichen Annahme folgend, sollte
diese Edierungsstelle also im fremden Kernhintergrund von N. tabacum nicht ediert
werden. Das Gegenteil war jedoch der Fall. Die Analyse der Edierungsstelle ndhD-
293 in N. tabacum var. SNN, also einer Kombination des N. tabacum Kerngenoms
mit dem Plastidengenom von N. glutinosa, zeigte, dass die Edierungskapazitat fur
diese heterologe Edierungsstelle trotz der Abwesenheit der Edierungsstelle im
.eigenen” Plastidengenom (T auf DNA) erhalten war. Bestatigt wurde dieses Er-

gebnis durch die Analyse der homologen Edierungsstelle in der reversen Cybride
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[Nt(Ab)] (Tillich et al. 2006b). Wie ndhA-189 ist auch die Edierungsstelle ndhD-293 in
N. tomentosiformis erhalten und wird prozessiert (Tillich et al. 2006b). Der
Spezifitatsfaktor im N. tabacum Kerngenom konnte somit, wie fur die Edierungsstelle
ndhA-189, vorgeschlagen vom mannlichen Elter, N. tomentosiformis, stammen (vgl.
Schmitz-Linneweber et al. 2001).

Fur die Edierungsstelle ndhA-189 konnte jedoch im Zuge der Doktorarbeit meines
Kommilitonen Michael Tillich gezeigt werden, dass auch der rezente Vertreter des
weiblichen Vorfahrens von N. tabacum und damit der Plastidendonor, N. sylvestris,
die Edierungskapazitat besitzt, obwohl, wie in N. tabacum, die Edierungsstelle
abwesend ist (T auf DNA, Tillich et al. 2006b). Es zeigte sich also, dass nicht wie
ursprunglich angenommen, die Allotetraploidisierung, die zur Entstehung der Art
N. tabacum fuhrte, fur die Edierungskapazitat fir die Edierungsstelle ndhA-189
verantwortlich ist. Der entsprechende Edierungsfaktor ist bereits im diploiden
Kerngenom des maternalen Elters, N. sylvestris, vorhanden, obwohl auch hier die
Edierungsstelle im Plastom fehlt. Fur die heterolog edierte Stelle ndhD-293 stehen
diese Untersuchungen aus, ein vergleichbares Szenario ware jedoch moglich.

Eine Zusammenfassung samtlicher, auf heterologe Edierung getesteter Edierungs-
stellen zeigt, dass von bisher zehn Edierungsstellen, die auf heterologe Edierung in
einem fremden Kernhintergrund untersucht wurden, vier in einem fremden Kern-
hintergrund ediert wurden. Entgegen der bisherigen Annahme handelt es sich also

bei heterologer Edierung also nicht um eine Ausnahme.

4.3.2 Spezifitatsfaktoren zeigen Unterschiede in ihrer evolutionaren
Stabilitat

Generell scheinen heterolog prozessierte Edierungsstellen, wie sie im vorigen
Kapitel beschrieben sind, phylogenetisch weit verbreitet zu sein. Die Edierungs-
faktoren sind trotz der Abwesenheit der Edierungsstelle (T auf DNA) erhalten.
Dagegen werden Edierungsstellen, die auf wenige Arten beschrankt sind, nicht
heterolog ediert. Hierfur fehlen die entsprechenden Spezifitatsfaktoren im fremden
Kerngenom der entsprechenden Art, die diese Edierungsstelle im plastidaren Genom
nicht besitzt (T auf DNA). Die fur phylogenetisch weit verbreitete Edierungsstellen

verantwortlichen Spezifitatsfaktoren scheinen also eine hohere evolutionare Stabilitat

124



4. DISKUSSION

aufzuweisen, als die fur weniger weit verbreitete Edierungsstellen. Betrachtet man
den nach der Allotetraploidisierung weiter im Kerngenom von N. tabacum erhaltenen
Spezifitatsfaktor fur die Edierungsstelle ndhA-189, wird die Annahme einer relativ
hohen evolutionaren Stabilitdt mancher Faktoren weiter unterstitzt. Die Allotetra-
ploidisierung ist zwar nicht der Grund fur die Bereitstellung des Edierungsfaktors, ein
solcher Prozess kann jedoch bereits innerhalb weniger Generationen zum Verlust
redundanten Erbguts fuhren (z.B. Gastony 1991; Guo et al. 1996; Liu et al. 1998;
Galitski et al. 1999; Lim et al. 2000). Es ist also verwunderlich, dass selbst nach
massiven Umstrukturierungen, in Folge der Allotetraploidisierung, genetisches
Material ohne offensichtliche Aufgabe funktionell erhalten bleibt — in diesem Fall der
Edierungsfaktor fur eine nicht vorhandene Edierungsstelle.

Far den Erhalt eines funktionellen Allels des Edierungsfaktors trotz Abwesenheit
der Edierungsstelle musste also ein anderer Selektionsdruck als die Edierung der
entsprechenden Stelle angenommen werden. Eine weitere Funktion von
Edierungsfaktoren, die einen solchen Selektionsdruck darstellen koénnte, wurde
bereits fruh als Grundlage fur ein Modell zur Evolution von RNA Edierung gefordert
(Covello und Gray 1993). Uber die Art dieser weiteren Funktion kann zum
gegenwartigen Zeitpunkt jedoch nur spekuliert werden. Die Edierung einer weiteren
Edierungsstelle ware die einfachste Moglichkeit. Hiernach wirden also mehrere
Edierungsstellen durch einen Spezifitatsfaktor bedient werden. Dies ginge konform
mit der Einteilung von Edierungsstellen in  Cluster aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten innerhalb der putativen cis-Elemente (Chateigner-Boutin und
Hanson 2002, 2003; Tillich et al. 2005).

Edierungsfaktoren kdnnten aber auch in andere zellulare Prozesse involviert sein.
Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist erst ein Spezifitdtsfaktor fur die Edierungsstelle
ndhD-1 identifiziert (Kotera et al. 2005). Dabei handelt es sich um ein PPR-Protein
(Pentatricopeptid Repeat), also ein Mitglied einer relativ heterogenen Proteinfamilie
RNA-bindender Proteine, die vielfaltige Funktionen im organellaren RNA-Meta-
bolismus wahrnehmen kénnen (Lurin et al. 2004). Die postulierte zweite Funktion
eines evolutionar stabilen Spezifitatsfaktors kdnnte also vielfaltiger Natur sein und
musste primar nicht mit RNA Edierung in Verbindung stehen. Die ldentifizierung
weiterer Edierungsfaktoren wird Aufschluss Uber weitere Funktionen der

Edierungsfaktoren geben.
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Im Umkehrschluss wirde die Annahme einer zweiten Funktion flr evolutionar
stabile Edierungsfaktoren bedeuten, dass evolutionar weniger stabile Edierungs-
faktoren keine zusatzliche Funktion neben der Edierung einer bestimmten Edierungs-
stelle haben sollten. Fur eine solche Spezialisierung musste eine Genduplikation und
Adaptation durch Koevolution mit der entsprechenden Edierungsstelle vorausgesetzt
werden (vgl. hierzu Covello und Gray 1993). Ein Verlust der Edierungsstelle (C-T
Mutation) konnte somit ohne Konsequenz fur den jeweiligen Organismus zum Verlust

des entsprechenden Edierungsfaktors fuhren.

Eine Korrelation von heterologer Edierung und phylogenetischer Verbreitung der
Edierungsstelle kann momentan am einfachsten durch eine unterschiedliche evolu-
tionare Stabilitat verschiedener Faktoren erklart werden. Ein Spezifitatsfaktor, der
beispielsweise aufgrund einer zweiten essentiellen Funktion evolutionar stabil ist und
phylogenetisch weit, oder sogar ubiquitar, verbreitet ist, bleibt auch nach dem Verlust
der Edierungsstelle (C-T Mutation) erhalten. Entsteht die Edierungsstelle (wieder)
durch eine T-C Mutation, hat dies keine Konsequenz auf die Kodierung und damit die
Funktion des betroffenen Genproduktes. Die evolutionare Stabilitdt des Faktors
ermdglicht also eine Fluktuation der entsprechenden Edierungsstelle Uber viele Taxa
hinweg, was sich in der weiten phylogenetischen Verbreitung dieser Edierungsstelle

widerspiegelt.

4.4 RNA Edierung als genereller Faktor fiir Kern-Organellen-
Inkompatibilitat und postzygotische Isolation

Die postzygotische Isolation von Arten kann sich in Hybridensterblichkeit oder
Hybridensterilitdt aulRern. Diesem Phanomen liegen nach Dobzhansky und Muller
Inkompatibilitaten der beteiligten Genome zugrunde (Dobzhansky 1936; Muller
1942), die im Folgenden als DMI bezeichnet wird (Dobzhansky-Muller-Inkompa-
tibilitat). Diese Inkompatibilitaten beruhen auf der divergierenden Entwicklung zweier
genetisch isolierter Populationen. Durch genetische Drift kdbnnen Veranderungen
auftreten, die interagierende Faktoren betreffen. Eine gerichtete Selektion verhindert
aber, dass Veranderungen innerhalb einer Population zu gestorten Interaktionen der
beteiligten Faktoren fuhren. So konnen Kombinationen verschiedener Allele von
Genen interagierender Faktoren entstehen, die fur eine Population spezifisch sind. In

Kombination mit nicht koevolutionar adaptierten Allelen anderer Populationen kann
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eine solche Interaktion in Hybriden inkompatibel sein. Sich daraus ergebende
negative epistatische Effekte bilden die Grundlage fir postzygotische Isolation (Orr
1995). Postzygotische Isolation ist wiederum eine Grundlage fur Speziationsprozesse
(Coyne und Orr 1998; Orr und Presgraves 2000).

Fur die hauptsachlich im Fokus fur DMI stehenden nuklearen Loci, wurden bereits
verschiedene Gene identifiziert (Wittbrodt et al. 1989; Ting et al. 1998; Presgraves et
al. 2003) (Barbash et al. 2003). Es kdonnen jedoch auch organellare Loci involviert
sein (Grun 1976; Kirk und Tilney-Bassett 1978; Levin 2002). Kern-Organellen-
Inkompatibilitdt kann also als Spezialfall der DMI angesehen werden und somit eben-

so Auswirkung auf Speziationsprozesse haben (Schmitz-Linneweber et al. 2003).

441 RNA Edierung ist ein Faktor fir Kerngenom-Plastom-
Inkompatibilitat

Die Kombination des A. belladonna Kerngenoms mit dem Plastidengenom aus
N. tabacum ist inkompatibel und flhrt zu einem albinotischen Phanotyp. Mit RNA
Edierung konnte zum ersten Mal ein molekularer Mechanismus hinter einer solchen
Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat identifiziert werden. Die fehlende Edierungs-
aktivitat im Kerngenom von A. belladonna flhrt dazu, dass eine artfremde Edierungs-
stelle in der [Ab(Nt)]-Cybride nicht prozessiert wird, was der Ausléser fur eine
gestorte Chloroplastenbiogenese ist. Die Variabilitat der plastidaren Genome be-
zuglich der Edierungsstellen und die damit teilweise einhergehende Koevolution der
kernkodierten Faktoren fuhren in der Kombination der artfremden Allele in der cyto-
plasmatischen Hybride also, wie fir DMI vorgeschlagen, zu einer nicht kompatiblen
Kombination. Alle bisherigen Hinweise deuten eine proteindse Natur der Edierungs-
faktoren an (Miyamoto et al. 2002; Kotera et al. 2005). Somit handelt es sich in
diesem Fall wahrscheinlich um eine gestorte Interaktion eines Proteinfaktors mit der

entsprechenden mRNA.

Ob RNA Edierung auch in naheren Verwandtschaftskreisen Auswirkungen auf
interkompartimentelle Inkompatibilitdt hat, kann durch die Bestimmung und den
Vergleich von Editotypen innerhalb von Arten einer Gattung, oder innerhalb von Oko-

typen einer Art abgeschatzt werden.
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Unterschiede in den plastidaren Editotypen und damit potentielle Ausloser fur
Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat finden sich tatsachlich bereits innerhalb einer
Gattung. In den hier untersuchten Nicotiana Arten wurde jeweils eine artspezifische
Edierungsstelle identifiziert: fur N. tabacum ndhA-358 und fur N. glutinosa ndhD-293.

Die evolutionare Dynamik von Edierungsstellen geht sogar soweit, dass
Unterschiede zwischen Okotypen von Arabidopsis thaliana identifiziert werden
konnten (Tillich et al. 2005). Kreuzungen der verschiedenen Okotypen konnten
Aufschluss geben, ob bereits durch den identifizierten Unterschied der Grundstein fur
eine Inkompatibilitét zwischen Kerngenom und Plastom der verschiedenen Okotypen

gelegt ist.

Der fur die Inkompatibilitat in der [Ab(Nt)]-Cybride identifizierte Edierungsdefekt
betrifft eine artspezifische Edierungsstelle fur N. tabacum, atpA-264, deren zuge-
horiger Faktor im Kerngenom von A. belladonna nicht vorhanden ist. Ein Unterschied
im cis-Element der Edierungsstelle ndhG-17, die in beiden Arten (A. belladonna und
N. tabacum) vorhanden ist, fuhrt jedoch im fremden Kernhintergrund in der [Ab(Nt)]-
Cybride ebenso zu einem Edierungsdefekt. Dies verdeutlicht, dass cis-Elemente und
Spezifitatsfaktoren koevolvieren. Somit kdnnen nicht nur artspezifische Edierungs-
stellen, sondern auch Edierungsstellen, flr die Homologe in beiden beteiligten Arten
vorhanden sind, zu Inkompatibilitat fuhren.

Die Analyse von RNA Edierung als Ausloser fur Kerngenom-Plastom-Inkompatibili-
tat muss also neben dem Vergleich der Editotypen auch Veranderungen in den cis-

Elementen nicht-artspezifischer Edierungsstellen bertcksichtigen.

4.4.2 Editotypenunterschiede miissen nicht zwangslaufig zu
Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat flihren

Die Editotypenanalyse von N. tabacum und N. glutinosa ergab jeweils eine
artspezifische Edierungsstelle. Die Kompatibilitat des N. tabacum Kerngenoms mit
dem Plastom aus N. glutinosa ist durch die artfremde Edierungsstelle, ndhD-293, in
diesem Fall jedoch nicht beeintrachtigt, da der Nukleus die Edierungskapazitat fur
diese Stelle besitzt.

Obwohl RNA Edierung ein genereller Faktor fir Kerngenom-Plastom-Inkompatibili-

tat sein kann, mussen also nicht alle Editotypenunterschiede zwangslaufig eine
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Auswirkung haben. Wie das Beispiel der Edierungsstelle ndhD-293 zeigt, kann die
Edierungsaktivitat auch in Abwesenheit der Edierungsstelle erhalten sein (siehe
3.2.2). Ein Edierungsdefekt tritt in einem solchen Fall in einer interspezifischen
Kombination von Kompartimenten also gar nicht auf. Der Vergleich von Editotypen
kann also nur Hinweise auf mogliche Inkompatibilitaten liefern. Der Beweis muss
immer experimentell durch einen Transfer der entsprechenden Edierungsstelle in den
jeweiligen Kernhintergrund erfolgen. Wie sich die N. tabacum spezifische
Edierungsstelle ndhA-358 im Kernhintergrund von N. glutinosa verhalt, konnte nicht
geklart werden, da ein daflr nétiger Transfer der Edierungsstelle nicht moglich war.
Eine Aussage uber die Kompatibilitat bezuglich dieser Edierungsstelle kann somit
nicht getroffen werden, sondern nur anhand anderer vorhandener Daten zu dieser

Edierungsstelle abgeschatzt werden (siehe 3.2.2).

In der oben bereits beschriebenen reversen [Nt(Ab)]-Cybride kommt es in Folge
eines Editotypenunterschieds zu einem Edierungsdefekt in rpoB-809 (Schmitz-
Linneweber 2002). Dieser Edierungsdefekt konnte auf den ersten Blick eine
Inkompatibilitdt zwischen den beiden involvierten Genomen vermuten lassen, da
Defekte in rpo-Genen zu Albinismus fuhren konnen (Allison et al. 1996; De Santis-
Maclossek et al. 1999). Die [Nt(Ab)]-Cybride wachst allerdings photoautotroph.
Offensichtlich hat der Edierungsdefekt keinen negativen Effekt auf die Chloro-
plastendifferenzierung in dieser Cybride. Hier durchgefihrte Untersuchungen der
homologen Edierungsstelle in Spinacia oleracea zeigten, dass auch teilweise in
naturlich vorkommenden Kerngenom-Plastom Kombinationen diese Edierungsstelle
nicht ediert wird. Im Gegensatz zu bisherigen Ergebnissen in denen RNA Edierung
von funktioneller Relevanz war (Bock et al. 1994; Zito et al. 1997; Sasaki, Y. et al.
2001; Kotera et al. 2005), zeigt sich, dass es auch hierfir Ausnahmen gibt. Im
Zusammenspiel des N. tabacum Kerngenoms mit dem A. belladonna Plastiden-
genom wird offensichtlich die aus unediertem rpoB Transkript hergestellte Isoform

dieser PEP-Untereinheit akzeptiert.

Ob unterschiedliche Editotypen zu einer interkompartimentellen Inkompatibilitat
fuhren, hangt also von der Edierungsfaktorausstattung des beteiligten Kerngenoms
ab, die eben nicht immer dem Editotyp entspricht, und sie hangt von der funktionellen

Relevanz einer von einem Edierungsdefekt betroffenen Edierungsstelle ab.
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4.4.3 Sexuelle Inkompatibilitat lasst sich nicht durch Editotypen-
unterschiede erklaren

Die Genome, die in der hier untersuchten Cybride kombiniert sind, stammen von
den sexuell inkompatiblen Arten A. belladonna und N. tabacum. Bei mit N .tabacum
bestaubten A. belladonna Bluten erfolgt binnen drei bis vier Tagen eine Abszission.
Die reziproke Kreuzung fuhrt zwar nicht zu einer Abszission, jedoch entwickeln sich
keine Samen. Eine interspezifische Kreuzung sollte zu einem hybriden Kerngenom
fuhren, welches alle bendtigten Faktoren fur die Edierung samtlicher Stellen
bereitstellen sollte. Hybriden sind jedoch durch Kreuzungen von A. belladonna mit
N. tabacum nicht zu erhalten. Diese Beobachtungen sind durch einen plastidaren
Edierungsdefekt mit angenommener rezessiver Auspragung der Edierungsfaktoren
nicht erklarbar. Auch die Eliminierung des Edierungsdefektes durch einen C-T
Austausch an der Edierungsstelle atpA-264 des N. tabacum Plastoms fuhrte nicht zur
Aufhebung der sexuellen Inkompatibilitat in der N. tabacum @ x A. belladonna &
Kreuzung. Es mussen fur die sexuelle Inkompatibilitat also noch weitere Faktoren
verantwortlich sein, die eventuell andere Interaktionen zwischen den beiden Nuklei
oder dem Nukleus und Mitochondrien betreffen. Editotypenunterschiede sind also

nur ein Faktor, der zur Abgrenzung verschiedener Arten voneinander beitragen kann.

4.4.4 RNA Edierung konnte in Kerngenom-Chondriom-Inkompatibilitat
involviert sein

Cybriden sind relativ haufig mannlich steril, was oft auf cytoplasmatische Faktoren
zuruckgefiuhrt wird und in Folge dessen als CMS (cytoplasmic male sterility) bezeich-
net wird. Die hier hergestellten photoautotrophen [Ab(Nt:CTC)]-Cybriden zeigten
unterschiedliche Auspragungen bezuglich ihrer Fertilitat. Da sich fur alle Linien
zeigte, dass ein (modifiziertes) N. tabacum Plastidengenom in diesen Cybriden
unabhangig von ihrer Fertilitat erhalten war, muss die bei vielen Linien auftretende
mannliche Sterilitdt andere Ursachen haben. Hochstwahrscheinlich sind diese im
mitochondrialen Genom zu suchen (Kofer et al. 1991; Melchers et al. 1992; Conley
und Hanson 1995), fur das haufige Rekombinationen wahrend Cybridisierungs-

prozessen beschrieben sind (Belliard et al. 1979; Hanson und Bentolila 2004).
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CMS kann aber nicht nur auf einer Rekombination der mitochondrialen Genome
beruhen, sondern auch auf Kern-Mitochondrien-Inkompatibilitaten zurtckzuflhren
sein. Solche Inkompatibilitaten konnten, wie es fur Oryza sativa, Sorghum bicolor und
Zea mays vermutet wurde, ihre Ursache in Edierungsdefekten haben (lwabuchi et al.
1993; Howad et al. 1999; Gallagher et al. 2002). Die Anzahl an Edierungsstellen in
Mitochondrien Ubersteigt die der plastidaren um mehr als den Faktor zehn (Giege
und Brennicke 1999) und erhoht somit die Wahrscheinlichkeit eines solchen Defektes
um ein vielfaches. Plastidare und mitochondrielle RNA Edierung in Pflanzen zeigen
viele Ubereinstimmungen (Maier et al. 1996; Tillich et al. 2006a). Das beschriebene
Szenario fur plastidare RNA Edierung als Faktor flur Kern-Organellen-Inkompatibilitat
trifft somit hochstwahrscheinlich auch auf mitochondrielle RNA Edierung zu. Die
Folgen von mitochondriellen Defekten kdnnten allerdings noch gravierender sein, da

sie oftmals sogar letal sind.

Kern-Organellen-Inkompatibilitditen konnen auf Defekte in der RNA Edierung
zuruckgefuhrt werden. Ob es sich bei plastidarer RNA Edierung im Fall der Kern-
genom-Plastom-Inkompatibilitdt um einen generellen Faktor handelt, missen weitere
Untersuchungen zeigen. Hierfur konnten beispielsweise Artbastarde der Gattung
Oenothera dienen, in denen verschiedene Kerngenom-Plastom-Kombinationen

bezuglich Edierungsdefekten untersucht werden konnten.

4.5 Ist plastidare RNA Edierung uberflussig?

Covello und Gray (1993) erklarten die Entstehung eines Edierungssystems anhand
genetischer Drift und, einmal etabliert, die Erhaltung dieses Systems als Folge einer
Koevolution von Edierungsstelle und Edierungsaktivitat. Dieser mdglicherweise
Uberflissige Prozess, scheint sich somit in letzter Konsequenz in eigenntitziger Form

selbst zu erhalten.

Generell akzeptiert ist, dass plastidare RNA Edierung essentiell flr die Funktion
des betroffenen Genproduktes sein kann, wie mehrere Beispiele — inklusive dieser
Arbeit — beweisen (Bock et al. 1994; Hirose und Sugiura 1997; Zito et al. 1997;
Sasaki, Y. et al. 2001; Kotera et al. 2005). In dieser Hinsicht kann RNA Edierung also

nicht als Uberflissig betrachtet werden.
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Vorstellbar ware aber auch eine regulatorische Rolle von RNA Edierung in Plasti-
den. Die Genexpression konnte beispielsweise quantitativ durch eine differentielle
Herstellung von Start-Codons durch RNA Edierung beeinflusst werden. In Tabak wird
z.B. in ndhD das kanonische ATG Start-Codon durch Edierung aus einem auf DNA-
Ebene kodierten ACG hergestellt. In vitro scheint nur die edierte Form translatiert zu
werden (Hirose und Sugiura 1997). In vivo Experimente widersprechen dem jedoch.
Auch die nicht edierte Form konnte assoziiert mit Ribosomen vorgefunden werden
(Zandueta-Criado und Bock 2004).

Eine weitere Moglichkeit lage in der qualitativen Regulation durch Herstellung
zweier Proteinisoformen, wie dies fur andere Edierungssysteme bereits bekannt ist
(Powell et al. 1987). In photosynthetisch aktivem und nicht-aktiven Gewebe ist
differentielle Edierung bekannt. Dabei Uberwiegt in grinem Gewebe der Anteil an
ediertem Transkript (Karcher und Bock 2002). Dies konnte aber allein an einer
generell niedrigeren Prozessierungsrate fur plastidare Transkripte in nicht-
photosynthetisch aktivem Gewebe liegen. Fur petD ist beispielsweise in Spinat ein
geringeres Verhaltnis von gespleiten zu ungespleillten Transkripten in Wurzel-
gewebe, verglichen mit Blattgewebe, beschrieben (Deng und Gruissem 1988). Ein
Nachweis fur verschiedene funktionelle Proteinisoformen in Plastiden, die auf
ediertes und nicht-ediertes Transkript zurickgehen, wurde bisher nicht erbracht. Eine
regulatorische Rolle von RNA Edierung in der plastidaren Genexpression bleibt somit
fraglich.

AulBerdem ist fur organellare RNA Edierung in Pflanzen eine hohe Fluktuation fir
Edierungsstellen beschrieben (C in DNA, Edierung zu U gegen T in DNA, Shields
und Wolfe 1997). Das bedeutet, dass in einer Art eine bestimmte Aminosaure bereits
in der DNA kodiert ist, wahrend in einer anderen (nah verwandten) Art die Kodierung
fur die entsprechende Aminosaure an der homologen Codonposition erst auf mRNA-
Ebene durch Edierung hergestellt wird. Diese hohe Fluktuation spiegelt sich in den
unterschiedlichen Editotypen bereits innerhalb naher Verwandtschaftskreise wider
(Freyer et al. 1997; Sasaki, T. et al. 2003; Tillich et al. 2005). Ware der Prozess der
Edierung selbst essentiell, misste man eine hohere Konservierung der Edierungs-
stellen erwarten (vgl.: Tillich et al. 2006a). Zumindest sollten sich in nah verwandten
Arten essentielle Regulationsmechanismen nicht unterscheiden. Die hohe

Fluktuation, also das schnelle Entstehen und der schnelle Verlust von Edierungs-
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stellen, muss somit als weiteres Argument gegen eine regulatorische Aufgabe von
plastidarer RNA Edierung gewertet werden.

Eine umfangreiche Analyse der Evolution von Edierungsstellen fuhrte zu der
Annahme, dass das plastidare Edierungssystem in Landpflanzen monophyletischen
Ursprungs ist (Tillich et al. 2006a). Ausgehend von einer hohen Anzahl an
Edierungsstellen in urspringlichen Taxa erfolgt ein sukzessiver Verlust dieser (C-T-
Mutationen) an unabhangigen Positionen, was zu den artspezifischen Editotypen in
Samenpflanzen fuhrt. Interessanterweise scheinen Edierungsstellen hauptsachlich
an Positionen mit der geringsten C-T Transitionsrate zu verbleiben. Somit kénnte
sich ein vergleichsweise komplexes Edierungssystem allein zur Reparatur von
Punktmutationen auf RNA-Ebene erklaren, die jedoch ebenso direkt in der DNA
erfolgen kann (Tillich et al. 2006a).

Die Entfernung der Edierungsstelle in atpA-264 in den CAT-Linien (CCC zu CTC)
hat tatsachlich keinen Einfluss auf die Entwicklung der Pflanzen, obwohl die
entsprechende Aminosaureposition essentiell fur die Chloroplastendifferenzierung ist.
Selbst unter Stressbedingungen ist kein Unterschied zum Wildtyp zu erkennen. Dies
ist ein Beweis, dass tatsachlich ein T auf DNA-Ebene in einer Art, die das
entsprechende Codon normalerweise durch Edierung herstellt, keinerlei Einfluss auf

die Chloroplasten- oder Pflanzenentwicklung hat.

Alle vorhandenen Daten sprechen also tendenziell gegen eine regulatorische Auf-
gabe von plastidarer RNA Edierung. Somit scheint die einzige Aufgabe tatsachlich in
der Herstellung der Kodierung flir konservierte Aminosauren an bestimmten
Positionen auf mMRNA-Ebene zu liegen. Bisher gibt es jedoch keinen Hinweis, dass
diese Information nicht bereits in der DNA kodiert sein kann. Das Gegenteil ist der
Fall. Somit kdnnte RNA Edierung in Plastiden tatsachlich als Uberfllissig angesehen
werden. Solange jedoch Edierungsfaktoren, z.B. aufgrund einer weiteren Funktion,
vorhanden sind, besteht auch weiterhin die Moglichkeit der (Wieder-)Entstehung von
Edierungsstellen in Form einer T-C Mutation und damit der Erhalt dieses Edierungs-

systems, wie von Covello und Gray 1993 vorgeschlagen.
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5. Zusammenfassung

In pflanzlichen Zellen zeugen drei genetische Kompartimente von der endo-
symbiotischen Entstehung der Eukaryoten aus ehemals autonomen Organismen. Die
Genome dieser Kompartimente, das Mitochondriengenom (Chondriom) und das
Plastidengenom (Plastom), interagieren dabei auf verschiedenen Ebenen. Diese
Interaktion muss koordiniert und streng reguliert ablaufen, um ein Funktionieren des
Gesamtsystems zu gewahrleisten. So bilden die Subgenome eine evolutive Einheit.
Deutlich wird diese Koevolution der Subgenome wenn beispielsweise das Kern-
genom einer Art mit dem Plastidengenom einer anderen Art kombiniert wird. Dies
kann zu aberranten Phanotypen fihren, ein Phanomen, das als Kerngenom-
Plastom-Inkompatibilitat bezeichnet wird. Molekulare Mechanismen hinter diesem
weit verbreiteten und seit Uber 70 Jahren bekannten Phanomen waren bislang

jedoch nicht identifiziert worden.

Die Kombination des nuklearen Genoms von Afropa belladonna [Ab] mit dem
Plastidengenom von Nicotiana tabacum [(Nt)] fuhrt zu einem albinotischen Phanotyp.
Mit Hilfe von direkten und revers genetischen Ansatzen konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass der Albinismus der [Ab(Nt)]-Cybride allein auf einem Defekt in
der Prozessierung einer N. tabacum spezifischen Edierungsstelle beruht. Dabei
handelt es sich um eine Edierungsstelle im Transkript fur die a-Untereinheit der
plastidaren FoF-ATPase, atpA. Wahrend in N. tabacum das CCC Prolincodon an
Codonposition 264 in atpA durch Edierung in ein CUC Leucincodon Uberfuhrt wird,
ist das Leucincodon in A. belladonna bereits genomisch kodiert. In der Kombination
des A. belladonna Kerngenoms mit dem Plastidengenom von N. tabacum verbleibt
das C unediert. In Folge der Abwesenheit der Edierungsstelle im Plastidengenom
von A. belladonna (T auf DNA) ist offensichtlich kein funktionelles Allel fir den
nuklear kodierten spezifischen Edierungsfaktor vorhanden.

Neben weiteren, bereits bekannten Edierungsdefekten an N. tabacum spezifischen
Edierungsstellen in der [Ab(Nt)]-Cybride konnte auch ein Edierungsdefekt an einer
Edierungsstelle identifiziert werden, die in beiden Arten vorhanden ist. In Codon 17
von ndhG findet Edierung sowohl in A. belladonna als auch in N. tabacum statt. In
der [Ab(Nt)]-Cybride verbleibt diese Stelle jedoch unediert. Der Grund dieses Defekts
liegt wahrscheinlich in einem Unterschied in der Erkennungssequenz der Edierungs-
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stelle zwischen den beiden Arten. Auch wenn dieser Edierungsdefekt in ndhG nur
eine untergeordnete Rolle bezuglich der phanotypischen Auspragung der [Ab(Nt)]-
Cybride spielt, zeigte sich, dass nuklear kodierte Edierungsfaktoren und plastidare
Edierungsstellen koevolvieren.

Auch innerhalb naherer Verwandtschaftsgrade konnten Unterschiede in der
Verteilung von Edierungsstellen in den Plastomen von zwei Arten der Gattung
Nicotiana identifiziert werden. N. tabacum und N. glutinosa besitzen jeweils eine
artspezifische Edierungsstelle. RNA Edierung konnte also moglicherweise ein
genereller Faktor fur Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat sein.

Uberraschenderweise zeigte die Analyse der N. glutinosa spezifischen
Edierungsstelle im N. tabacum Kernhintergrund, dass eine artfremde Edierungsstelle
prozessiert wird. Dies wird als heterologe Edierung bezeichnet und konnte mittlerwei-
le fr mehrere Edierungsstellen gezeigt werden. Offensichtlich ist die Koevolution von
plastidarer Edierungsstelle und nuklear kodiertem Edierungsfaktor nicht in allen Fal-
len so strikt wie zunachst angenommen wurde. Edierungsfaktoren scheinen also zum

Teil auch in Abwesenheit der Edierungsstelle (T auf DNA) evolutionar stabil zu sein.

Wie der Fall der [Ab(Nt)]-Cybride zeigt, kann RNA Edierung eine wesentliche Rolle
in der Kerngenom-Plastom-Inkompatibilitat spielen. In diesem Fall ist ein Edierungs-
defekt der Ausloser fur den albinotischen Phanotyp. RNA Edierungsdefekte missen
jedoch nicht zwangslaufig aufgrund artspezifischer Muster plastidarer Edierungs-
stellen auftreten. Heterologe Edierung findet weitaus haufiger statt, als bisher
angenommen. Bei einem interspezifischen Austausch von Organellen muss also im
Einzelfall untersucht werden, ob Edierungsdefekte auftreten und wie schwerwiegend

ein solcher Defekt gegebenenfalls ist.
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