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1 Einleitung 

1.1 Mitochondrien: von Endosymbionten zu Zellorganellen 

Mitochondrien sind für eukaryotische Zellen essentieller Bestandteil und unerlässlich für ihr 

Wachstum und Überleben. Eine der grundlegenden metabolischen Aktivitäten dieser 

Organellen ist die Produktion von Energie in Form von ATP durch oxidative Phosphorylierung 

(Saraste 1999). Darüber hinaus sind sie Ort der Biogenese von FeS-Clustern, wesentlicher 

Bestandteil der Biosynthese von Aminosäuren, Fettsäuren und Vitaminen und maßgeblich 

involviert in die Ca2+-Homöostase (Mackenzie und McIntosh 1999; Bowsher und Tobin 2001; 

Balk und Pilon 2011). Außerdem sind sie beteiligt an dem Prozess der Apoptose (Jones 2000; 

Youle und Karbowski 2005). Mitochondrien und Plastiden eukaryotischer Zellen sind das 

Produkt endosymbiotischer Ereignisse. Vergleichende Genomanalysen weisen darauf hin, 

dass Mitochondrien einen monophyletischen Ursprung haben, der auf eine eubakterielle 

Vorläuferzelle zurückgeht. Bei diesem Vorläufer werden Vertreter der α-Proteobakterien als 

Kandidaten für einen Endosymbionten diskutiert, der vor über 1,5 Mrd. Jahren in einen 

Vorläufer der eukaryotischen Zelle aufgenommen wurde und sich dann intrazellulär zum 

Organell entwickelt hat (Andersson et al. 1998; Gray 1999; Gray et al. 1999).  

Der Symbiose zweier vormals unabhängiger Organismen folgte eine starke Umstrukturierung 

der zellulären Organisation in dessen Verlauf es zu Genverlust, Gentransfer und der 

Etablierung von Signalwegen und einer aufeinander abgestimmten Regulation kam. Infolge 

dieser Prozesse wurde das Proto-Mitochondrion in den Zellstoffwechsel der Wirtszelle 

eingebunden und in nahezu alle physiologischen Vorgänge integriert. Durch 

endosymbotischen Gentransfer verschwanden viele Gene des Organellengenoms oder 

wurden in das Kerngenom integriert (Dyall et al. 2004; Knoop 2004; Timmis et al. 2004); die 

Autonomie und eubakterielle Identität des Endosymbionten ging verloren. Essentiell für 

einen erfolgreichen Gentransfer vom mitochondrialen Genom (Chondrom) in das Kerngenom 

war eine Vielzahl von Adaptionen, die nötig ist, um die Proteinbiosynthese der vormals 

organellencodierten Gene im Zellkern und dem Cytosol, sowie den Import in die 

Mitochondrien zu gewährleisten. Dieser Umstrukturierungsprozess lässt sich in mehrere 

Stadien unterteilen (Brennicke et al. 1993), die sich an dem gut untersuchten Beispiel eines 

endosymbiotischen Gentransfers des cox2-Gens der Leguminosen von dem Auftreten einer 

Genkopie im Kern, bis hin zur Aktivierung dieser Kopie und der Inaktivierung des 

ursprünglichen mitochondrialen Gens nachvollziehen lassen (Nugent und Palmer 1991; 

Covello und Gray 1992). Neben funktionellen Genen wurden in einigen Fällen auch 
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nichtfunktionelle Gene aus den Mitochondrien transferiert. Diese integrieren zwar in das 

Kerngenom, wurden dort aber zu Pseudogenen (D'Errico et al. 2004; Leister 2005). In 

Landpflanzen findet der endosymbiotische Genaustausch zudem auch häufig zwischen 

Mitochondrien und Plastiden statt, so konnten in den Mitochondrien diverser Pflanzen 

ursprünglich chloroplastidäre Gensequenzen und tRNA Gene chloroplastidären Ursprungs 

identifiziert werden (Stern et al. 1982; Stern und Palmer 1984; Schuster und Brennicke 1987; 

Schuster und Brennicke 1988), von denen einige sogar die native mitochondriale tRNA 

Spezies funktionell ersetzt haben (Joyce und Gray 1989). Darüber hinaus wurden auch 

nukleäre Sequenzen im Chondrom gefunden (Schuster und Brennicke 1987).  

Welchem molekularen Mechanismus der z.T. massive Gentransfer zugrunde liegt, ist bisher 

nicht eindeutig geklärt. Diskutiert werden zwei Theorien, nach denen die Organellen-DNA als 

sogenannte „bulk-DNA“ durch die Lyse ganzer Mitochondrien oder Chloroplasten (Henze 

und Martin 2001) oder aber in Form von RNA-/cDNA-Intermediaten in das Kerngenom 

gelangt ist (Brennicke et al. 1993; Adams und Palmer 2003; Stegemann und Bock 2006). 

Neben der Frage nach dem genauen Mechanismus des Gentransfers ist auch nicht eindeutig 

geklärt, weshalb einige Gene im Chondrom verbleiben, was die Entstehung und 

Weiterentwicklung von mitochondrienspezifischen Transkriptions-, Translations- und 

Importmaschinerien sowie Regulations- und Signalwegen notwendig macht. Erklärungen für 

den Erhalt eines mitochondrieneigenen Genoms liefert zum Einen die 

Hydrophobizitätstheorie (von Heijne 1986; Adams und Palmer 2003), die besagt, dass die 

hydrophoben Protein, die im Chondrom codiert vorliegen, in vivo nicht in das Organell 

importiert werden könnten und daher vor Ort synthetisiert werden müssen. Eine Weitere 

Hypothese („CORR“-Hypothese, CORR = co-location for redox regulation) nennt die 

Redoxregulation als Grund für den mitochondrialen Verbleib einiger Gene (Allen 2003). 

Demnach erleichtert die gemeinsame Lokalisation von Gen und Genprodukt in einem 

Kompartiment die Regulation und zeitliche Expression der Gene der Atmungskette, so dass 

das Redoxgleichgewicht erhalten bleibt und die Entstehung von ROS (reactive oxygen 

species) verhindert wird.  

Seit ihrer Entstehung vor etwa 1,5 Mrd. Jahren unterlagen Mitochondrien und ihre Genome 

stetigen Veränderungen und Umstrukturierungsprozessen, die bis heute nicht abgeschlossen 

sind (Liu et al. 2009). Wie das Chondrom heutiger Mitochondrien Höherer Pflanzen aufgebaut 

ist, wird im folgenden Kapitel beschrieben. Einen Überblick über den für das vergleichsweise 

kleine Genom der Mitochondrien erstaunlich komplexen RNA-Metabolismus gibt der 

Abschnitt 1.1.2.  
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1.1.1 Das Chondrom Höherer Pflanzen 

Bedingt durch den andauernden endosymbotischen Gentransfer codiert das heutige 

Chondrom für weitaus weniger Proteine als das Genom des endosymbotischen Vorläufers. 

Der Großteil dieser Gene wurde, wie bereits in Abschnitt 1.1 beschrieben, in den Kern 

transferiert und in das dortige Genom integriert. Bis heute wurden in Datenbanken des 

National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und der  

Organelle Genome Database (GOBASE; http://megasun.bch.umontreal.ca/gobase/) mehrere 

Tausend mitochondriale Gensequenzen verschiedenster Organsimen veröffentlicht (siehe 

auch (Gray et al. 2004)).  

In den Mitochondrien der Vertebraten führte der Prozess des endosymbotischen 

Gentransfers zu einer Reduktion auf nunmehr etwa dreizehn proteincodierende Gene (Boore 

1999). Diese Zahl scheint weitestgehend stabil zu sein, und ein weiterer Gentransfer vom 

Chondrom in das Kerngenom wird als unwahrscheinlich angesehen (Boore 1999). Im 

Gegensatz dazu ist das mitochondriale Genom Höherer Pflanzen sehr variabel und enthält 

zwischen 54 und 57 proteincodierende Gene (Unseld et al. 1997; Kubo et al. 2000; Notsu et 

al. 2002; Clifton et al. 2004; Sugiyama et al. 2005). Gleichzeitig unterscheiden sich auch die 

Genomgrößen erheblich. Während bekannte tierische Chondrome eine Größe von 

durchschnittlich 16 kbp (Boore 1999) und die von Hefen maximal 100 kbp betragen 

(McArthur und Clark-Walker 1983), sind pflanzliche Chondrome wesentlich größer und liegen 

zwischen 208 kpb im Weißen Senf (Brassica hirta) (Palmer und Herbon 1987) und über 2700 

kbp in der Zuckermelone (Cucumis melo) (Rodriguez-Moreno et al. 2011). Trotz dieser 

überragenden Größe der Chondrome Höherer Pflanzen codieren diese jedoch nicht für eine 

proportional höhere Anzahl von Proteinen. So ist das mitochondriale Genom von Arabidopsis 

thaliana (Abbildung 1) mit etwa 367 kbp zwar ungefähr 22 mal so groß wie das menschliche 

Chondrom mit etwa 16 kbp, codiert dabei aber mit 57 Genen für gerade mal vier mal mehr 

Proteine als das menschliche mitochondriale Genom mit 13 proteincodierenden Genen 

(Unseld et al. 1997; Pakendorf und Stoneking 2005). Deutlich wird die Disproportion von 

Genomgröße und Informationsgehalt auch bei Betrachtung des mitochondrialen Genoms 

vom Mais (Zea mays subsp. mays), bei dem abzüglich der bekannten Gene, Introns, ORFs 

(open reading frames) und ursprünglich plastidären Sequenzen fast drei Fünftel des 

Chondroms unbekannten Ursprungs und Funktion sind (Clifton et al. 2004). 

Die Gründe für die enorme Größe der Chondrome Höherer Pflanzen sind, wie für den Mais 

beschrieben, auf das Auftreten von langen intergenomischen Regionen nichtcodierender 

Sequenzen, sowie von Introns und bisher nicht identifizierten ORFs zurückzuführen, die aus 
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dem Kern und den Plastiden in das mitochondriale Genom integriert wurden (Allen et al. 

2007; Kubo und Mikami 2007). Darüber hinaus ist eine ständige Umstrukturierung des 

Genoms ein Charakteristikum der Mitochondrien von Angiospermen, welche ungerichtet 

über DNA-Rekombinationsereignisse zu Insertionen und Deletionen führt und deren Ursache 

noch ungeklärt ist (Kubo und Newton 2008). Dieses genetische Rearrangement variiert sogar 

innerhalb einer Spezies (Satoh et al. 2004; Satoh et al. 2006) und führt somit zu 

Polymorphismen zwischen den Genomen. Störungen der mitochondrialen Genexpression 

sind hingegen selten (Kubo und Newton 2008). Bedingt durch diese Veränderungen steht die 

Entwicklung des Chondroms der Angiospermen im Gegensatz zu dem seit dem 

endosymbiotischen Ereignis immer kleiner und kompakter werdenden mitochondrialen 

Genom der Säugetiere (Scheffler 2002a). 

Die Abbildung 1 zeigt schematisch das mitochondriale Genom von Arabidopsis. Gezeigt sind 

die für diverse Proteine, tRNAs und rRNAs codierenden Gene, ORFs und Introns. Gemeinhin 

werden mitochondriale Genome als zirkuläres DNA Molekül dargestellt, welches in früheren 

Studien als „master cycle“ oder „Master Chromosom“ bezeichnet wurde (Lonsdale et al. 1984; 

Scheffler 2002b). Mittlerweile konnte allerdings gezeigt werden, dass die Struktur der 

mitochondrialen DNA in vivo weitaus komplexer ist. Bedingt durch anhaltende, aktive 

Rekombination langer, sich wiederholender Sequenzabschnitte entsteht in den meisten 

pflanzlichen Geweben eine überaus heterogene Population von mitochondrialen DNA-

Molekülen, die sowohl in linearer als auch in zirkulärer Form vorkommen (Oldenburg und 

Bendich 2001; Kmiec et al. 2006). Auch unterschiedlich verzweigte Moleküle, die vorrangig 

Rekombinationsintermediate darstellen, wurden beobachtet (Backert und Borner 2000). Ein 

weiteres Rekombinationsereignis bei pflanzlichen Mitochondrien ist das sogenannte 

„shifting“, ein sporadisches Rekombinatiosnereignis kleiner Sequenzwiederholungen, das in 

einer geringen Anzahl von DNA Molekülen resultiert, die sich autonom replizieren und 

darüber hinaus in die Entstehung der cytoplasmatischen, männlichen Sterilität (CMS) 

involviert sind (Small et al. 1987; Janska et al. 1998; Abdelnoor et al. 2003). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des mitochondrialen Genoms von Arabidopsis thaliana. Gezeigt 
sind proteincodierende Gene, unbekannte sowie für tRNAs und rRNAs codierende Gene, als auch Introns und 
einige weitere Sequenzabschnitte gemäß der Legende. Die Grafik wurde mit dem Programm OGDRAW v1.1 
(Lohse et al. 2007) unter der Verwendung der accession Nummer NC_001284 erstellt. 

 

Die Gene, die im pflanzlichen Chondrom codiert werden, unterschieden sich von Spezies zu 

Spezies nur geringfügig. In erster Linie codieren sie für Proteine, die direkt oder indirekt in 

die Oxidative Phosphorylierung und die Produktion von ATP involviert sind, sowie für diverse 

tRNAs und Komponenten des Translationsapparats. Die Gene sind entweder in Cluster 

organisiert, oder über das DNA-Molekül in polycistronischen Transkriptionseinheiten verteilt. 

Diese Co-Transkription mehrere Gene erfordert eine posttranskriptionale Prozessierung der 

mRNA. Darüber hinaus erfolgen in den Mitochondrien höherer Pflanzen noch weitere Schritte 
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zur Prozessierung der Transkripte, wie beispielsweise die RNA-Edierung (Bruhs und Kempken 

2010; Chateigner-Boutin und Small 2011; Knoop 2011), die Generierung von sekundären 5‘- 

und 3‘-Enden (Forner et al. 2007) und das Entfernen von Gruppe II Introns (Bonen 2008; 

Bonen 2010). Eine Übersicht über diese Abläufe und den RNA-Metabolismus in den 

pflanzlichen Mitochondrien gibt der folgende Abschnitt 1.1.2. 

 

1.1.2 Der RNA-Metabolismus in Mitochondrien Höherer Pflanzen 

Pflanzliche Mitochondrien besitzen ein eigenes genetisches System mit eigenen 

Transkriptions- und Translationsmaschinerien, die in die genetischen Systeme des Kerns und 

der Plastiden integriert sein müssen. So sind beispielsweise die im Chondrom codierten 

tRNAs nicht ausreichend für eine funktionierende Translation in den Mitochondrien, und die 

fehlenden tRNA-Moleküle - in Arabidopsis sind dies dreizehn tRNAs (Marienfeld et al. 1999) - 

müssen aus dem Cytosol importiert werden (Maréchal-Drouard et al. 1995; Kumar et al. 

1996). Für diesen Prozess sind zusätzlich zu den Importwegen durch die 

Mitochondrienmembranen auch komplexe Signalwege und fein abgestimmte 

Regulationsmechanismen notwendig, die sich im Laufe der Biogenese der pflanzlichen 

Mitochondrien entwickelt haben. 

Neben dem Import diverser tRNAs erfordert die mitochondriale Genexpression auch den 

Import von mindestens zwei kerncodierten RNA-Polymerasen (RNAPs) (Gray und Lang 1998). 

Diese Polymerasen bestehen anders als die DNA-abhängigen RNA-Polymerasen des 

eukaryotischen Zellkerns, die sich aus mehreren Proteineinheiten zusammensetzen, nur aus 

einer einzelnen Untereinheit (Cermakian et al. 1997). Sie sind den RNA-Polymerasen der 

Phagen T3, T7 und SP6 sehr ähnlich (Hess und Borner 1999). Möglicherweise stammen die 

Gene für diese Polymerasen aus einem den Bakteriophagen Typ 3- oder Typ 7-ähnlichen 

Prophagen, der bereits in der endosymbiotischen Vorläuferzelle vorhanden war. Die Gene 

wurden dann im Zuge des endosymbiotischen Gentransfers in den Kern transferiert, 

integriert und reaktiviert (Filée und Forterre 2005). Im Gegensatz zu Pilzen und Tieren 

besitzen Pflanzen mehr als ein RpoT -(RNA-Polymerase vom T-Phagen Typ) Gen, das für eine 

T7-Phagentyp RNAP codiert. Diese wurden bereits in zahlreichen Organismen identifiziert 

(Hedtke et al. 1997; Young et al. 1998; Ikeda und Gray 1999; Hedtke et al. 2000; Emanuel et al. 

2004). In Spezies, die der Gruppe der Eudicotyledonen angehören, wie beispielsweise 

Arabidopsis und Nicotiana sylvestris, wurden insgesamt drei Gene der RpoT-Genfamilie 

identifiziert, deren Proteinprodukte in Mitochondrien importiert werden (RpoTm), in 

Plastiden (RpoTp), sowie dual in beide Organellen (RpoTmp) (Hedtke et al. 2002). In 
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Nicotiana tabacum wurden sogar sechs RpoT-Gene identifiziert (Hedtke et al. 2002), in der 

Lycophyte Selaginella moellendorfii und der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii jeweils 

nur eines (Yin et al. 2009; Liere und Börner 2010). In Monocotyledonen wurden mit RpoTm 

und RpoTp bisher nur zwei für RNA-Polymerasen codierende Gene gefunden, deren 

Genprodukte jeweils ausschließlich in ein Organell importiert werden (Chang et al. 1999; 

Ikeda und Gray 1999; Emanuel et al. 2004). Neben den Besonderheiten der für den 

Transkriptionsprozess unerlässlichen Enzyme, den RNA-Polymerasen und ihrer Gene, 

unterscheidet sich auch die Transkriptionsinitiation in pflanzlichen Mitochondrien von der 

anderer Organismen, wie z.B. die der Vertebraten, bei denen die Initiation der Transkription 

von nur einem Promotor ausgeht. Pflanzliche Mitochondrien hingegen transkribieren ihre 

Genome von zahlreichen Promotoren (Kühn et al. 2005), wie in vitro Transkriptions- und 

capping Studien und Sequenzanalysen für eine Vielzahl von Pflanzen gezeigt haben (Liere et 

al. 2011). So wurden beispielsweise im Chondrom von Oenothera berteriana achtzehn 

Promotorbereiche identifiziert (Binder und Brennicke 1993). Zwischen den einzelnen 

Promotoren dicotyler Pflanzen existieren zum Teil deutliche Sequenzübereinstimmungen, so 

dass bis heute einige gemeinsame Motive beschrieben sind (Dombrowski et al. 1999; Kühn et 

al. 2005). Auch die Promotoren der Monocotyledonen weisen Ähnlichkeiten in bestimmten 

Bereichen der DNA-Sequenz auf, jedoch sind diese weitaus weniger konserviert (Fey und 

Marechal-Drouard 1999; Weihe 2004). Es wird angenommen, dass das Vorkommen multipler 

Promotoren in pflanzlichen Mitochondrien eine funktionelle Genexpression auch bei 

ständiger rekombinatorischer Umstrukturierung des Chondroms gewährleistet (Lupold et al. 

1999; Kühn et al. 2005). Auf DNA-Ebene können Promotoren durch ihre Stärke auch Einfluss 

auf die differentielle Genexpression nehmen (Muise und Hauswirth 1992); der Großteil der 

Genexpression wird allerdings auf RNA-Ebene reguliert (Binder und Brennicke 2003).  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Prozessierungsschritte zur Reifung vom Primärtranskript zur 
translationsfähigen mRNA in pflanzlichen Mitochondrien. Modifiziert nach (Binder und Brennicke 2003). 
 

In pflanzlichen Mitochondrien sind zur Generierung funktioneller RNAs und damit der 

Erhaltung des eigenen genetischen Systems eine Vielzahl von posttranskriptionellen 

Modifikationen notwendig (Abbildung 2). Hierzu zählt die RNA-Edierung, bei der die 

Aminosäuresequenz der DNA nach erfolgter Transkription auf RNA-Ebene an definierten 

Positionen verändert wird (Covello und Gray 1989; Gualberto et al. 1989; Hiesel et al. 1989). 

In Mitochondrien betrifft dies in erster Linie die Umwandlung von Cytosin zu Uracil, selten 

auch umgekehrt (Shikanai 2006). Obwohl Edierungspositionen auch in Plastiden vorkommen, 

(Hoch et al. 1991) ist die Anzahl in Mitochondrien weitaus höher, so wurden beispielsweise in 

Arabidopsis 456 Edierungspositionen identifiziert, von denen sich 441 in codierenden 

Sequenzabschnitten befinden (Giegé und Brennicke 1999). Auch strukturelle RNAs, in erster 

Linie tRNAs werden ediert (Binder et al. 1994), jedoch betrifft die Edierung zum 

überwiegenden Teil proteincodierende Transkripte und innerhalb dieser vorrangig Positionen 

in Exonbereichen. Edierungen in Introns wurden allerdings auch gefunden und scheinen in 

einigen Fällen sogar essentiell für das Spleißen zu sein (Castandet et al. 2010). Häufig führen 

Edierungen zu einer veränderten Aminosäuresequenz und beeinflussen somit direkt die 

Genexpression. In vielen Fällen wird erst durch eine erfolgte Edierung ein Start- oder 

Stopcodon generiert oder entfernt oder die Eigenschaften eines Proteins werden 
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z. B. hinsichtlich ihrer Spezifität zu bestimmten Molekülen beeinflusst (Chapdelaine und 

Bonen 1991; Kempken et al. 1991; Hiesel et al. 1994; Maier et al. 1996). Bei den 441 

Edierungsmodifikationen der mitochondrialen Transkripte von Arabidopsis wurde 

festgestellt, dass diese in den Proteinen einen Anstieg der Hydrophobizität bewirken (Giegé 

und Brennicke 1999). Die Frage, weshalb die entsprechende Nukleinsäuresequenz nicht 

bereits auf DNA-Ebene vorliegt, sondern durch eine komplexe Edierungsmaschinerie erst 

posttranskriptionell hergestellt wird, ist noch weitestgehend unklar. Nach bisherigen 

Kenntnissen wird vermutet, dass der Prozess der Edierung sich während der Aufteilung der 

Bryophyten entwickelt hat (Hiesel et al. 1994; Knoop et al. 2010). Im Verlauf der evolutionären 

Entwicklung könnte ein bereits bestehendes Protein sich zu einem RNA-modifizierenden 

Enzym entwickelt haben, welches, ausgestattet mit der entsprechenden Sequenz- und 

Strukturspezifität, zu einer Umwandlung von Cytidin zu Uracil in der Lage war. Im Zuge des 

genetischen Drifts könnte es zur Verbreitung und Weiterentwicklung gekommen sein, so 

dass Pflanzen die Fähigkeit erlangt haben, Mutationen auf RNA-Ebene zu korrigieren (Covello 

und Gray 1993). Die Enzyme, die für die Katalyse der Edierungsreaktion – wahrscheinlich eine 

Deaminase oder Transaminase – verantwortlich sind, konnten bis heute nicht identifiziert 

werden. Proteine, die ebenfalls maßgeblich an diesem Prozess beteiligt sind, sind die 

pentatricopeptide repeat Proteine (PPR-Proteine). Sie und ihre Rolle bei der Edierung werden 

in Abschnitt 1.2 näher beschrieben. 

Ein weiterer essentieller Prozessierungsschritt in pflanzlichen Mitochondrien ist das Spleißen 

der Gruppe II-Introns, die in unterschiedlichen Häufigkeiten verteilt über das Chondrom in 

vielen Genen zu finden sind. Im Chondrom von Arabidopsis wurden beispielsweise 25 

Gruppe II-Introns identifiziert (Unseld et al. 1997), während bisher nur in Peperomia und 

einigen anderen Pflanzen ein einziges Gruppe I-Intron im cox1 Gen gefunden wurde (Vaughn 

et al. 1995; Cho et al. 1998). Die Einteilung in beide Gruppen erfolgt nach dem zugrunde 

liegenden Mechanismus. So benötigen Gruppe II-Introns im Unterschied zu Gruppe I-Introns 

keine weiteren Faktoren zum Spleißen, sondern verwenden die Hydroxylgruppe eines 

bestimmten Adenosins als Nucleophil. Die Länge mitochondrialer Introns varriiert - zum Teil 

auch zwischen Homologen verschiedener Pflanzen - zwischen 327 bp im cox1 Gen des 

Brachsenkrauts Isoetes engelmannii (Grewe et al. 2009) und 5,7 kbp im nad4 Gen des 

Palmfarns Cycas taitungensis (Chaw et al. 2008). Diese Variation ist in erster Linie auf 

Insertions- und Deletionsvorgänge innerhalb der vierten von insgesamt sechs Domänen der 

Sekundärstruktur eines typischen Gruppe II-Introns zurückzuführen (Bonen 2008). Neben der 

charakteristischen Struktur können Introns der Gruppe II auch interne ORFs beinhalten, die 
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für ein Homolog einer Reversen Transkriptase codieren (Michel und Lang 1985). Diese 

können wiederum selbst in den Spleißprozess involviert sein und werden dann als Maturasen 

bezeichnet (Wank et al. 1999). In Höheren Pflanzen sind allerdings nur der für eine Maturase 

codierende ORF mat-r im fünften Intron des nad1 Gens und mat-k im trnK Gen bekannt 

(Bonen 2008). Eine weitere Besonderheit des Spleißprozesses in Mitochondrien ist das trans-

Spleißen, bei dem im Gegensatz zum cis-Spleißen nicht die Exons eines einzigen 

Primärtranskripts, sondern Exone von Transkripten unterschiedlicher Gene miteinander 

gespleißt werden. In Arabidopsis werden beispielsweise fünf Introns der Gene nad1, nad2 

und nad5 trans gespleißt (Bonen 2008). Es wird angenommen, dass Gruppe II-Introns, die 

dem trans-Spleißen unterliegen, sich vor der Entstehung der Moose aus vormals cis-

gespleißten Introns entwickelt haben (Groth-Malonek et al. 2005). Der Spleißprozess in 

pflanzlichen Mitochondrien stellt insgesamt ein sehr komplexes System dar und trägt zur 

Vielschichtigkeit der Genexpression und ihrer Regulation bei. Wie auch bei der RNA Edierung 

sind auch hier PPR-Proteine maßgeblich am Spleißmechanismus beteiligt (siehe Abschnitt 

1.2.3).  

Neben den posttranskriptionellen Vorgängen der RNA-Edierung und des Spleißens sind auch 

5‘- und 3‘-Prozessierung, sowie die Degradation von Transkripten Teil des mitochondrialen 

RNA-Metabolismus‘ (Binder et al. 2010). Im Gegensatz zur Prozessierung der 5‘- und 3‘-

Enden von tRNA- und rRNA-Molekülen, bei denen dieser Vorgang sehr gut untersucht ist, ist 

gerade die 5‘-Prozessierung der mRNAs noch nicht hinreichend geklärt. Analysen einer 

Vielzahl von mitochondrialen mRNAs in Arabidopsis haben gezeigt, dass die meisten 5‘-

Enden reifer mRNA-Moleküle erst postranskriptional generiert wurden und nur ein geringer 

Teil der reifen Transkripte an der Position der Transkriptionsinitiation beginnt (Forner et al. 

2007). Die Verbreitung prozessierter 5‘-Enden weist demnach darauf hin, dass dieser Vorgang 

ein wichtiger Prozess ist, der eine noch nicht geklärte regulatorische Rolle in der pflanzlichen 

Genexpression in Mitochondrien darstellt. Als erster Faktor, der für die Prozessierung der 5‘-

Enden des nad9- und cox3-Gens in Arabidopsis zuständig ist, wurde RPF2 identifiziert, ein 

Mitglied der Familie der PPR-Proteine (Jonietz et al. 2010).  

Wie in Abbildung 2 gezeigt, weisen die 3‘-untranslatierten Bereiche (UTRs) mitochondrialer 

Transkripte häufig Sequenzen mit inverted repeats (gegenläufigen Sequenzen) auf (Schuster 

et al. 1986). Derartige Strukturen existieren auch in Plastiden, wo sie sowohl als RNA-

Prozessierungssignal als auch als stabilisierende Struktur wirken, die das Transkript vor dem 

Abbau schützen (Stern und Gruissem 1987). Für diese Transkripte wurde darüber hinaus 

gezeigt, dass sowohl Exo- als auch Endonukleasen in der Lage sind, an diese Strukturen am 
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3‘-Terminus zu binden (Chen und Stern 1991). Ähnliche Mechanismen werden auch für die 3‘-

Prozessierung von mitochondrialen Transkripten vermutet. In Arabidopsis wurden bei 

Studien am atp9 Transkript die zwei 3‘-5‘ Exonukleasen PNPase und PNR1 identifiziert, die 

beide maßgeblich an der Generierung des 3‘-Endes involviert sind (Perrin et al. 2004). Der 3‘-

Terminus eines Transkriptes, sowie die Sekundärstrukturen in diesem Bereich sind Teil des 

mitochondrialen RNA Degradationsprozesses. Auch hier spielen Haarnadelstrukturen im 3‘-

Bereich eine große Rolle, wie beispielsweise für das cob Transkript in Reis und Weizen 

gezeigt wurde (Kaleikau et al. 1992). Darüber hinaus ist auch eine Polyadenylierung der 3‘-

Enden von Transkripten für die exonukleolytische Degradation durch eine PNPase notwendig 

(Holec et al. 2006). Durch ihren Einfluss auf die Halbwertszeit und den Turnover von 

Transkripten sind sowohl 3‘-Prozessierung als auch Degradation von mRNA wichtige 

Regulatoren in der mitochondrialen Genexpression. 

Für viele der beschriebenen Prozesse des RNA-Metabolismus‘ in den Mitochondrien Höherer 

Pflanzen wurden erst wenige Faktoren identifiziert, die in diese essentiellen Abläufe involviert 

sind. Darunter sind auffällig viele Vertreter der PPR-Proteine, die eine zentrale Rolle in allen 

Prozessen der mitochondrialen Genexpression zu spielen scheinen und im folgenden 

Abschnitt näher beschrieben werden. 

 

1.2 PPR-Proteine 

Als erstes PPR-Protein wurde das mitochondriale Protein Pet309p aus Saccharomyces 

cerevisiae beschrieben, welches an der Translation des cox1 Gens beteiligt ist (Manthey und 

McEwen 1995). Ein Homolog mit vergleichbarer Funktion, CYA-5, wurde kurze Zeit später in 

Neurospora crassa identifiziert (Coffin et al. 1997). Auch für dieses PPR-Protein, CYA-5, 

konnte die Bedeutung für posttranskriptionale Prozesse bestätigt werden. In Arabidopsis 

wurde man auf diese Genfamilie erst durch die Sequenzierung des gesamten Genoms 

aufmerksam (Arabidopsis Genome Initiative (2000)), von dem PPR-Proteine mit etwa 6 % 

einen beachtlichen Teil der Proteine mit unbekannter Funktion einnehmen.  

 

1.2.1 Struktur von PPR-Proteinen  

Die PPR-Proteine in Höheren Pflanzen wurden zeitgleich von (Aubourg et al. 2000) und 

(Small und Peeters 2000) beschrieben. Die Namensgebung beruht auf der Ähnlichkeit der 

charakteristischen Motive zu denen der bis dahin besser beschrieben tetratricopetide repeat 

Proteine (TPR-Proteine). 
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Die bezeichnenden 35 Aminosäuren langen PPR-Motive sind tandemartig angeordnet 

(Abbildung 3). Ihre Anzahl variiert zwischen zwei und 26 Motiven pro Protein, wobei 

durchschnittlich zwölf Wiederholungen auftreten (Lurin et al. 2004). Das Vorkommen von 

Variationen dieses Motivs teilt die gesamte Proteinfamilie in zwei größere Unterfamilien, der 

P- und der PLS-Unterfamilie, auf. Proteine, die der P-Unterfamilie angehören weisen 

ausschließlich P-Motive mit 35 Aminosäuren auf, während Proteine der PLS-Unterfamilie 

Variationen dieses Motivs aufweisen, die mit 31 kürzer (S-Motiv, short) oder mit mehr als 35 

Aminosäuren länger (L1- und L2-Motiv, large) sind. Die Motive kommen in keiner definierten 

Abfolge vor und liegen in vielen Proteinen in unterschiedlicher Kombination vor. Sie machen 

darüberhinaus mindestens zwei Drittel der gesamten Proteinsequenz aus (Lurin et al. 2004). 

In Arabidopsis ist von den insgesamt 442 PPR-Proteinen mit 242 Proteinen etwa die Hälfte 

der P-Unterfamilie zuzuordnen, während die verbleibenden 200 Proteine zu der PLS-

Unterfamilie gehören. Small und Peeters (2000) postulierten, dass es durch die Abfolge der 

PPR-Motive zu einer Ausbildung einer charakteristischen Sekundärstruktur kommt, die aus 

antiparallelen α-Helices besteht, die wiederum eine Tertiärstruktur, eine Superhelix mit einer 

zentralen Furche bilden, welche aufgrund ihrer dort vorherrschenden Aminosäuren und der 

hydrophilen Eigenschaften eine Bindung von Nukleinsäuren begünstigt. 

Röntgenkristallanalysen der menschlichen mitochondrialen RNA-Polymerase, die zwei PPR-

Motive enthält, bestätigen die Bildung antiparalleler α-Helices (Ringel et al. 2011).  

 

 
Abbildung 3: Struktur von PPR-Proteinen aus Arabidopsis thaliana. Gezeigt sind typische Strukturen von 
PPR-Proteinen unterschiedlicher Unterfamilien und Untergruppen. Angegeben ist außerdem die jeweilige Anzahl 
der einzelnen Unterfamilien- und Gruppen in Arabidopsis. Anordnung und Anzahl der Motive variiert in 
unterschiedlichen Proteinen. Modifiziert nach (Lurin et al. 2004). 
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Neben den PPR-Motiven wurden bei einigen PPR-Proteinen weitere Sequenzbereiche 

identifiziert, die sich am C-Terminus befinden und nur innerhalb der Proteine der PLS-

Untergruppe zu finden sind. Diese Bereiche werden als E-, E+- und DYW-Domänen 

bezeichnet (Lurin et al. 2004) und die Proteine entsprechend ihres Terminus in die jeweilige 

Untergruppe eingeteilt. Die Domänen sind nicht mit dem PPR-Motiv verwandt, kommen 

trotzdem, bis auf eine Ausnahme, ausschließlich in PPR-Proteinen vor (Lurin et al. 2004). 

Charakteristisch ist die Abfolge der Domänen innerhalb eines Proteins, die strikt konserviert 

ist und in keiner abweichenden Form zu existieren scheint. Enthält ein PPR-Protein alle drei 

Domänen, so sind diese colinear in der Reihenfolge E, E+, DYW angeordnet. Bei Proteinen 

mit zwei Domänen folgt die E+-Domäne auf die E-Domäne. Die E-Domäne kann auch alleine 

vorkommen, es sind jedoch keine multiplen Kopien einer Domäne in ein und demselben 

Protein vorzufinden (Lurin et al. 2004). Wie vergleichende Analysen zeigen, sind die E- und 

die E+-Domäne stark degeneriert und daher schwierig zu identifizieren, während sich die 

DYW-Domäne durch hoch konservierte Aminosäuren auszeichnet. Für diese Domäne wurde 

daher lange eine mögliche katalytische Funktion angenommen (Aubourg et al. 2000; Saha et 

al. 2007), was bis heute jedoch nicht bestätigt wurde. Allerdings gibt es einen direkten 

Zusammenhang von Proteinen mit DYW-Domäne und der RNA-Edierung (Salone et al. 2007; 

Rüdinger et al. 2008). Darüber hinaus kommen PPR-Proteine der PLS-Untergruppe 

ausschließlich im Pflanzenreich vor. Der Ursprung der Domänen der PLS-Untergruppe ist 

noch ungeklärt. Die DYW-Domäne entstammt möglicherweise einem horizontalen 

Gentransfer zwischen einem Vertreter der Pflanzen und einem zu den Protisten gehörenden 

Vertreter der Heterolobosen (Knoop und Rudinger 2010). 

 

1.2.2 Evolution und Verbreitung von PPR-Proteinen 

PPR-Proteine wurden in allen euraryotischen Organismen gefunden, ihre Anzahl variiert 

allerdings erheblich. Während in Arabidopsis 450 und in einem Vertreter der Pappeln 

(Populus trichocarpa) sogar 600 PPR-Proteine identifiziert wurden, sind diese außerhalb der 

Gruppe der Landpflanzen, z.B. bei Drosophila oder Saccharomyces, bei denen zwei bzw. fünf 

PPR-Proteine bekannt sind, eher selten (Schmitz-Linneweber und Small 2008). Die weitere 

Analyse verschiedener Genome, wie z.B. dem der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii (12 

PPR-Proteine) und des Mooses Physcomitrella patens (103 PPR-Proteine) hinsichtlich der 

Anzahl von PPR-Proteinen führte letztlich zu der Hypothese, dass die massive Verbreitung 

der PPR-Proteine nach der Abspaltung der Landpflanzen von den Algen, aber vor der 

Abzweigung der Samenpflanzen von den Bryophyten aufgetreten ist (Fujii und Small 2011). 
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Ein Mechanismus, der mit großer Wahrscheinlichkeit zur Verbreitung der PPR-Proteine 

beigetreten hat, ist der Vorgang der Retrotransposition, bei dem das Produkt einer Reversen 

Transkription in das Genom reintegriert wird. Die Tatsache, dass mehr als 80 % aller für PPR-

Proteine codierenden Gene von Arabidopsis und Oryza intronlos sind (Lurin et al. 2004; 

O'Toole et al. 2008), während über 75 % der PPR- Gene von P. patens Introns enthalten, wie 

auch die meisten der evolutionär älteren PPR-Genen von Arabidopsis und Oryza (O'Toole et 

al. 2008), bestätigt diese Theorie. Neben der Retrotransposition wird auch die 

Genomduplikation als ein weiterer Mechanismus diskutiert, der zu dem Anstieg der für PPR-

Proteine codierenden Gene beigetragen haben könnte. Ein derartiger Vorgang kann massive 

Auswirkungen auf die Genanzahl von schon bestehenden Genfamilien haben und ist im Falle 

der Angiospermen bereits mindestens zweimal im Laufe der Evolution aufgetreten (Bowers et 

al. 2003; De Bodt et al. 2005). Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, welcher selektive 

Druck gewirkt hat, der zur Erhaltung der durch Retrotransposition und Genomduplikation 

verursachten großen Anzahl an PPR-codierenden Genen beigetragen hat. Die Verbreitung 

der PPR-Proteine scheint nach heutigen Kenntnissen eng mit dem Auftreten der 

pflanzenspezifischen PLS-Unterfamilie verbunden zu sein, deren Vertreter in großer Anzahl 

am Prozess der RNA-Edierung beteiligt sind (Hammani et al. 2009). Da sowohl die pflanzliche 

RNA-Edierung, als auch die PPR-Proteine der PLS-Unterfamilie gleicherweise erstmalig in 

Landpflanzen auftraten und die Anzahl der Edierungspositionen unmittelbar mit der Anzahl 

an PLS-Proteinen korreliert, wird davon ausgegangen, dass die Verbreitung der RNA-

Edierung maßgeblich zu dem massiven Anstieg von PPR-Proteinen der PLS-Klasse 

beigetragen hat (Salone et al. 2007; Fujii und Small 2011).  

Im Gegensatz zu der Evolution und der Verbreitung der PPR-Proteine ist die Frage nach 

ihrem eigentlichen Ursprung weitestgehend unbeantwortet. Die Omnipräsenz in Eukaryoten 

und die strikte Assoziation mit Funktionen der Organellen sprechen für einen Ursprung, der 

in den prokaryotischen Endosymbionten liegt. Allerdings wurden für PPR-Proteine 

codierende Gene oder ORFs weder im Chondrom oder im Plastom, noch in Vertretern der α-

Proteobakterien und der Cyanobakterien gefunden (Lurin et al. 2004), so dass man die 

Möglichkeit in Betracht zieht, dass die PPR-Proteine ihren Ursprung in den Eukaryoten haben. 

Small und Peeters (2000) zufolge könnten sich die PPR-Proteine aus den strukturell sehr 

ähnlichen TPR-Proteinen entwickelt haben, die im Gegensatz zu PPR-Proteinen sowohl in 

Eukaryoten, als auch in Archaeen und Bakterien vorkommen (Blatch und Lassle 1999; 

D'Andrea und Regan 2003). Sie bilden, wie die PPR-Proteine auch, durch die sich 

wiederholenden TPR-Motive antiparallele Helices, die eine Superhelix mit zentraler Furche 
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ausbilden, deren Oberfläche durch eine bestimmte Ladungsverteilung die Bildung von 

Liganden begünstigt (Blatch und Lassle 1999; D'Andrea und Regan 2003). TPR-Proteine sind 

zwar in erster Linie in Protein-Protein-Wechselwirkungen involviert, jedoch gibt es einige 

TPR-Proteine, die auch in der Lage sind, RNA zu binden (D'Andrea und Regan 2003; Sane et 

al. 2005). Aufgrund dieser funktionellen Übereinstimmung erscheint eine Entwicklung der 

PPR-Proteine aus den TPR-Proteinen denkbar.  

1.2.3 Die Funktionen von PPR-Proteinen im RNA-Metabolismus der Organellen 

Etwa die Hälfte der PPR-Proteine aus Arabidopsis sind gemäß in silico Analysen 

mitochondrial lokalisiert, während ein Viertel als chloroplastidär lokalisiert eingestuft wird 

(Lurin et al. 2004; O'Toole et al. 2008). Außerhalb dieser Organellen wurden bisher nur zwei 

PPR-Proteine gefunden (Ding et al. 2006; Hammani et al. 2011b). Beide sind im Nukleus an 

der Genexpression beteiligt.  

PPR-Proteine wurden aufgrund ihrer Struktur schon früh als RNA-bindende Proteine 

beschrieben (Small und Peeters 2000). Diese Annahme hat sich seitdem vielfach in vivo 

bestätigt (z.B. (Schmitz-Linneweber et al. 2005; Schmitz-Linneweber et al. 2006; Beick et al. 

2008; Pfalz et al. 2009), wobei bei vielen dieser Analysen zwar eine Assoziation mit RNA-

Molekülen, nicht jedoch eine klare, physikalische Interaktion nachgewiesen wurde. 

Detaillierte Bindestudien mit definierten Ziel-RNAs sind nur für sehr wenige PPR-Proteine 

verfügbar, jedoch weisen diese darauf hin, dass es kein allgemeingültiges, definiertes RNA-

Sequenzmotiv oder eine bestimmte Sekundärstruktur gibt, die generell als PPR-Protein 

bindend bezeichnet werden kann (Schmitz-Linneweber und Small 2008).  

Neben Analysen zur RNA-Bindung von PPR-Proteinen wurden zahlreiche Studien an 

Mutanten durchgeführt, die zeigen, dass homozygote Mutationen in PPR-Genen zu einer 

Ausbildung von drastischen Phänotypen und in vielen Fällen sogar zu Embryoletalität führt 

(Lurin et al. 2004; Schmitz-Linneweber und Small 2008). In allen Fällen war in den Mutanten 

die RNA-Prozessierung oder die Translation in den Organellen betroffen (Andrés et al. 2007; 

Schmitz-Linneweber und Small 2008). Hierbei wurden die Defekte in einzelnen PPR-Genen 

auch einzelnen Transkripten zugeordnet, so dass trotz der hohen Anzahl an PPR-Genen von 

einer Spezifität und nicht-redundanten Funktion der einzelnen PPR-Proteine für die 

Genexpression in Chloroplasten und Mitochondrien auszugehen ist.  

Als transkriptspezifische, in den Organellen lokalisierte, RNA-bindende Proteine sind die 

PPR-Proteine in Pflanzen in nahezu alle Schritte des organellären RNA-Metabolismus‘ 

involviert (Abbildung 4, siehe auch Kapitel 1.1.2).  
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Abbildung 4: Funktionen von PPR-Proteinen in der Genexpression in Mitochondrien Höherer Pflanzen.  
Modifiziert nach (Andrés et al. 2007). 
 

Bei den ersten charakterisierten PPR-Proteinen Pet309p aus Saccharomyces und seinem 

Ortholog CYA-5 aus Neurospora (Manthey und McEwen 1995; Coffin et al. 1997; Manthey et 

al. 1998) handelt es sich um für die Translation von COX1 essentielle Faktoren in 

Mitochondrien. Für Pet309p wurde gezeigt, dass es mit der 5‘-untranslatierten leader-

Sequenz der cox1 mRNA assoziiert und in einem Proteinkomplex, der auch auf weitere 

Transkripte translationsaktivierend wirkt, gebunden an die innere mitochondriale Membran 

vorliegt (Naithani et al. 2003; Krause et al. 2004). Das Protein Pet309p stellt darüberhinaus 

eine Verbindung zwischen Transkription und Translation dar, da es außerdem mit Nam1p, 

einem Protein, welches an die mitochondriale Polymerase bindet, in einem Komplex vorliegt 

(Naithani et al. 2003). Dies lässt den Schluss zu, dass Transkription, Translation und die 

Assemblierung von Proteinen der Atmungskette gemeinsam in der inneren mitochondrialen 

Membran ablaufen (Krause et al. 2004; Shadel 2004). Auch in Pflanzen wurden bereits 

mehrere PPR-Proteine identifiziert, die in die Translation involviert sind, so beispielsweise die 

Proteine PPR2 und CRP1 aus Zea mays, die für die Akkumulation und Synthese der 

plastidären Translationsmaschinerie bzw. die Translation der petA und psaC mRNA 

verantwortlich sind (Fisk et al. 1999; Williams und Barkan 2003). Ähnlich wie Pet309p bindet 

auch CRP1 in einem Bereich des 5‘ UTRs und liegt assoziiert mit den Polysomen vor (Barkan 

et al. 1994). Somit scheinen diese Proteine auch für die Initiation der Translation eine 

wesentliche Rolle in pflanzlichen Organellen zu spielen, bei denen der Vorgang aufgrund 

fehlender klassischer Shine-Dalgarno Sequenzen im Wesentlichen noch ungeklärt ist (Zerges 

2000).  
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Ein Großteil der Regulation der Genexpression findet allerdings nicht während der 

Translation, sondern bereits während und nach der Transkription statt. Hier ist ein einfacher 

und gleichsam effektiver Weg zur Kontrolle der Genexpression in Mitochondrien die 

Veränderung der Menge an mRNA Molekülen. Dies geschieht beispielweise durch die 

Stabilisierung von Transkripten oder aber durch mRNA-Degradation; beides sind Prozesse in 

die PPR-Proteine maßgeblich involviert sind. Für die Transkriptstabilisierung spielen die PPR-

Proteine der ubiquitär vorkommenden P-Unterfamilie eine entscheidende Rolle, was 

zusammen mit anderen Fakten darauf hinweist, dass es sich bei dieser Funktion um eine sehr 

frühe Fähigkeit handelt, die sich im Verlauf der Evolution weiterentwickelte (Zoschke et al. 

2010). Der grundsätzliche Mechanismus basiert auf dem Schutz gegen exo- und 

endonukleolytische Spaltung der mRNA durch die Bindung eines PPR-Proteins an definierte 

Regionen des Transkripts am 3‘- und 5‘-Ende. Gut untersuchte Beispiele für diese Prozesse 

sind die PPR-Proteine PPR10 und CRP1 aus Mais, die an der Stabilisierung der plastidären 

Transkripte atpH und psaJ bzw. petD und petB beteiligt sind (Fisk et al. 1999; Pfalz et al. 

2009) und das Protein PGR3 aus Arabidopsis, welches Transkripte des petL-Operons 

stabilisiert (Yamazaki et al. 2004).  

Ein weiterer, für die Genexpression essentieller Prozessierungsschritt ist das Spleißen. 

Allerdings ist für einige PPR-Proteine nicht gänzlich geklärt, ob sie direkt am Prozess des 

Spleißens der Transkripte beteiligt sind, oder ob Veränderungen im Spleißverhalten lediglich 

Konsequenzen einer Veränderung der RNA-Stabilität sind (de Longevialle et al. 2010). Dessen 

ungeachtet wurden bisher fünf PPR-Proteine identifiziert, die unmittelbar in das Spleißen von 

Transkripten involviert sind. Von diesen Proteinen sind insgesamt vier in den Chloroplasten 

lokalisiert; zu ihnen gehören das PPR4-Protein in Mais, das für das Spleißen des ersten 

Introns des rps12-Gens verantwortlich ist  (Schmitz-Linneweber et al. 2006) und das PPR-

Proteine OTP51 aus Arabidopsis, welches das Spleißen von Introns der Transkripte ycf3 und 

atpF beeinflusst (de Longevialle et al. 2008). Das einzige PPR-Protein, das als Spleißfaktor in 

die Prozessierung mitochondrialer Transkripte involviert ist, ist das Protein OTP43. Dieses 

wird für das Spleißen der ersten nad1-Introns in den Mitochondrien von Arabidopsis benötigt 

(de Longevialle et al. 2007). 

Von allen posttranskriptionellen Prozessen ist die RNA-Edierung der am wenigsten 

verstandene Vorgang in pflanzlichen Organellen. Weder die molekularen Mechanismen der 

Edierungsreaktion noch die daran beteiligten enzymatischen Faktoren, die für diese Reaktion 

verantwortlich sind, wurden bislang beschrieben. Nachdem für die Plastiden schon relativ 

früh einige an der Edierung beteiligte Faktoren beschrieben wurden, ist im Laufe der letzten 
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Jahre auch für die Mitochondrien eine große Anzahl von PPR-Proteinen identifiziert worden, 

die essentielle Funktionen für die RNA-Edierung hat (Fujii und Small 2011). Mittlerweile sind 

in pflanzlichen Mitochondrien 21 PPR-Proteine beschrieben, die an der Edierung beteiligt 

sind (Fujii und Small 2011; Hammani et al. 2011a; Uchida et al. 2011; Verbitskiy et al. 2011; 

Okuda und Shikanai 2012; Yuan und Liu 2012), in Chloroplasten sind es derzeit 17 (Fujii und 

Small 2011; Okuda und Shikanai 2012). Darüber hinaus wurde mit den MORF-Proteinen 

(MORF: multiple organellar RNA editing factor) erst kürzlich eine ganze Familie von Proteinen 

beschrieben, deren Vertreter mit den PPR-Proteinen zusammen in einem Editosom agieren 

und für die RNA-Edierung zahlreicher Transkripte in Plastiden und Mitochondrien 

verantwortlich sind (Takenaka et al. 2012). Die für die Edierung essentiellen PPR-Proteine 

gehören alle der PLS-Unterfamilie an, die am C-Terminus wenigstens eine E-Domäne tragen. 

Diese ist möglicherweise an der Rekrutierung des noch unbekannten Edierungsenzyms 

beteiligt (Shikanai 2006), was bisher allerdings nicht experimentell bestätigt wurde. Auch 

weitestgehend ungeklärt ist der Erkennungsmechanismus, der für die Spezifität einzelnen 

PPR-Proteine zu ihrer Ziel-RNA verantwortlich ist.  

Zusätzlich zu posttranskriptionalen Prozessen sind PPR-Proteine auch in weitere zelluläre 

Vorgänge involviert, so sind beispielsweise bis auf wenige Ausnahmen alle Proteine, die in 

der Wiederherstellung der cytoplasmatischen, männlichen Sterilität (CMS) in CMS-Pflanzen 

den PPR-Proteinen zuzuordnen (Andrés et al. 2007). Sie stellen als Rf-Faktoren (Rf: restorer of 

fertility) die Fertilität wieder her, indem sie die Expression der CMS-auslösenden Gene auf 

verschiedene Weisen unterdrücken (Schnable und Wise 1998). Andere pflanzliche 

PPR-Proteine spielen beispielsweise eine entscheidende Rolle bei der Gametogenese und der 

Embryogenese (Lu et al. 2011) sowie bei der Abwehr von Pathogenen und der Stresstoleranz 

gegen diverse abiotische Faktoren (Laluk et al. 2011; Yuan und Liu 2012). 

 

1.3 Zielstellung dieser Arbeit 

Die PPR-Proteine bilden zusammen in Arabidopsis die größte Genfamilie, deren bekannte 

Vertreter in eine Vielzahl von Prozessen in den Chloroplasten und Mitochondrien involviert 

sind (Schmitz-Linneweber und Small 2008). Trotz alledem stellen sie mit etwa 6 % einen 

beachtlichen Teil der Proteine mit unbekannter Funktion und sind daher Gegenstand 

aktueller Forschungen. Ungeklärt sind vor allem die Mechanismen der spezifischen RNA-

Erkennung und -Interaktion. 
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Im Vorfeld dieser Arbeit wurden in in vitro-Analysen zwei Proteine aus Arabidopsis, 

AT1G15480 und AT3G15590, identifiziert, die spezifisch an ein RNA-Fragment des cox2-Gens 

binden, welches die Edierungsposition +276 beinhaltet. Diese Proteine wurden als PPR-

Proteine mit einer vorhergesagten Lokalisation in den Mitochondrien klassifiziert (Bolle 2008).  

Im Rahmen dieser Arbeit sollen diese beiden Proteine charakterisiert werden und eine 

mögliche Rolle für den mitochondrialen RNA-Metabolismus aufgeklärt werden. Die Analysen 

sollten dabei sowohl auf bioinformatischer, als auch auf molekularer und biochemischer 

Ebene erfolgen. Mit Hilfe bioinformatischer Methoden können z.B. wichtige Erkenntnisse über 

die Struktur, die für PPR-Proteine experimentell noch nicht bestätigt wurde, erhalten werden. 

Darüber hinaus bieten Datenbanken die Möglichkeit, putative RNA-Bindemotive zu 

identifizieren. Ebenfalls wichtiger Gegenstand der Arbeit sollte die Analyse von T-DNA 

Insertionsmutanten für die beiden zu untersuchenden Proteine sein. Da in zahlreichen 

Studien an Mutanten mit homozygoten T-DNA Insertionen in PPR-Genen bereits auffällige 

Phänotypen beschrieben wurden (Lurin et al. 2004; Schmitz-Linneweber und Small 2008), 

versprechen Mutantenanalysen und phänotypische Untersuchungen der Mutanten 

weiterführende Hinweise auf die Funktion der beiden PPR-Proteine. Die Verfügbarkeit 

homozygoter knockout-Pflanzen ermöglicht außerdem zahlreiche Analysen hinsichtlich einer 

möglichen Beteiligung an der Transkription und der Translation ausgesuchter Gene. So 

können Analysen des Edierungsstatus‘, der Transkriptionsrate und des mitochondrialen 

Proteoms Veränderungen der Mutanten gegenüber dem Wildtyp aufzeigen, um Rückschlüsse 

zu erhalten, ob und in welche Prozesse die Proteine AT1G15480 und AT3G15590 involviert 

sind. Außerdem soll die zelluläre Lokalisation der Proteine experimentell bestimmt werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Geräte und Chemikalien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders angegeben von 

den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (München), Serva (Heidelberg), Roche 

(Mannheim), Qiagen (Hilden), BioRad (München), Fluka (München), Merck (Darmstadt) und 

Duchefa (Haarlem, Niederlande) bezogen. Die verwendeten Geräte entsprechen der 

laborüblichen Ausstattung. 

 

2.2 Pflanzenmaterial und Anzuchtbedingungen von Arabidopsis thaliana 

2.2.1 T-DNA Insertionslinien 

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden Wildtyppflanzen 

(WT-Pflanzen) und T-DNA Insertionsmutanten von Arabidopsis des Ökotyps Columbia 

(Col-0) und Wassilewskija (WS-4) verwendet. Die Samen der T-DNA Insertionspflanzen ( 

Tabelle 1) wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC; http://arabidopsis.info/) 

und dem Versailles Genetics and Plant Breeding Laboratory Arabidopsis thaliana Resource 

Centre (INRA; http://dbsgap.versailles.inra.fr/portail/) bezogen.  

 
Tabelle 1: Verwendete T-DNA Insertionslinien. Angegeben sind neben der Linienbezeichnung die MAtDB-
Nummer, die in der Datenbank angegebene Lokalisation der T-DNA, die Bezugsquelle, sowie die jeweilige 
Referenz 

 

 

2.2.2 Anzucht auf Erde 

Etwa 20 Samen von Arabidopsis wurden gemeinsam in Pflanztöpfen mit einem Durchmesser 

von 9 cm auf einem 2:3 Gemisch aus Sand und Torfkultursubstrat (TKSII, Floragard) ausgesät. 

Zur Synchronisation der Keimung und der Vernalisation wurden die Aussaaten zwei Tage bei 

einer Temperatur von 10 °C dunkel gelagert, bevor sie dann unter den angegebenen 

Anzuchtbedingungen (Tabelle 2) im Klimaschrank (Percival Scientific) oder in der 

Klimakammer (Brown, Boveri & Cie.) kultiviert wurden. Nach zweiwöchiger Anzucht wurden 

die Keimlinge in einzelne Töpfe (ø 5 cm) pikiert und unter den entsprechenden Bedingungen 

weiter angezogen. 

MAtDB-Nr. Lokalisation der T-DNA Bezeichnung Bezugsquelle Referenz 

At3g15590 Exon GK_188B06 NASC (Li et al. 2007) 

At1g15480 Exon FLAG_465F03 INRA (Samson et al. 
2002) 
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Tabelle 2: Anzuchtbedingungen für Arabidopsis. Einstellungen der für die Anzucht von Arabidopsis relevanten 
Parameter der Klimakammer und des Klimaschrankes 

Parameter Klimakammer Klimaschrank 

Lichtperiode (Tag/Nacht) 12 Std./12 Std. 16 Std./ 8 Std. 
Lichtqualität Philips Alto II Osram L Lumilux 
Lichtintensität 110 µmol m-2 s-1 135 µmol m-2 s-1 
Luftfeuchtigkeit unreguliert 70 % 
Temperatur (Tag/Nacht) 25°C/25°C 22°C/22°C 

 

2.2.3 Oberflächensterilisation von Samen 

Um den Befall von Pflanzen in Sterilkultur mit Mikroorganismen auszuschließen, wurden die 

Samen vor der Aussaat sterilisiert. Hierfür wurden etwa 20-25 mg Samen von Arabidopsis in 

einem 1,5 ml Reaktionsgefäß für eine Minute in 70 % (v/v) Ethanol geschüttelt und die Samen 

anschließend sedimentiert. Es folgte eine zehnminütige Inkubation unter Schütteln in 1,0 ml 

Natriumhypochloridlösung (50 % (v/v) Natriumhypochlorid, 0,05 % (v/v) Triton X-100). 

Anschließend wurden die Samen erneut sedimentiert und viermal mit autoklaviertem Wasser  

gewaschen.  

 

2.2.4 Anzucht in Sterilkultur 

Die Anzucht von Arabidopsis unter sterilen Bedingungen erfolgte in sterilen Petrischalen  

(ø 14,5 cm, Sarstedt, Nümbrecht) auf Festmedium (2,203 g/l Murashige Skoog Medium mit 

Vitaminen, 1 % (w/v) Saccharose, 0,05 % (w/v) MES, 2 % (w/v) Phytagar, pH 5,7) nach 

Murashige und Skoog (Murashige und Skoog 1962), dem zur Selektion von T-DNA-

Insertionslinien Kanamycin in einer Endkonzentration von 30 mg/l zugesetzt wurde. Zum 

Ausbringen wurden etwa 50–200 zuvor oberflächensterilisierte Samen (2.2.3) in 5 ml 

autoklavierter 0,1 %iger Agaroselösung aufgenommen und durch Schwenken gleichmäßig 

auf dem Medium verteilt. Anschließend wurden die Petrischalen offen bis zum Trocknen der 

Suspension unter der Sterilwerkbank (Thermo Fisher Scientific) gelagert. Die Synchronisation 

der Keimung, die Vernalisierung und die weitere Anzucht erfolgten gemäß Abschnitt 2.2.2. 

Optional konnte ein Umsetzen der Keimlinge auf Erde oder eine weitere Kultivierung als 

hydroponische Wurzelkultur zwei bis drei Wochen nach dem Auskeimen durchgeführt 

werden. 
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2.2.5 Hydroponische Sterilkulturen von Arabidopsis Wurzeln 

Zur Gewinnung großer Mengen Biomasse innerhalb kurzer Zeit wurden hydroponische 

Wurzelkulturen von Arabidopsis nach dem Protokoll von (Czakó et al. 1993) etabliert. Hierfür 

wurden etwa 20 in Sterilkultur (siehe 2.2.4) angezogene Keimlinge unter sterilen 

Bedingungen in 200 ml Arabidopsis Wurzelkulturmedium, WKM (4,4 g/l Murashige & Skoog 

basale Salze, 200 mg/l Myo-Inositol, 0,3 % (v/v) Miller’s solution (6 % KH2PO4), 0,2 % Vitamix 

Stocklösung (0,5 % Vitamin B1, 0,05 % Vitamin B6, 0,1 % Glycin, 0,05 % Nikotinsäure, 0,025 % 

Folsäure, 0,05 % Biotin), 3 % Saccharose, pH 5,8) überführt und für vier bis sechs Wochen im 

abgedunkelten Schüttelinkubator bei 25 °C und 70 rpm inkubiert. Nach zwei Wochen 

Anzucht wurde der Kultur das zur Gruppe der Auxine gehörende Phytohormon Indol-3-

essigsäure (IAA) in einer Enkonzentration von 50 µg/l zur Stimulation des Wurzelwachstums 

(Rahman et al. 2001) zugesetzt. Nach weiteren fünf Tagen erfolgte ein Austausch des IAA-

haltigen Mediums gegen frisches WKM ohne Phytohormonzusatz.  

 

2.2.6 Arabidopsis Zellkulturen 

Zellkulturen der Linie MM1 (Menges und Murray 2002) von Arabidopsis wurden steril in 

MSMO-Medium (4,4 g/l MSMO, 3 % Saccharose, pH 5,7), welches mit 0,5 mg/l 

Naphtalensäure (NAA) und 0,05 mg/l Kinetin versetzt wurde bei 25°C unter Lichtausschluss 

bei 130 rpm in einem Inkubationsschüttler kultiviert. In einem Intervall von sieben Tagen 

wurde frisches Medium mit der 0,1 fachen Menge Zellkultur inokuliert. 

 

2.3 Arbeiten mit Arabidopsis 

2.3.1 Lokalisation von PPR-GFP-Fusionsproteinen  

2.3.1.1 Präparation von Protoplasten aus Arabidopsis Zellkulturen 

Die Präparation von Protoplasten aus Arabidopsis-Zellen wurde abgewandelt nach (Damm 

und Willmitzer 1988) durchgeführt. Arbeiten mit Protoplasten fanden unter einer 

Sterilwerkbank statt. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei Raumtemperatur für fünf 

Minuten bei 100 x g und minimaler Beschleunigungs- und Bremsrate in einem 

Ausschwingrotor (S4180, Beckman Coulter) durchgeführt. Um die auf die Protoplasten 

einwirkenden Scherkräfte zu minimieren, wurden ausschließlich abgeschnittene 

Pipettenspitzen verwendet. Als Ausgangsmaterial dienten drei bis fünf Tage alte Zellkulturen 

der Linie MM1, von denen 40 ml in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt und zentrifugiert 

wurden. Die sedimentierten Zellen wurden anschließend in 25 ml Enzymlösung (1 % (w/v) 

http://de.wikipedia.org/wiki/Indol-3-essigs%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Indol-3-essigs%C3%A4ure
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Cellulase, 0,2 % (w/v) Maceroenzym, in MS-GM) resuspendiert und mit MS-GM (0,44 % (w/v) 

MS Medium, 3 % (w/v) Glukose, 3 % (w/v) Mannitol, pH 5,5) auf 50 ml aufgefüllt. Diese 

Suspension wurde in zwei Petrischalen (ø 14,5 cm) überführt und das Volumen nochmals um 

weitere 25 ml pro Petrischale mit MS-GM gesteigert, so dass jede der beiden Schalen 50 ml 

Zellsuspension enthielt. Es folgte eine Inkubation für drei bis fünf Stunden unter 

Lichtausschluss bei Raumtemperatur auf einem Taumelschüttler. Der enzymatische Verdau 

der Zellwand wurde während dieser Zeit mehrfach mikroskopisch kontrolliert und solange 

fortgeführt, bis die Zellen vereinzelt vorlagen. Die Suspension wurde in 

Zentrifugationsröhrchen überführt, zentrifugiert, mit 25 ml MS-GM gewaschen und erneut 

zentrifugiert. Die pelletierten Protoplasten wurden dann in 10 ml MS-S (0,44 % (w/v) MS-

Medium, 10 % (w/v) Saccharose, pH 5,5) resuspendiert bevor in einem weiteren 

Zentrifugationsschritt die intakten von den kollabierten Protoplasten aufgrund ihrer 

unterschiedlichen Dichte getrennt werden konnten. Während zerstörte Protoplasten am 

Gefäßboden pelletieren, sammeln sich die intakten Zellen am Flüssigkeitsmeniskus. Sie 

wurden abpipettiert und mit dem gleichen Volumen W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM 

KCl, 2 mM MES, pH 5,7) verdünnt und zentrifugiert. Die pelletierten Protoplasten wurden 

dann in 1,2 ml MMg-Lösung (400 mM Mannitol, 15 mM MgCl2) resuspendiert und bis zur sich 

direkt anschließenden Transformation im Dunkeln gelagert. 

 

2.3.1.2 Transformation von Protoplasten aus Arabidopsis 

Pro Transformationsansatz wurden 200 µl der nach 2.3.1.1 isolierten Protoplasten verwendet. 

Diese wurden in ein 2 ml Reaktionsgefäß gegeben und vorsichtig mit 20 mg Plasmid-DNA 

vermischt. Nach der Zugabe von 220 µl PEG/Ca-Lösung (40 % (v/v) PEG 4000, 200 mM 

Mannitol, 100 mM CaCl2) erfolgte eine 20-minütige Inkubation bei RT und unter 

Lichtausschluss. Anschließend wurde dem Ansatz 800 µl W5-Lösung (154 mM NaCl, 125 mM 

CaCl2, 5 mM KCl, 2 mM MES, pH 5,7) zugegeben, dieser zentrifugiert und das Pellet in 500 µl 

MS-GM aufgenommen. Nach einer Inkubation für sechs bis sechzehn Stunden im Dunkeln 

und bei RT erfolgte die mikroskopische Analyse der transformierten Protoplasten. 
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2.3.1.3 Färbung von Mitochondrien in isolierten und transformierten 

Protoplasten 

Für die Bestimmung der Lokalisation von PPR-GFP-Fusionsproteinen wurden die 

transformierten Protoplasten zusätzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker® Orange 

CM-H2TMRos (Molecular Probes, (Poot et al. 1996)) behandelt. Dieser Farbstoff diffundiert 

passiv durch die Plasmamembran und akkumuliert in den Mitochondrien. Sind diese intakt 

und respirationsaktiv, so wird der nicht fluoreszierende, reduzierte Farbstoff in einen 

oxidierten Zustand überführt, wodurch die Mitochondrien fluoreszenzmikroskopisch sichtbar 

werden. Die Behandlung der Protoplasten mit MitoTracker® Orange CM-H2TMRos erfolgte 

mit einer Konzentration von 300 nM nach Angaben des Herstellers unmittelbar vor der 

fluoreszenzmikroskopischen Analyse. 

 

2.3.1.4 Fluoreszenzmikroskopie  

Die Mikroskopie der transformierten Protoplasten erfolgte an einem Konfokalen-Laser-

Scanning-Mikroskop (Model TCS SP) der Firma Leica Microsystems, mit einer Anregung von 

488 nm und einer Emission im grünen (500-540 nm) und roten Bereich (560 -620 nm) in der 

Zentralen Mikroskopie im Biologiezentrum der CAU zu Kiel. Die Aufnahme der digitalen 

Bilder erfolgte unter Verwendung der Software „LCSLite“.  

 

2.3.2 Isolierung von Nukleinsäuren aus Arabidopsis 

2.3.2.1 Schnellextraktion von genomischer DNA  

Die Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis erfolgte verändert nach dem Protokoll 

von (Edwards et al. 1991). Zwei bis drei Blätter der zu testenden Pflanze wurden in ein 

vorgekühltes 1,5 ml Reaktionsgefäße gegeben und in flüssigem Stickstoff mit einem 

Mikropistill zerrieben. Anschließend wurden 500 µl Extraktionspuffer (0,4 M LiCl, 0,2 M TRIS-

HCl (pH 9,0), 25 mM EDTA, 1 % (w/v) SDS hinzugefügt, der Ansatz gründlich auf einem 

Vortexschüttler (Merck Eurolab GmbH) homogenisiert und dann durch eine 5-minütige 

Zentrifugation bei 20.000 x g und 4 °C in Überstand und Pellet getrennt. Der Überstand 

wurde mit einem Volumen Isopropanol versetzt und der Ansatz für eine Stunde bei –20 °C 

inkubiert. Die so gefällte DNA wurde dann für 10 min bei 20.000 x g und 4 °C pelletiert, vom 

Überstand getrennt, getrocknet und anschließend in 100 µl sterilem, destillierten Wasser 

rückgelöst.  
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2.3.2.2 Phenol-Chloroform-Extraktion genomischer DNA 

Zur Isolierung von Gesamt-DNA im größeren Maßstab wurde Pflanzenmaterial unter 

flüssigem Stickstoff mit einem Pistill zerrieben und mit 2,5 ml Lysepuffer (10 mM TRIS-HCl 

pH 8,0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2 % SDS) gründlich vermischt. Nach einer ersten 

Phenolisierung mit 2,5 ml Phenol und einer 15-minütigen Zentrifugation bei 2.500 x g und RT 

erfolgte das zweimalige Ausschütteln mit jeweils 2,5 ml eines Phenol-Chloroform-

Isoamylalkohol Gemisches (25:24:1). Im Anschluss an einen weiteren Extraktionsschritt mit 

einem Chloroform-Isoamylalkohol Gemisch (24:1) folgte zum Abbau von RNA die Zugabe 

von 10 µg RNaseA (Sigma-Aldrich, Steinheim) zum Überstand und eine Inkubation von 

30 Minuten bei 37°C. Anschließend wurden die Proben ein weiteres Mal mit Phenol-

Chloroform-Isoamylalkohol sowie einmal mit Chloroform-Isoamylalkohol ausgeschüttelt, 

bevor die DNA aus dem Überstand durch Zugabe von 1/10 Volumen 8M Ammoniumacetat 

und 2 Volumen Ethanol absolut gefällt wurde. Die Fällungsreaktion erfolgte dabei für 30 bis 

60 Minuten bei -80°C. Nach einer 15-minütigen Zentrifugation und nach Waschen mit 

70 %igem Ethanol wurde die pelletierte DNA in 10 mM TRIS-HCl (pH 8,0) rückgelöst. 

 

2.3.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion von Gesamt-RNA  

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial erfolgte abgewandelt nach dem 

Protokoll von (Manickavelu et al. 2007). Hierfür wurden Rosettenblätter mit einem Pistill in 

einem Mörser unter Stickstoff fein zerrieben und ein 2 ml Reaktionsgefäß zu etwa einem 

Viertel mit dem Pulver gefüllt. Nach Zugabe von 500 µl kochendem RNA-Lysepuffer (0,2 M 

Borsäure, 30 mM EDTA, 1 % SDS, pH 9,0) und gründlichem Durchmischen wurden 500 µl auf 

60°C erwärmtes Phenol zugegeben und das Homogenat anschließend für 10 min bei 

14.000 x g zentrifugiert. Es folgte daraufhin eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit 

anschließender alkoholischer Fällung der Nukleinsäuren  wie unter 2.3.2.2 beschrieben und 

eine selektive LiCl-Fällung der RNA über Nacht. Die pelletierte RNA wurde abschließend in 

40 µl DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 

gelagert. 
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2.3.2.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Blütenständen 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Blüten von Arabidopsis erfolgte unter Verwendung des 

NucleoSpin® RNA XS Kit der Fa. Macherey-Nagel. Die Durchführung erfolgte nach 

Herstellerangaben. 

 

2.3.2.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Samen 

Da Pflanzensamen große Mengen an Polysacchariden, Polyphenolen, Lipiden und Proteinen 

enthalten und diese während der Präparation mit der RNA interferieren oder diese 

degradieren, müssen die sekundären Pflanzenstoffe mit Hilfe einer geeigneten 

Isolierungsmethode entfernt werden. Daher erfolgte die Präparation von RNA aus Samen 

unverändert nach (Birtic und Kranner 2006). 

 

2.3.3 Isolierung von Mitochondrien aus Wurzelkulturen 

Die Isolierung von Mitochondrien aus hydroponischen Wurzelkulturen (2.2.5) erfolgte nach 

einer vereinfachten Methode von (Klein et al. 1998). Alle Schritte erfolgten bei 10°C und/oder 

auf Eis. Das Pflanzenmaterial wurde zunächst in kaltem Extraktionspuffer (450 mM 

Saccharose, 15 mM MOPS, 1,5 mM EGTA-KOH, pH 7,4, 10 mM Dithiothreitol, 6 g/l 

Polyvinylpyrrolidon) in einem vorgekühlten Mixer zerkleinert, bevor anschließend durch eine 

Filtration durch Miracloth (Calbiochem) und anschließende Zentrifugation des Filtrats für 5 

min bei 2.000 x g und 4°C Zelltrümmer abgetrennt wurden. Die Mitochondrien, sowie weitere 

Zellbestandteile wurden bei 16.000 x g und 4°C für 10 min pelletiert und mit einem Pinsel in 

wenigen Millilitern in Waschpuffer (300 mM Saccharose, 10 mM MOPS, 1 mM EGTA-KOH, pH 

5,2) resuspendiert. Diese Suspension wurde auf einen gekühlten diskontinuierlichen 

Saccharosegradienten (20 %/ 36 %/ 40 %/ 52 % (w/v)) aufgetragen und für 90 Minuten und 

4°C bei 100.000 x g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Aufgrund ihrer Dichte sammeln sich 

die Mitochondrien an der Phasengrenze zwischen 40 % und 52 %. Sie wurden abpipettiert, 

mit kaltem Resuspensionspuffer (400 mM Mannitol, 10 mM Tricine-KOH, 1 mM EGTA-KOH, 

pH 7,2) verdünnt, bei 14.000 x g und 4°C für 10 min pelletiert und anschließend in 

Resuspensionspuffer wieder aufgenommen und nach einer erfolgten Proteinbestimmung 

(2.5.1) entweder frisch verwendet oder in 1 mg Aliquots bei -80°C gelagert. 
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2.3.4 Isolierung von Proteinen 

2.3.4.1 Isolierung von Proteinen aus Mitochondrien 

Die Isolierung löslicher Proteine aus Arabidopsis erfolgte leicht abgewandelt nach dem 

Protokoll von (Ni et al. 1996). Hierfür wurden etwa 500 mg gemörsertes Pflanzenmaterial in 

einem 2 ml Reaktionsgefäß mit 1 ml Puffer QB (100 mM KPO4, pH 7,8, 1 mM EDTA, 1 % (v/v) 

Triton X-100, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM DTT, 0,1 mM AEBSF) homogenisiert und anschließend 

bei 20.000 x g und 4°C für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, erneut 

zentrifugiert und der Überstand anschließend mit einem Volumen 5x SDS-Probenpuffer 

(313 mM  TRIS-HCl, pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 0,05 % (w/v) Bromphenol Blau, 50 % (v/v) 

Glycerin) und einem Zehntel Volumen 1 M DTT versetzt. Die Proben konnten so entweder bei 

-20°C gelagert werden oder direkt nach 5-minütiger Inkubation bei 95°C für die SDS-PAGE 

(2.5.3.1) verwendet werden. Optional erfolgte vor dem Versetzen mit dem reduzierenden 

Probenpuffer eine Proteinbestimmung (2.5.1). 

 

2.3.4.2 Isolierung von Membranproteinen aus Arabidopsis 

Für die Isolierung unlöslicher Proteine aus Arabidopsis wurden etwa 500 mg gemörsertes 

Pflanzenmaterial in 1,5 ml kaltem Extraktionspuffer (50 mM TRIS-HCl, pH 8,0, 1 mM MgCl2, 0,1 

mM AEBSF) homogenisiert, 10 Minuten auf Eis inkubiert, durch Miracloth (Calbiochem®) in 

ein 2 ml Reaktionsgefäß filtriert und anschließend bei 18.000 x g und 4°C für 10 min 

zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 µl Extraktionspuffer resuspendiert und mit 

Extraktionspuffer auf 2 ml aufgefüllt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die 

pelletierten Proteine dann wie unter 2.3.4.1 beschrieben mit 5x SDS-Probenpuffer und DTT 

versetzt. 

 

2.3.5 Polysomenanalysen 

2.3.5.1 Präparation von Polysomen 

Die Präparation von Polysomen erfolgte nach dem Protokoll von (Barkan 1993). Pro Ansatz 

wurden für die Polysomenanalysen 10 mg nach 2.3.3 aufgearbeitete Mitochondrien 

(entspricht nach (Eubel et al. 2004) 1 mg mitochondrialer Proteine) eingesetzt. Diese wurden 

für 10 min bei 14.000 x g und 4 °C pelletiert und anschließend mit 500 µl 

Polysomenextraktionspuffer (0,2 M TRIS-HCl pH 8,0, 0,2 M KCl, 35 mM MgCl2, 25 mM EGTA, 

0,2 M Saccharose, 1 % Triton X-100, 2 % Polyoxyethylen-10-Tridecylether, 0,5 mg/ml Heparin, 

5 mM DTT, 0,1 M ß-Mercaptoethanol, 100 µg/ml Chloramphenicol, 25 µg/ml Cycloheximid) 
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versetzt. Um eine Dissoziation der Polysomenkomplexe zu bewirken, wurde jeweils ein 

Parallelansatz mit einem Polysomenextraktionspuffer versetzt, der zusätzlich 50 mM EDTA 

enthielt, jedoch kein Magnesiumchlorid. Es folgte die Lyse der Mitochondrien und 

Solubilisierung der Proteine für 5 min auf Eis. Nicht solubilisierte Bestandteile wurden durch 

eine zehnminütige Zentrifugation bei 10.000 x g und 4 °C pelletiert und der Überstand für 

eine weitere Solubilisierung mit einem Zehntel des Volumens an 10 %igem Desoxycholat 

versetzt und für 5 min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation für 15 min bei 13.000 x g 

und 4 °C wurde der Überstand auf einen fünfstufigen, kontinuierlichen Saccharosegradienten 

(15-55 % Saccharose in 40 mM Tris-HCl, pH 8,0, 20 mM KCl, 10 mM MgCl2, 100 µg/ml 

Chloramphenicol, 500 µg/ml Heparin) aufgetragen. Die Herstellung des Gradienten, sowie 

die Zentrifugation und anschließende Fraktionierung erfolgte gemäß (Barkan 1988). Die 

Ultrazentrifugation erfolgte für 60 min bei 150.000 x g und 4°C. Anschließend wurden die im 

Gradienten größenfraktionierten Polysomen in acht Fraktionen mit je 375 µl Volumen 

abpipettiert und mit jeweils 265 µl DEPC behandeltem Wasser versetzt. Um eine Dissoziation 

der Ribosomen von der RNA zu bewirken, wurde den Fraktionen EDTA und SDS bis zu einer 

Endkonzentration von 20 mM bzw. 0,5 % zugesetzt. Aus den Ansätzen erfolgte anschließend 

die RNA Isolierung (siehe 2.3.5.2). 

 

2.3.5.2 Extraktion polysomaler RNA aus Saccharosedichtegradienten-Fraktionen 

Für die Isolierung polysomaler RNA wurde den einzelnen Fraktionen der 

Polysomenisolierung (2.3.5.1) je 700 µl eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol Gemisches 

(25:24:1) zugesetzt. Dem Durchmischen folgte eine Zentrifugation bei 10.000 x g und 4°C für 

30 min. Dem Überstand wurden dann 20 µg Glycogen (RNase-frei, Fermentas) zugesetzt 

bevor durch Zugabe von LiCl bis zu einer Endkonzentration von 2 M die selektive Fällung der 

RNA bei 7°C über Nacht erfolgte. Am nächsten Tag wurde die RNA für 30 min und 20.000 x g 

und 4°C pelletiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und anschließend in 25 µl DEPC-

behandeltem Wasser rückgelöst. 

 

2.4 Molekularbiologische Methoden 

2.4.1 Kommerzielle Kit-Systeme 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten kommerziellen Kit-Systeme sind in der folgenden 

Tabelle aufgeführt. Ihre Anwendung erfolgte nach Angaben der Hersteller. 
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Tabelle 3: Verwendete kommerzielle Kitsysteme, ihre Bezugsquelle, sowie deren Verwendung 

Kit-System Bezugsquelle Verwendung 

NucleoSpin® Plasmid QuickPure Macherey und Nagel  Plasmidisolierung 
NucleoBond® PC 100 Macherey und Nagel  Plasmidisolierung 

NucleoSpin® Extract II Macherey und Nagel  
Aufreinigung aus 
Agarosegelen und PCR-
Ansätzen 

NucleoSpin® RNA XS Macherey und Nagel  Isolierung von RNA aus 
Blüten 

CloneJET™ PCR Cloning Kit Fermentas  Klonierungen 
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit  Qiagen  RT-PCR 
QuantiTect SYBR Green RT-PCR 
Kit 

Qiagen  qRT-PCR 

 

  
2.4.2 Bakterienstämme und Anzucht 

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme, ihr Genotyp, sowie deren Verwendung 

und Referenz sind der Tabelle 4 zu entnehmen. Die Kultivierung von E. coli-Zellen erfolgte 

unter aeroben Bedingungen bei 37 °C in LB-Medium (1 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, 

0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,2) als Flüssigkultur oder auf Festmedium, 

welches durch Zusatz von 1,5 % (w/v) Agar-Agar hergestellt wurde. Zellen von 

Agrobacterium tumefaciens wurden in 2x YT Medium (1,6 % (w/v) Trypton/Pepton aus 

Casein, 1,0 % (w/v) Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) NaCl, pH 7,5) unter aeroben Bedingungen bei 

30°C ebenfalls als Flüssigkultur oder auf Festmedium kultiviert. Die Medien wurden bei 

121 °C für 20 min autoklaviert.  

 

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme, deren Genotyp, Verwendung und Referenz 

Stamm Genotyp  Verwendung Referenz 

E. coli XL1-Blue 
F´ ::Tn10 proA+B+lacIq 
Δ(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) 
thi hsdR17(rK– mK+) glnV44 relA1 lac 

 
Klonierungen (Bullock et al. 1987) 

E. coli DB3.1 
F- gyrA462 endA1 glnV44 Δ(sr1-recA) 
mcrB mrr hsdS20(rB-mB-) ara14 galK2 
lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Δleu mtl1 

 Vermehrung von 
Plasmiden mit 
ccdB-Gen 

(Hanahan 1983; 
Bernard und 
Couturier 1992) 

Agrobacterium 
tumefaciens 
C58C1 |pMP90| 

pMP90 (pTiBo542∆T-DNA) in C58C1; 
Rifr, Gentr 

 Transformation 
von Pflanzen 

(Koncz und Schell 
1986) 

 

 

Selektivmedien wurden durch einzelne oder kombinierte Zugabe von Ampicillin, Gentamycin, 

Kanamycin, Rifampicin, Spectinomycin und Tetrazyklin und hergestellt. Die eingesetzten 

Endkonzentrationen sind der Tabelle 5 zu entnehmen. 
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Tabelle 5: Für Selektivmedien verwendete Antibiotika und ihre eingesetzte Endkonzentration 

Antibiotikum Endkonzentration 

Ampicillin 50 µg/ml 
Gentamycin 25 µg/ml 
Kanamycin 30 µg/ml 
Rifampicin 50 µg/ml 
Spectinomycin 50 µg/ml 
Tetrazyklin 12 µg/ml 

 

2.4.3 Oligonukleotide und Vektoren 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG 

Operon bezogen. Eingesetzt wurden sie in diversen PCR-Techniken (2.4.6) für die 

Amplifikation von DNA und Transkripten, sowie für die Sequenzierung von Plasmiden und 

DNA-Fragmenten (2.4.12). Eine Liste der verwendeten Oligonukleotide befindet sich im 

Anhang (8). Die in dieser Arbeit verwendeten und erstellten Plasmide sind der Tabelle 6 zu 

entnehmen. Neben ihrer Bezeichnung sind ihre relevanten Merkmale und/oder Verwendung, 

sowie ihre Referenz aufgeführt. Die Plasmidkarten sind dem Anhang (8) zu entnehmen. 

 

Tabelle 6: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide 

Plasmid Relevante Merkmale Referenz 

pAB714 Wildtyp-Gen at3g15590 in pB2GW7 diese Arbeit 

pAB716 
Wildtyp-Gen at3g15590 mit Präsequenz in 
pOL-GFPS65C 

diese Arbeit 

pAB718 
Wildtyp-Gen at1g15480 mit Präsequenz in 
pOL-GFPS65C 

diese Arbeit 

pB2GW7 
Pflanzen-Überexpressionsvektor, 35S Promotor, 
SmR, bar-Gen 

(Karimi et al. 2002) 

pDONR201 Gateway® Klonierungsvektor, KanR Invitrogen (Karlsruhe) 
pJET1.2_blunt Klonierungsvektor, AmpR Fermentas (St. Leon-Rot) 
pOL-GFPS65C GFP-S65C, CaMV35S-Promotor, AmpR (Peeters et al. 2000) 

 

 

2.4.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli - Zellen 

Abhängig von den benötigten DNA-Mengen und der Größe der zu isolierenden Plasmid-

DNA kamen verschiedene Methoden zum Einsatz. Alle Protokolle gehen auf die Methode der 

alkalischen Lyse zurück (Birnboim und Doly 1979). 
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2.4.4.1 Mini-Plasmidisolierung aus E. coli XL1-Blue mit dem NucleoSpin® 

Plasmid QuickPure Kit 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden die entsprechenden Kulturen über Nacht bei 37 °C 

aerob angezogen. Die Präparation erfolgte unter Verwendung des NucleoSpin® Plasmid 

QuickPure-Kits (Macherey und Nagel) nach Herstellerangaben.  

 

2.4.4.2 Plasmidisolierung aus E. coli XL1-Blue mit dem NucleoBond® PC 100 Kit  

Die Transformation von Plasmid-DNA in Protoplasten (2.4.8) erforderte größere Mengen 

DNA, so dass zu diesem Zweck das NucleoBond® PC 100 Kit zur Anwendung kam. Für die 

Kultivierung wurden 50 ml der entsprechenden Kultur für 16 Stunden bei 37 °C aerob 

angezogen. Die Isolierung erfolgte anschließend auch hier nach Vorschrift des Herstellers. 

 

2.4.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli XL1-Blue 

Für die Isolierung von Plasmiden mit einer Größe von über 10 kb wurden aus einer 

entsprechenden Bakterienkultur 4 ml bei 11.000 x g für 30 sec pelletiert und anschließend in 

250 µl Puffer 1 (50 mM TRIS-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 0,1 mg/ml RNase) resuspendiert. 

Durch Zugabe von 250 µl Puffer 2 (1 % (w/v) SDS, 200 mM NaOH) erfolgte bei RT für maximal 

5 min die Zelllyse mittels SDS und die Denaturierung von chromosomaler DNA und 

Proteinen durch NaOH. Nach der Inkubation wurden 300 µl Puffer 3 (3 M Kaliumacetat, pH 

4,8 mit Essigsäure) zugegeben und das Bakterienlysat für 10 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend folgte ein Zentrifugationsschritt von 10 min bei 11.000 x g, woraufhin der 

Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit dem 0,7-fachen Volumen 

Isopropanol p.a. gefällt wurde. Nach Wiederholung der Zentrifugation wurde das Pellet mit 

800 µl 70 %igen Ethanol und durch eine weitere Zentrifugation für 10 min bei 11.000 x g 

gewaschen. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet getrocknet und die Plasmid-

DNA anschließend in 50 µl hochreinem Wasser oder 5 mM TRIS-HCl, pH 8,0 rückgelöst. 

  

2.4.5 Transformation von Plasmid-DNA in Mikroorganismen 

2.4.5.1 Elektroporation von Escherichia coli 

Die Transformation von Bakterienzellen mit doppelsträngiger, zirkulärer Fremd-DNA erfolgte 

mittels Elektroporation nach (Dower et al. 1988). Hierfür wurde die zu transformierende DNA 

in anwendungsabhängiger Menge mit 40 µl elektrokompetenten Zellen gemischt und in 

einer vorgekühlten Elektroporationsküvette mit Hilfe des Gene Pulser® II Electroporation 
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Systems (Biorad) bei 2,5 kV, 25 µF und 200 Ω nach Angaben des Herstellers elektroporiert. 

Nach Zugabe von 900 µl SOC-Medium (2 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, 0,5 % (w/v) 

Hefeextrakt, 20 mM α-D(+)-Glucose, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 2,5 mM KCl, 10 mM MgSO4, 

pH 7,0) und einer Regenerationszeit von fünf bis zehn Minuten erfolgte das Ausplattieren der 

Zellen auf dem entsprechenden Selektionsmedium und die anschließende Inkubation über 

Nacht bei 37 °C. 

 

2.4.5.2 Elektroporation von Agrobacterium tumefaciens 

Die Elektroporation von Agrobakterien erfolgte wie unter 2.4.5.1 beschrieben. Abweichend 

wurde für die Regeneration der elektroporierten Zellen 2x YT-Medium (2.4.2) verwendet und 

die Regenerationszeit auf vier bis sechs Stunden verlängert. 

 

2.4.6 PCR-Techniken 

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis et al. 1986; Saiki et al. 1988) ermöglicht ausgehend von 

synthetischen Oligonukleotiden die in vitro-Amplifikation von Nukleotidsequenzen durch 

eine hitzestabile DNA- oder RNA abhängige Polymerase. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

diverse PCR-Techniken angewendet. 

 

2.4.6.1 Standard-PCR 

Standard-PCR-Reaktionen wurden anwendungsbedingt mit Taq- oder Pwo-DNA-Polymerase 

durchgeführt. Als Matrize wurden 0,1 – 1 ng Plasmid-DNA oder 100 – 1000 ng genomische 

DNA eingesetzt. Ein Reaktionsansatz enthielt weiterhin PCR-Puffer in einfacher 

Konzentration, 1,5 mM MgCl2, 200 µM jedes dNTP’s, 100 nM jedes Oligonukleotids, 1 % (v/v) 

des vom Herstellers (Molzym) zur der Taq-Polymerase mitgelieferten „Enhancers“ und 

0,025 U/µl Taq-Polymerase. Wurde die Pwo-Polymerase verwendet, welche neben einer 5'-3'-

Polymeraseaktivität auch eine 3'-5'-Exonukleaseaktivität besitzt, die Fehler bei der DNA-

Synthese minimiert, so wurden abweichend 300 nM jedes Oligonukleotids und 0,05 U/µl des 

Enzyms eingesetzt. Das Temperatur- und Zyklusprofil einer Standard-PCR ist der Tabelle 7 zu 

entnehmen. Bei Verwendung der Pwo-Polymerase wurde die Elongation bei 68°C statt 72°C 

durchgeführt.  
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Tabelle 7: Standard-PCR-Programm zur Amplifikation von DNA 

 

 

2.4.6.2 RT-PCR 

Die cDNA-Amplifikation von Gesamt-RNA erfolgte mit dem OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) 

nach Angaben des Herstellers. Die in die Reaktion eingesetzte RNA wurde zuvor mit DNaseI 

behandelt (2.4.11) und der Erfolg des DNA-Abbaus mit einer Standard-PCR (2.4.6.1) 

überprüft. 

 

2.4.6.3 qRT-PCR 

Die qRT-PCR beruht auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR, bietet aber zusätzlich die 

Möglichkeit, die eingesetzte Menge an Matrize spezifisch, sensitiv und reproduzierbar zu 

quantifizieren. Die Quantifizierung basiert auf der Detektion eines Fluoreszenzfarbstoffes 

bereits während der Amplifikation, d.h. in Echtzeit (real time), wobei die Intensität 

proportional mit der Menge des PCR-Produkts zunimmt. Da die Zunahme der Fluoreszenz 

und die Menge an neusynthetisierten PCR-Produkten über einen weiten Bereich proportional 

zueinander sind, kann anhand der erhaltenen Daten die Ausgangsmenge an Matrize 

bestimmt werden. Um Aussagen über die Transkription eines Gens machen zu können, muss 

für eine relative Quantifizierung eine Normalisierung der erhaltenen Daten über einen 

Abgleich mit dem Transkriptionsniveau eines houskeeping-Gens erfolgen. Das Signal dieses 

housekeeping-Gens, das konstant in allen Geweben transkribiert sein sollte, wird verwendet, 

um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten Matrize auszugleichen.  

Verwendet wurde für die Durchführung das QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) nach 

Herstellerangaben. Das Volumen eines Reaktionsansatzes wurde abweichend zum 

Herstellerprotokoll auf 25 µl reduziert, wobei die Endkonzentration der Einzelkomponenten 

unverändert blieb. Verwendet wurde für die Reaktion das „7300 Real Time PCR System“ 

(Applied Biosystems, Darmstadt). Das Programm ist in Tabelle 8 aufgeführt. Unmittelbar im 

Anschluss an die Vervollständigung der Elongation wurde eine Schmelzkurvenanalyse 

durchgeführt, um nach erfolgter PCR zwischen dem Zielprodukt und unspezifischer DNA 

PCR-Schritt Temperatur Dauer 

Initiale Doppelstrang-Denaturierung 94°C 2 min 

Denaturierung 94°C 30 s 

Primer-Annealing variabel 30 s 

Elongation 72°C 30 s pro 500 bp 

Vervollständigung der Elongation 72°C 5 min 

Kühlung 10°C ∞ 

30-40 
Zyklen 
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differenzieren zu können. Zu diesem Zweck werden die im finalen Elongationsschritt 

entstandenen Doppelstränge in einem charakteristischen Temperaturprofil aufgeschmolzen 

und wieder renaturiert, worauf sich dann in insgesamt 80 Zyklen eine schrittweise Erhöhung 

der Temperatur um je 0,5 °C anschließt. Die Analyse und Auswertung der Daten erfolgte mit 

Hilfe des Programms „7300 System Sequence Detection Software, Version 1.3 (Applied 

Biosystems). Für die Berechnung der relativen Änderung der Transkriptrate wurde die 

2-∆∆CT-Methode verwendet  (Livak und Schmittgen 2001). 

 

Tabelle 8: Programm zur Durchführung einer quantitativen Real Time PCR mit dem 7300 Real Time PCR 
System (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 
 

2.4.6.4 TAIL-PCR 

Mit Hilfe der thermal asymmetric interlaced (TAIL-) PCR (Liu und Whittier 1995) wurden die 

flankierenden Sequenzen der T-DNA im Genom der T-DNA Insertionslinie GK_188B06 ( 

Tabelle 1) identifiziert. Das Prinzip beruht bei dieser Methode auf der Verwendung von drei 

nested („verschachtelten“), sequenzspezifischen Oligonukleotiden, die in drei 

aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen jeweils in Kombination mit einem degenerierten 

Oligonukleotid mit niedriger Schmelztemperatur eingesetzt werden. Die Durchführung 

erfolgte nach (Hihlal et al. 2011). Ein PCR-Ansatz der Primärreaktion enthielt 100 ng Gesamt-

DNA als Matrize, einfach konzentrierten PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl2, 150 nM des spezifischen 

Oligonukleotids AB2397, 5 µM des degenerierten Oligonukleotids AB2404, 1 % (v/v) des vom 

Herstellers (Molzym) zur der Taq-Polymerase mitgelieferten „Enhancers“, sowie 0,03 U/µl 

Taq-Polymerase. In die Sekundärreaktion wurde für einen 25 µl PCR-Ansatz 1 µl einer 

40fachen Verdünnung der Primärrekation als Matrize eingesetzt. Dieser enthielt außerdem 

abweichend 200 nM des spezifischen Oligonukleotids AB2398 und 3 µM des degenerierten 

Oligonukleotids AB2404. In die Tertiärreaktion wurde für einen 50 µl PCR-Ansatz 1 µl einer 

PCR-Schritt Temperatur Dauer 

Reverse Transkription 50°C 30 min 
Inaktivation der Reversen Transkriptase und Aktivierung 
der HotStarTaq DNA Polymerase 95°C 15 min 

Denaturierung 95°C 15 s 

Primer-Annealing 55°C 60 s 

Elongation 72°C 30 s  

Vervollständigung der Elongation 72°C 5 min 

Schmelzkurvenanalyse 

95°C 1 min 

55°C 1 min 

55°C (+ 0,5°C) 10 s 

40 Zyklen 
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40fachen Verdünnung der Sekundärrekation als Matrize eingesetzt. Als spezifisches 

Oligonukleotid wurde AB2399 eingesetzt. Die Konzentrationen entsprachen denen der 

Sekundärreaktion. Die mehrstufigen Temperatur- und Zyklusprofile der drei Reaktionen sind 

in Tabelle 9 dargestellt.  

Tabelle 9: Programmeinstellungen und Zyklenzahlen der primären, sekundären und tertiären TAIL-PCR 

Reaktion Zyklenzahl Programm 
Primär 1 92°C (2 min), 95°C (1 min) 
 4 94°C (15 s), 55°C (1 min), 72°C (2 min) 
 1 94°C (15 s), 30°C (3 min), 30°C (+ 0,2°C/s) 
  18°C (+ 0,3°C/s), 72°C (2min) 
 9 94°C (5 s), 37°C (1 min), 72°C (2 min) 
 11 94°C (5 s), 55°C (1 min), 72°C (2 min) 
  94°C (5 s), 55°C (1 min), 72°C (2 min) 
  94°C (5 s), 37°C (1 min), 72°C (2 min) 
 1 72°C (5 min) 
Sekundär 1 94°C (2 min) 
 1 94°C (5 s), 55°C (1 min), 72°C (2 min) 
 9 94°C (5 s), 55°C (1 min), 72°C (2 min) 
  94°C (5 s), 55°C (1 min), 72°C (2 min) 
  94°C (5 s), 37°C (1 min), 72°C (2 min) 
 1 72°C (5 min) 
Tertiär 1 94°C (2 min) 
 19 94°C (30 s), 37°C (1 min), 72°C (2 min) 
 1 72°C (5 min) 

  
 

2.4.7 Bestimmung von DNA- und RNA-Gehalt 

Die Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen erfolgte spektrophotometrisch bei 

monochromatischem Licht einer Wellenlänge von 260 nm in einem BioPhotometer 

(Eppendorf) oder mit dem NanoDrop® ND-1000 (Peqlab). Nach (Sambrook et al. 1989) 

entspricht eine Extinktionseinheit einer Konzentration von 50 µg/ml doppelstängiger DNA 

bzw. 40 µg/ml RNA.  

 

2.4.8 Hydrolytische Spaltung von DNA 

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Typ II-Restriktionsendonucleasen sind in der Lage, 

doppelsträngige DNA an spezifischen 4-8 bp langen Sequenzen zu erkennen und zu 

hydrolysieren, wobei je nach Enzym DNA-Fragmente mit glatten (blunt) oder überhängenden 

(sticky) Enden entstehen (Nathans und Smith 1975). Die Hydrolyse von DNA erfolgte unter 

den vom eingesetzten Enzym abhängigen optimalen Reaktionsbedingungen nach Angaben 

des Herstellers.  
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2.4.9 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 

2.4.9.1 DNA-Gelelektrophorese 

Die analytische Auftrennung von DNA erfolgte in horizontalen TBE-Gelen nach (Sambrook et 

al. 1989). Bei dieser Methode werden DNA-Moleküle, die bei neutralem pH-Wert als 

Polyanion vorliegen, im elektrischen Feld ihrer Größe nach getrennt, wobei der Trennbereich 

von der Porengröße des Gels abhängig ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Agarosegele 

verwendet, deren Agarosekonzentrationen je nach aufzutrennender DNA zwischen 0,8 % und 

3,0 % lagen. Die Agarose wurde dafür in 1x TBE-Puffer (1 M Borsäure, 1 M TRIS-HCl, pH 8,3, 

20 mM EDTA) aufgekocht und nach dem Abkühlen mit 0,006 % (v/v) Homidiumbromidlösung 

versetzt, bevor das Gel gegossen wurde. Die Elektrophorese der mit 1/5 Volumeneinheiten 6x 

DNA-Ladepuffers (10 mM TRIS-HCl (pH 7,6), 0,03 % Bromphenolblau, 0,03 % Xylencyanol FF, 

0,15 % Orange G, 60 % Glycerin, 60 mM EDTA) versetzten Proben erfolgte dann bei einer 

Spannung von 100 V. Als Vergleichstandard dienten der erweiterte 100-5.000 bp Marker 

(MBBL) oder der Low Molecular Weight DNA Marker (New England Biolabs). Aufgrund des 

interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes Homidiumbromid konnten nach Beendigung der 

Elektrophorese die aufgetrennten Fragmente unter UV-Licht der Wellenlänge 302 nm 

sichtbar gemacht werden. 

 

2.4.9.2 RNA-Gelelektrophorese 

Die aufzutrennende RNA wurde mit RNA-Ladepuffer (56 % (v/v) Formamid, 11 % (v/v) MOPS 

(10x), 18 % (v/v) Formaldehyd, 7 % (v/v) Glycerin, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt und 

zur Auflösung der Sekundärstrukturen 10 min bei 65 °C inkubiert. Die Auftrennung der RNA 

erfolgte in 1,5 %igen Formaldehyd-Agarose-Gelen in 1x MOPS-Puffer. 

 

2.4.10 Extraktion von DNA aus Agarosegelen und PCR-Ansätzen 

2.4.10.1 Aufreinigung von DNA mit dem NucleoSpin® Extract II-Kit 

Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen oder PCR-Ansätzen erfolgte mit Hilfe des 

NucleoSpin® Extract II-Kits (Macherey und Nagel) gemäß Herstellerangaben nach dem 

entsprechenden Protokoll. Das Grundprinzip der Aufreinigung stellt bei dieser Methode die 

Bindung der DNA an einer Silika-Membran unter hohen Salzbedingungen dar. Durch 

mehrere Waschschritte wird anschließend die DNA von Proteinen, Salzen, Agarose und 

Homidiumbromid getrennt. 
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2.4.10.2 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen mit dem Enzym GELase® 

Für die Aufreinigung von DNA-Fragmenten und Plasmiden mit einer Größe von über 10 kb 

aus Agarosegelen wurde das ß-Agarose verdauende Enzym GELase® (Biozym) nach dem 

Protokoll des Herstellers verwendet. Die Elektrophorese von DNA, die aus Agarosegelen 

enzymatisch aufgereinigt werden sollte, erfolgte in 1 %igen Gelen, die mit der TopVision 

Mow Melting Point Agarose (Fermentas) hergestellt wurden. 

 

2.4.11 DNA-Verdau mittels DNase I in RNA-haltigen Proben 

Für die Durchführung von RT- und qRT-PCR Reaktionen wurden ausschließlich RNA Proben 

eingesetzt, die frei von genomischer DNA waren. Für den Abbau der DNA wurden die RNA-

Proben daher vorher mit dem Enzym Deoxyribonuclease I (DNase I, Fermentas)  behandelt. 

Dieses Enzym spaltet zwischen der 5'-Phosphatgruppe und der 3'-Hydroxylgruppe zweier 

Nukleotide und sorgt auf diese Weise für eine Fragmentierung der DNA. Die Reaktion, in die 

anwendungsbedingt 1-4 µg RNA eingesetzt wurden, erfolgte nach Herstellerangaben in 

einem 20 µl Reaktionsansatz. 

 

2.4.12 DNA-Sequenzanalyse 

Sequenzanalysen doppelsträngiger DNA wurden als Auftragssequenzierungen am Institut für 

Klinische Molekularbiologie der CAU Kiel oder durch die Firma Eurofins MWG Operon nach 

der Didesoxy-Methode (Sanger et al. 1977) durchgeführt.  

 

2.4.13 DNA-Ligation 

Die Ligation von DNA-Fragmenten in einen linearisierten Vektor erfolgte mit Hilfe der T4-

DNA Ligase (New England Biolabs) nach Angaben des Herstellers. Bei dieser Reaktion werden 

die Enden zweier Nukleotidsequenzen verknüpft, wobei eine Phosphordiesterbindung 

zwischen einem 5´-Phosphatrest der einen Nukleotidfolge und der 3´-OH-Gruppe der 

anderen Nukleotidfolge erzeugt wird.  
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2.4.14 Blau-Weiß-Selektion 

Die Blau-Weiß-Selektion diente bei Klonierungen in Vektoren mit dem lacZ-Gen dazu, 

positive Transformanten zu identifizieren. Für diesen auch als α-Komplementation (Ullmann 

et al. 1967) bezeichneten Test wurden selektive LB-Festmedium mit 80 µg/ml X-Gal und 

0,5 mM IPTG verwendet. Bei einer erfolgreichen Insertion eines Fragments in die multiple 

Klonierungsstelle des Vektors kommt es zu einer Unterbrechung des lacZ-Leserasters, so dass 

eine funktionsfähige ß-Galaktosidase nicht mehr gebildet werden kann. Die betreffenden 

Bakterienkolonien bleiben in Gegenwart von X-Gal farblos, während bei nicht erfolgter 

Insertion die expremierte ß-Galaktosidase das X-Gal enzymatisch zu Galaktose und den 

blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol umsetzt, durch den die Kolonien eine blaue 

Farbe annehmen. 

 

2.4.15 Transfertechniken und Hybridisierung 

2.4.15.1 Southern Blot 

Zur Durchführung eines Southern Blots wurden 5 µg genomische DNA nach 2.4.8 

hydrolysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.4.9.1). Nach der Dokumentation wurde 

das Gel zunächst 40 min lang in Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und 

anschließend 40 min in Neutralisierungspuffer (2M NaCl, 1 M TRIS-HCl, pH 5,5) auf einem 

Kreisschüttler inkubiert. Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran (Perkin Elmer) mit 

nukleinsäurebindenden Eigenschaften erfolgte über Nacht mittels Kapillartransfer in 

20X SSPE-Puffer (3,6 M NaCl, 0,02 M EDTA, 0,16 M Na2HPO4, 0,04 M NaH2PO4, pH7,4) nach 

(Southern 1975). Nach dem Transfer wurde die Membran mit 2x SSPE-Puffer gespült und die 

DNA im UV Stratalinker™ 1800 (Stratagene) durch UV-Bestrahlung auf der Membran fixiert. 

 

2.4.15.2 Northern Blot 

Der Transfer der nach 2.4.9.2 aufgetrennten RNA auf eine Nylonmembran erfolgte nach 

(Alwine et al. 1977). Da die Denaturierung bereits vor und während der Gelelektrophorese 

erfolgt ist, konnte das Gel direkt nach der Elektrophorese zum Transfer verwendet werden. 

Der Transfer wurde dem Southern Blot (2.4.15.1) entsprechend durchgeführt.  
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2.4.15.3 Decaprime Hybridisierung 

Sonden für die Southern- und Northern-Blot Hybridisierung wurden mit [-32P]-

Desoxyadenosin-5’-triphosphat und dem DECAprime II DNA Labeling Kit (Ambion®) nach 

Angaben des Herstellers hergestellt. Die zu markierenden DNA-Fragmente wurden in einer 

PCR (2.4.6.1) amplifiziert und aufgereinigt (2.4.10.1). Die Prähybridisierung erfolgte zwei bis 

vier Stunden bei 37°C in Hybridisierungspuffer (50 % (v/v) Formamid, 25 % (v/v) 20x SSPE-

Puffer, 0,2 % (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) BSA, 0,2 % (w/v) Ficoll, 0,2 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon, pH 

7-7,5). Nach einem Pufferwechsel wurde die radioaktive Sonde hinzugegeben und die 

Membran über Nacht im Hybridisierungsofen bei 37°C inkubiert. Um nicht oder unspezifisch 

gebundene Sonden-DNA zu entfernen, wurde die Membran in Waschpuffer (5x SSPE-Puffer, 

0,02 % (w/v) SDS) ggf. in mehreren aufeinanderfolgenden Schritten bei 55-70°C gewaschen. 

Die Autoradiographie erfolgte in Abhängigkeit der Signalstärke für zwei bis sieben Tage bei 

-80°C. 

 

2.4.16 Identifizierung von T-DNA-Insertionen mittels PCR 

Der Nachweis einer T-DNA-Insertion im Genom von Arabidopsis erfolgte mittels PCR. Zur 

Identifizierung der T-DNA wurde genomische DNA der zu testenden Pflanze als Matrize 

eingesetzt. Für die PCR zum Nachweis einer T-DNA-Insertion wurde das Oligonukleotid LBa1 

verwendet, welches 363 bp vor Ende der left-border (LB) an die DNA innerhalb der T-DNA 

bindet und in Richtung des LB-Endes orientiert (5’-3’) ist. Ein weiteres genspezifisches 

Oligonukleotid bindet innerhalb des zu untersuchenden Gens in der T-DNA flankierenden 

Sequenz, die mit Hilfe der TAIR-Datenbank identifiziert wurde. Wurde in der PCR ein Produkt 

amplifiziert, so konnte von einer T-DNA-Insertion im untersuchten Gen in wenigstens einem 

der Chromosomen des diploiden Chromosomensatzes ausgegangen werden. In einer 

zusätzlichen PCR wurden zwei genspezifische Oligonukleotide verwendet, die einen Bereich 

umschließen, in den die T-DNA inseriert ist. Liegt eine Homozygotie in Bezug auf die T-DNA 

Insertion in dem untersuchten Gen vor, kommt es durch die Insertion der T-DNA und der für 

die Amplifikation eines entsprechend längeren Fragments zu kurzen Elongationszeit in der 

PCR zu keiner Amplifikation.  

 

2.4.17 SNaPshot-Analyse 

Eine Überprüfung der Edierungsstellen mittels SNaPshot-Analyse (Takenaka und Brennicke 

2009; Takenaka 2011) in der T-DNA Insertionsmutante GK_188B06 und im Wildtyps Col-0 

wurde freundlicherweise von Dr. Mizuki Takenaka, Ulm durchgeführt. 
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2.5 Proteinbiochemische Methoden 

2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford 

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von (Bradford 1976). Von der zu 

messenden Probe wurden 5 µl  in einer Einweg-Kunststoffküvette (Sarstedt) mit destilliertem 

H2O auf 800 µl aufgefüllt und mit 200 µl des Reagenz „Bio-Rad Protein Assay“ (Bio-Rad) 

Bradford-Reagenz gut vermischt. Nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten erfolgte die 

Absorptionsmessung mit dem Photometer Uvikon 930 (Kontron Instruments) bei 595 nm 

gegen eine Leerprobe. Mittels einer BSA-Eichreihe wurde der Proteingehalt nach (Bradford 

1976) berechnet. 

 

2.5.2 Aktivitätsmessung des Komplex IV in isolierten Mitochondrien 

Der Komplex IV, die Cytochrom-c-Oxidase, ist der letzte Komplex der Atmungskette, der am 

Elektronen- und Protonentransport beteiligt ist. Bei der Reaktion wird Cytochrom-c oxidiert 

und Sauerstoff zu Wasser reduziert. Die dabei freigesetzte Energie wird genutzt, um Protonen 

vom Matrixraum in den Intermembranraum zu transportieren und so einen 

Protonengradienten aufzubauen. Die Reaktionsgleichung stellt sich wie folgt dar:  

4 Cyt c 2+ + 8 H+
Matrix + 02 → 4 Cyt c 3+ + 4 H+

Cytosol + 2 H2O 

Durch die Veränderung des Oxidationszustandes von Cytochrom-c verändert sich das 

Absorptionsverhalten. Auf dieser Tatsache basiert die Methode der Aktivitätsmessung der 

Cytochrom-c-Oxidase. Die Bestimmung der Absorption von Cytochrom-c bei 550 nm im 

oxidierten und reduzierten Zustand dient hierbei als Parameter um die Aktivität der 

Cytochrom-c-Oxidase darzustellen (Wharton und Tzagoloff 1967).  

Um die Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase in isolierten Mitochondrien zu untersuchen, 

wurden in einer Küvette 800 µl 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0 + 0,5 % (v/v) Tween-20 mit 

200 µl einer Cytochrom-c-Lösung (500 µM) gemischt. Der Reaktionsansatz wurde gegen den 

Leerwert, der anstelle der Cytochrom-c-Lösung das gleiche Volumen destilliertes Wasser 

enthielt, bei 550 nm im Photometer (Uvikon 930, Kontron Instruments) gemessen 

(Zeitpunkt t0). Nach Zugabe von 50 µl einer 40 mM Ascorbatlösung zu beiden Proben wurde 

die Extinktion 3 min lang alle 10 sec dokumentiert. Nach sofortiger Zugabe von 10 µg 

mitochondrialer Proteine (in einem Volumen von 200 µl) zu beiden Ansätzen wurde die 

Extinktion weiterhin für 3 min im selben Zeitintervall aufgenommen. Nach diesem 

Dokumentationsschema wurde auch nach der abschließenden Zugabe von 50 µl einer 

100 mM NaN3-Lösung verfahren.  
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2.5.3 Techniken der Proteinelektrophorese 

2.5.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Auftrennung isolierter Proteine erfolgte mittels denaturierender, diskontinuierlicher 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) im 10-15 %igen 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel (SDS-Gel) nach (Lämmli 1970). Wesentliches 

Grundprinzip der SDS-PAGE ist die Bindung von Natriumdodecylsulfat an die Proteine, so 

dass negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhältnis 

entstehen. Die Zugabe von SDS im Überschuss und das Erhitzen der Probe auf 95 °C, sowie 

Zugabe von reduzierenden Thiolverbindungen bewirken die Auflösung von Sekundär- 

Tertiär- und Quartiärstruktur, wodurch das Protein denaturiert vorliegt und als SDS-Protein-

Komplex im elektrischen Feld aufgrund seiner negativen Ladung in Richtung der Anode 

wandert. Für die SDS-PAGE wurde das Owl P8DS Seperation System (Fisher Scientific GmbH) 

verwendet. Zunächst wurde das Trenngel (375 mM TRIS-HCl, pH 8,8, 10-15 % (w/v) AA/BA, 

0,1 % (w/v) SDS, 0,04 % (v/v) TEMED, 0,1 (w/v) APS) pipettiert und zwischen die Glasplatten 

gegossen, wobei das Volumen etwa zwei Drittel des Gesamtgelvolumens einnehmen sollte. 

Direkt nach dem Gießen wurde das Trenngel mit Isopropanol überschichtet. Nach der 

Polymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol abgegossen und mit destilliertem 

Wasser. mehrfach gespült. Das Sammelgel (125 mM TRIS-HCl, pH 6,8, 5 % (w/v) AA/BA, 0,1 % 

(w/v) SDS, 0,01 % (v/v) TEMED, 0,1 (w/v) APS) wurde über das Trenngel gegossen und ein 

Geltaschenformer eingesetzt. Nach dem Aushärten des Gels konnte der Taschenformer 

entfernt und das Gel in den Gießstand mit 1x SDS-Laufpuffer (25 mM TRIS-HCl, 192 mM 

Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) zur Elektrophorese eingesetzt werden. Nachdem die wie in 2.3.4.1 

und 2.3.4.2 beschrieben behandelte Proben in die Taschen des Sammelgels pipettiert 

wurden, erfolgte die Elektrophorese bei konstant 25 mA/Gel. Als Molekulargewichtsstandard 

diente der Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas). 

 

2.5.3.2 Blue-Native-PAGE (BN-PAGE) 

Die Blue-Native-PAGE (BN-PAGE) nach (Schagger und von Jagow 1991) ermöglicht die 

Untersuchungen von Proteinkomplexen in enzymatisch aktiver Form. Anstelle des in der 

denaturierenden SDS-PAGE verwendeten SDS wird in der BN-PAGE Coomassie Brilliant Blau 

G-250 verwendet. Dieser negativ geladene Farbstoff bindet an die Proteine und bildet so 

negativ geladene Farbstoff-Protein-Komplexe ohne die native Struktur der Proteine zu 

zerstören. Die Komplexe wandern bei physiolgischem pH unabhängig vom isoelektrischen 

Punkt in Richtung Anode. Die für diese Methode benötigten kontinuierlichen Gradientengele, 
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sowie Puffer und Lösungen entstammten dem „SERVAGel™ N Native Starter Kit“. Die 

Durchführung der BN-PAGE wurde nach Angaben des Kit-Herstellers durchgeführt. Für eine 

eindimensionale BN-PAGE wurden 10-25 µg, für eine zweidimensionale BN/SDS-PAGE mit 

anschließender Silberfärbung 50-100 µg mitochondriale Proteine verwendet. Die 

Solubilisierung der Mitochondrien erfolgte, wie für pflanzliche Mitochondrien empfohlen, mit 

1,5 % Dodecylmatosid (Jansch et al. 1996). 

 

2.5.3.3 Zweidimensionale BN/SDS-PAGE 

Nach der Durchführung einer BN-PAGE erfolgte optional eine Auftrennung der 

Proteinkomplexe in einer zweiten Dimension mit Hilfe der Tricine-SDS-PAGE (Schagger und 

von Jagow 1987). Wesentlicher Unterschied zur SDS-PAGE nach (Lämmli 1970) ist der Einsatz 

von Tricin anstelle von Glycin und dem daraus resultierenden besseren 

Auftrennungsvermögen insbesondere kleinerer Proteine. Gele zur Auftrennung der 

Proteinkomplexe in der zweiten Dimension bestehen aus drei verschiedenen Bereichen: 

einem Trenngel, einem „Spacer“-Gel und einem Sammelgel, in welches der Gelstreifen aus 

der BN-PAGE waagerecht eingebettet wird. Das Gießen derartiger Gele, sowie die gesamte 

Durchführung dieser Methode wurden nach dem detaillierten Protokoll von (Eubel und Millar 

2009) durchgeführt. 

 

2.5.4 Western Blot 

Der Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf Nitrocellulosemembran 

(2.5.3.1) erfolgte Semi-Dry  in einem kontinuierlichen Puffersystem (Towbin et al. 1979; 

Kyhse-Andersen 1984). Nach erfolgter Gelelektrophorese wurden das Gel, die Membran, vier 

Schwammtücher und vier Stück Whatmanpapier in Towbin-Transferpuffer (25 mM TRIS, 

192 mM Glycin, 20 % Methanol) äquilibriert. Das Gel und die Membran wurden aufeinander 

gelegt und auf der Anode luftblasenfrei zwischen jeweils zwei Schwammtücher und zwei 

Lagen Whatmanpapier gebettet. Der Proteintransfer erfolgte bei Raumtemperatur und 

3,5mA/cm2 Membranfläche für 30 min. Zur Überprüfung des Transfers wurde anschließend 

die Membran reversibel mit Ponceau-Rot (2.5.5.3) gefärbt. Für die Immundetektion wurde die 

Membran viermal für je 2 min in TBST-Puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 

20, pH 7,5) geschwenkt und zur Absättigung freier Bindestellen für zwei bis sechzehn 

Stunden bei 10°C auf dem Kippschüttler in Blockierungslösung (1 % (w/v) Casein in TBST-

Puffer) inkubiert. Die Detektion der auf der Nitrocellulosemembran immobilisierten Proteine 

erfolgte immunologisch mit den in Tabelle 10 aufgelisteten primären Antikörpern über 
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Nacht. Nachfolgend wurde die Membran viermal für 2 min bei RT in TBST gewaschen und 

anschließend mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper (Tabelle 10) für 30 min 

bei RT inkubiert. Um nicht gebundenen Sekundärantikörper zu entfernen, wurde die 

Nitrocellulosemembran erneut dreimal für 2 min bei RT in TBST gewaschen. Die Detektion 

des Sekundärantikörpers erfolgt mit dem „Lumi-LightPLUS Western Blotting Kit“ (Roche) bzw. 

dem Roti®-Lumin Chemilumineszenz-Substrat“ (Roth) nach Angaben des jeweiligen 

Herstellers. Die an den Sekundärantikörpern gebundene Peroxidase oxidiert das im Reagenz 

enthaltene Luminol. Die daraus resultierende Chemolumineszenz wurde durch ein- bis 

zehnminütige Exposition auf einem Röntgenfilm detektiert.  

 

Tabelle 10: Verwendete Antikörper.  Angegeben sind Primär- und Sekundärantikörper mit ihrem Antigen, 
ihrem Wirt, ihrer verwendeten Verdünnung, sowie ihre Referenz 

 

 

2.5.5 Proteinfärbung 

2.5.5.1 Proteinfärbung durch Coomassie-Brilliant-Blau 

Die nach 2.5.3.1 aufgetrennten Proteine wurden unmittelbar nach der SDS-PAGE im Gel mit 

Coomassie Brilliant-Blau angefärbt. Hierfür wurde das Gel nach Abbau der Elektrophorese-

apparatur von den Glasplatten abgelöst und das Sammelgel verworfen. Anschließend 

erfolgte für mindestens zwei Stunden Färbung des Trenngels in etwa 70 ml Coomassie-

Färbelösung (45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure, 0,5 % (w/v) Coomassie Brilliant-Blau 

R-250) bei RT auf einem Kreisschüttler bis das Gel eine gleichmäßig tiefblaue Farbe 

angenommen hatte. Zur Entfernung des nicht gebundenen Farbstoffs wurde das Gel 

zunächst mehrmals mit destilliertem H2O gewaschen und daraufhin in 100 ml solange in 

Entfärbelösung (45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure) geschüttelt bis die 

Proteinbanden deutlich sichtbar und der Hintergrund des Gels nahezu klar war. 

 

Antikörper Antigen Wirt Verdünnung Referenz 

Primärantikörper COXII Hase 1:3.000 Agrisera, Schweden 

Primärantikörper LHCBI Hase 1:3.000 Agrisera, Schweden 

Primärantikörper ATP6 Hase 1:1000 Agrisera, Schweden 

Primärantikörper ATPB Hase 1:5.000 Agrisera, Schweden 

Primärantikörper NAD9 Hase 1:10.000 (Lamattina et al. 1993) 

Sekundärantikörper Hase IgG Esel 1:10.000 Agrisera, Schweden 

Sekundärantikörper Hase IgG Ziege 1:50.000 Agrisera, Schweden 
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2.5.5.2 Silberfärbung von Proteingelen 

Die Silberfärbung von Proteingelen wurde nach (Blum et al. 1987) durchgeführt. Hierfür 

wurden die Proteine im Gel nach erfolgter Elektrophorese durch eine 30-min Inkubation in 

Lösung 1 (50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigsäure, 0,019 % (v/v) Formaldehyd) fixiert und 

das Gel anschließend 3-mal für 15 min in Lösung 2 (50 % (v/v) Ethanol) geschwenkt. Es folgte 

eine 1-minütige Inkubation in einer 0,013 %igen Thiosulfat-Lösung. Nachdem das Gel dann 

3-mal für jeweils 20 sec in destilliertem Wasser gewaschen wurde, folgte eine 20-minütige 

Inkubation in Silberlösung (0,2 % AgNO3 (w/v), 0,075 % (v/v) Formaldehyd). Nach 

zweimaligem Waschen für je 20 sec in destilliertem Wasser wurden für die Entwicklung 10 ml 

der Lösung 7 (30 % (w/v) Na2CO3, 0,25 % Formaldehyd (v/v)) mit 40 ml destilliertem Wasser 

und 10 µl der Lösung 3 (10 % (w/v) Thiosulfat) gemischt und das Gel zur Entwicklung in 

diesem Gemisch inkubiert, bis die gewünschte Bandenintensität erreicht ist. Das Abstoppen 

der Reaktion erfolgte durch zweimaliges Spülen des Gels mit destilliertem Wasser und 

anschließendem Schwenken für 15 min in Lösung 9 (50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) 

Essigsäure). 

 

2.5.5.3 Ponceau-Färbung von immobilisierten Proteinen auf der Membran 

Die Membran wurde nach dem Proteintransfer (2.5.4) zehn Minuten auf dem Taumelschüttler 

in etwa 70 ml Ponceau-Färbelösung (0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichloressigsäure) 

inkubiert. Anschließend erfolgte das Entfärben mit destilliertem Wasser bis die Banden sich 

deutlich vom Hintergrund abhoben. Das Ergebnis wurde dokumentiert und die Membran mit 

destilliertem Wasser vollständig entfärbt. 

 

2.6 Software und Datenbanken 

Sequenzanalysen erfolgten mit Hilfe der Programme Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty 

Ltd), BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.0.9.0, (Hall 1999) und Clone Manager 9 

Professional Edition (Version 9.0, Scientific & Educational Software). Letztgenanntes 

Programm wurde außerdem für den Entwurf von Oligonukleotiden und zur Planung von 

Klonierungen verwendet. Informationen zu Genen und Proteinen wurden den Datenbanken 

des National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nml.nih.gov), der 

Universal Protein Resource (UniProt, www.uniprot.org) der Arabidopsis Information Resource 

(TAIR, www.arabidopsis.org) und der Pfam-Datenbank (http://pfam.sanger.ac.uk) 

entnommen. Für Sequenzvergleiche wurden die Programme ClustalW2 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) und diverse BLAST–Analyseprogramme (Basic Local 
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Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) genutzt. Die Visualisierung der 

Proteinstrukturmodelle erfolgte unter Nutzung des Programmes PyMOL (The PyMOL 

Molecular Graphics System, Version 1.5.0.1 Schrödinger, LLC.). Zu Vorhersagen über putative 

RNA-Bindedomänen von Proteinen wurden die Programme RNABindR v2.0 

(http://einstein.cs.iastate.edu/RNABindR, (Terribilini et al. 2007)) und BindN+ 

(http://bioinfo.ggc.org/bindn+/, (Wang und Brown 2006; Wang et al. 2010)) verwendet. Die 

Oligonukleotide zur Verifizierung von T-DNA Insertionslinie wurden mit Hilfe des SIGnAL 

iSect-Tools des SALK Institute Genomic Analysis Laboratorys entworfen 

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Erstellt wurde diese Arbeit mit Microsoft® Office 

2007. Als Literaturverwaltungsprogramm wurde das Programm Endnote X4 (Thomson 

Reuters) verwendet.  
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3 Ergebnisse 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden in in vitro-Analysen zwei Proteine aus Arabidopsis, 

AT1G15480 und AT3G15590, identifiziert, die spezifisch an ein RNA-Fragment des cox2-Gens 

binden, welches die Edierungsposition +276 beinhaltet. Diese Proteine wurden als 

PPR-Proteine mit einer vorhergesagten Lokalisation in den Mitochondrien klassifiziert (Bolle 

2008). Um ihre Funktion in den Mitochondrien aufzuklären, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

beide Proteine mit Hilfe verschiedener Methoden charakterisiert. Die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen werden nachfolgend beschrieben. 

 

3.1.1 Struktureller Aufbau der PPR Proteine AT3G15590 und AT1G15480 und ihrer 

Gene 

Die PPR Proteine AT3G15590 und AT1G15480 gehören der P-Unterfamilie der PPR-Proteine 

an. Ihre Struktur ist schematisch in der Abbildung 5 gezeigt. Am N-Terminus befindet sich 

jeweils eine targeting Sequenz, deren genaue Länge bioinformatisch ermittelt wurde (siehe 

Abbildung 7). Wie alle PPR-Proteine der P-Unterfamilie besitzen diese beiden Proteine keine 

C-terminale Domäne, die der E, E+, oder DYW Klasse zugeordnet werden kann. Auch wurden 

mittels bioinformatischer Analysen keine weiteren Pfam-Domänen (Punta et al. 2012) 

identifiziert. Im strukturellen Aufbau und in ihrer Größe ähneln sich die beiden Proteine 

AT3G15590 und AT1G15480. So ist das Proteine AT3G15590 mit 610 Aminosäuren und einem 

errechneten Molekulargewicht von 69,4 Da nur geringfügig größer und schwerer als das 

Proteine AT1G15480 mit 594 Aminosäuren und 67,5 Da und besitzt mit insgesamt neun PPR-

Domänen zwei Domänen mehr als das Protein AT1G15480. Beide Proteine weichen somit nur 

unerheblich von der durchschnittlichen Länge der PPR-Proteine von 642 Aminosäuren (Lurin 

et al. 2004) ab.   

 

A 

AT3G15590 
 

B 

AT1G15480 

 

 

Abbildung 5: Schematische Übersicht des Proteinaufbaus der Proteine AT3G15590 und AT1G15480. 
Angegeben sind für die Proteine AT3G15590 (A) und AT1G15480 (B) die Lage des Transitpeptids (blau) und der 
einzelnen PPR-Domänen (grün). Der Balken repräsentiert eine Länge von 100 Aminosäuren (AS). Die Darstellung 
ist maßstabsgetreu. 

N C

100 ASTransitpeptid PPR-Domäne

N C
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Analog zur Proteinstruktur ähneln sich auch die Gene at3g15590 und at1g15480 in Länge 

und Struktur stark (Abbildung 6). Beide Gene weisen in ihrem kodierenden Bereich zwei 

Introns auf und gehören somit zu dem mit etwa sieben Prozent kleinsten Anteil von 

PPR-Proteinen, die mehr als ein Intron besitzen (Lurin et al. 2004).  

 

A  
 
at3g15590 

 

B 
 
at1g15480 

 

Abbildung 6: Struktureller Aufbau der Gene at3g15590 und at1g15480. Weiße Boxen kennzeichnen die UTR’s 
der Gene at3g15590 (A) und at1g15480 (B), schwarze Boxen die Exons der kodierenden Bereiche der Gene. Die 
Introns sind dreieckig dargestellt. Die jeweiligen Längen der Bereiche sind in bp angegeben. Der Balken 
repräsentiert eine Länge von 100 bp. Die Darstellung ist maßstabsgetreu. 

 

 

Die Abbildung 7 zeigt ein Proteinalignment der PPR-Proteine AT3G15590 und AT1G15480, 

welches mit ClustalW erstellt wurde. Das jeweilige bioinformatisch bestimmte targeting 

Signal ist grün umrandet und umfasst beim Protein AT3G15590 insgesamt 56 Aminosäuren 

und 71 Aminosäuren beim Protein AT1G15480. Insgesamt besteht zwischen den beiden 

Proteinen eine Sequenzähnlichkeit von 44 Prozent, wobei die Ähnlichkeit einzelner PPR-

Domänen zwischen den Proteinen zwischen 37 und 65 Prozent liegt. Eine eindeutige 

Consensus Sequenz, die allen pro- und eukaryotischen PPR-Proteinen gemein ist, konnte 

allerdings bisher nicht identifiziert werden. Es scheinen zwar Aminosäuren mit bestimmten 

Eigenschaften gehäuft an bestimmten Positionen der PPR-Domänen vorkommen, jedoch sind 

diese nur semikonserviert und die PPR-Motive somit weitestgehend degeneriert (Small und 

Peeters 2000). Damit übereinstimmend sind, bezogen auf die Proteine AT3G15590 und 

AT1G15480, Ähnlichkeiten in der Aminosäuresequenz nicht auf die PPR-Motive beschränkt. 

So weisen die Bereiche zwischen den Aminosäuren 145 und 242 zum Teil sehr starke 

Übereinstimmungen auf, ebenso wie die gesamten C-terminalen Bereiche stromabwärts der 

PPR-Motive, die zwischen den beiden PPR-Proteinen stark konserviert sind. Eine mögliche 

Signifikanz dieser homologen Bereiche für die biologische Funktion der Proteine ist bisher 

nicht bekannt. Allerding ist aufgrund der Tatsache, dass bisher keine Consensus Sequenz der 

PPR-Domänen identifiziert wurde und diese lediglich bioinformatisch bestimmt werden, nicht 

ausgeschlossen, dass es sich hierbei um weitere PPR-Motive handelt könnte. 

1-333
334-352

521-1073 1174-2424
2425-2591

1-296
297-325

490-997 1165-2412
2413-2584
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Abbildung 7: Proteinalignment der Proteine AT3G15590 und AT1G15480. Gleiche Aminosäure sind dunkel 
hinterlegt, ähnliche Aminosäuren hell. Identische Aminosäuren sind durch einen Stern (*), semi-konservierte 
Aminosäuren durch einen Punkt (.) und Aminosäuren mit ähnlichen chemischen Eigenschaften durch einen 
Doppelpunkt (:) markiert. Das jeweilige targeting Signal ist durch eine grüne Umrandung gekennzeichnet, die 
PPR-Domänen sind jeweils orange umrandet. 

 

 

3.1.2 Die PPR-Proteine AT3G15590 und AT1G15480 weisen die für PPR-Proteine 

typischen helikalen Strukturen auf 

Räumliche Struktur und biochemische Funktionen sind bei Makromolekülen eng miteinander 

verknüpft. Somit kann die Aufklärung der Proteinstruktur Hinweise auf die physiologische 

Bedeutung eines Proteins liefern. Neben den experimentellen Ansätzen der strukturellen 

Genomik wie beispielsweise die Strukturaufklärung mittels Röntgenkristallanalyse oder 

Kernspinresonanzspektroskopie, werden heutzutage auch rechengestützte Methoden zur 

Strukturvorhersage genutzt. Für Proteine der PPR-Familie sind bisher keine experimentellen 

Daten vorhanden, jedoch konnte mittels Röntgenstrukturanalyse die dreidimensionale 

Struktur einer menschlichen, mitochondrialen RNA-Polymerase aufgeklärt werden, die zwei 

PPR-Motive enthält (Ringel et al. 2011). Diese entsprechen in ihrer Räumlichkeit der 

postulierten Struktur von jeweils zwei antiparallelen Helices (Small und Peeters 2000). 

Bioinformatische Vorhersagen der Tertiärstruktur von zwei zur RF-Familie gehörenden 

PPR-Proteinen (Kotchoni et al. 2010) und des PPR-Proteines HCF152 (Kobayashi et al. 2011) 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

>At3g15590 |Q9LRP6| MYSLSRILQRSQRYNFAPSSFGAVSKLEVSSGGDKERVFKSFGLIYSKPQGLVRLYSARDVFSRFFGIHKLSSIADAKDKGDEVVREEELSESEEAVPVS

>At1g15480 |Q9XI21| MFALSKVLRRSQSLRLG-ACNAVYSKLDIPLG-ERNIAIESNALIHDKHEALPRFYELS--WSSSTGRRSLSSDAGAKTTGD----DDDLEDKNVDLATP

Clustal Consensus *::**::*:***  .:. :. .. ***::. * ::: .::* .**:.* :.* *:*.    :*   * :.*** *.** .**    :::*.:.:  :...

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

>At3g15590 |Q9LRP6| GDVPEGVVDDDSLFEPELGSDNDDLEIEEKHSKDGGKPTKKRGQSELYESIVAYK--SVKHVLEKWVKEGKDLSQAEVTLAIHNLRKRKSYAMCLQLWEW

>At1g15480 |Q9XI21| DETSSDSEDGEEFSGDEGDIEGAELELHVPESK---RP------SEMFKAIVSVSGLSVGSALDKWVEQGKDTNRKEFESAMLQLRKRRMFGRALQMTEW

Clustal Consensus .:....  *.:.:   * . :. :**:.  .**   :*      **::::**: .  **  .*:***::*** .: *.  *: :****: :. .**: **

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

>At3g15590 |Q9LRP6| LGANTQFEFTEANYASQLDLVAKVHSLQKAEIFLKDIPESSRGEVVYRTLLANCVLKHHVNKAEDIFNKMKELKFPTSVFACNQLLLLYSMHDRKKISDV

>At1g15480 |Q9XI21| LDENKQFEMEERDYACRLDLISKVRGWYKGEAYIKTIPESFRGELVYRTLLANHVATSNVRTAEAVFNKMKDLGFPLSTFTCNQMLILYKRVDKKKIADV

Clustal Consensus *. *.***: * :**.:***::**:.  *.* ::* **** ***:******** * . :*..** :*****:* ** *.*:***:*:**.  *:***:**

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

>At3g15590 |Q9LRP6| LLLMERENIKPSRATYHFLINSKGLAGDITGMEKIVETIKEEGIELDPELQSILAKYYIRAGLKERAQDLMKEIEGKGLQQTPWVCRSLLPLYADIGDSD

>At1g15480 |Q9XI21| LLLLEKENLKPNLNTYKILIDTKGSSNDITGMEQIVETMKSEGVELDLRARALIARHYASAGLKEKAEKVLKEMEGESLEENRHMCKDLLSVYGYLQRED

Clustal Consensus ***:*:**:**.  **::**::** :.******:****:*.**:*** . ::::*::*  *****:*:.::**:**:.*::.  :*:.**.:*. :  .*

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

>At3g15590 |Q9LRP6| NVRRLSRFVDQNPRYDNCISAIKAWGKLKEVEEAEAVFERLVEKYKIFPMMPYFALMEIYTENKMLAKGRDLVKRMGNAGIAIGPSTWHALVKLYIKAGE

>At1g15480 |Q9XI21| EVRRVWKICEENPRYNEVLAAILAFGKIDKVKDAEAVFEKVLKMSHRVSSNVYSVLLRVYVDHKMVSEGKDLVKQMSDSGCNIGALTWDAVIKLYVEAGE

Clustal Consensus :***: :: ::****:: ::** *:**:.:*::******::::  : ..   * .*:.:*.::**:::*:****:*.::*  **. **.*::***::***

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

>At3g15590 |Q9LRP6| VGKAELILNRATKDNKMRPMFTTYMAILEEYAKRGDVHNTEKVFMKMKRASYAAQLMQYETVLLAYINAKTPAYGMIERMKADNVFPNKSLAAKLAQVNP

>At1g15480 |Q9XI21| VEKAESSLSKAIQSKQIKPLMSSFMYLMHEYVRRGDVHNTEKIFQRMKQAGYQSRFWAYQTLIQAYVNAKAPAYGMKERMKADNIFPNKRLAAQLAKADP

Clustal Consensus * ***  *.:* :.::::*:::::* ::.**.:*********:* :**:*.* :::  *:*:: **:***:***** *******:**** ***:**:.:*

610
....|....|..

>At3g15590 |Q9LRP6| FKKCPVSVLLDI

>At1g15480 |Q9XI21| FKKTPLSDLLD-

Clustal Consensus *** *:* *** 



Ergebnisse 

 

 

49 

bestätigen dies ebenfalls. Im Rahmen dieser Arbeit wurden für beide untersuchten PPR-

Proteine AT3G15590 und At1G15480 ebenfalls auf der Basis der Aminosäuresequenz 

Strukturanalysen durchgeführt und 3D-Modelle der Proteine erstellt (Abbildung 8). 

 

A  

 

B 

 

C 

 

D 

 
Abbildung 8: Proteinstrukturmodelle von AT3G15590 und AT1G15480. (A,B) Im Cartoon-Modell von 
AT3G15590 sind die Aminosäuren 173 bis 595 mit den neun PPR Motiven (P1-P9) in unterschiedlichen Farben 
dargestellt. Alle weiteren Aminosäurenabschnitte sind in weiß abgebildet. (C,D) Analog dazu die Cartoon-
Darstellung von AT1G15480 und der Aminosäuren 156 bis 571 mit sieben PPR-Motiven (P1-P7). Die Abbildungen 
wurden mit dem Programm PyMOL erstellt. 

 

Wie die Proteinstrukturmodelle für die Proteine AT3G15590 (Abbildung 8 A) und AT1G15480 

(Abbildung 8 C) zeigen, wird die Tertiärstruktur in den gezeigten Abschnitten der Proteine in 

beiden Fällen deutlich von α-Helices dominiert. Andere Strukturelemente wie ß-Faltblätter 

liegen nicht vor. Somit stimmen auch die Vorhersagen dieser beiden untersuchten Proteine 

mit den bisherigen Strukturanalysen von PPR-Proteinen überein. Wie auch die beiden PPR-

Domänen der humanen, mitochondrialen RNA-Polymerase bestehen einzelne PPR-Domänen 

aus zwei antiparallel verlaufenden Helices, die in größerer Anzahl zusammen die 

Gesamtproteinstruktur bilden. Durch das direkte Aufeinanderfolgen mehrerer PPR-Domänen 

entsteht außerdem auf Gesamtproteinebene eine Superhelix (Abbildung 8 B und D), was 

auch für das PPR-Proteine  PPR5 gezeigt werden konnte (Williams-Carrier et al. 2008). 

Auffällig ist darüber hinaus, dass auch Bereiche der Aminosäuresequenz, die keiner PPR-

Domäne zuzuordnen sind, einzelne, aber in den meisten Fällen ebenfalls paarweise α-Helices 

bilden. Bei diesen Abschnitten handelt es sich um die im Abschnitt 3.1.1 bereits erwähnten 

stark homologen Bereiche der beiden Proteine, von denen nicht ausgeschlossen werden 

kann, dass es sich auch hier um PPR-Domänen handelt. 

AT1G15480 

AT3G15590 
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3.1.3 In silico Analyse putativer RNA-Bindemotive 

Neben den Studien von (Kobayashi et al. 2011), die experimentell die Beteiligung bestimmter 

Aminosäuren an der RNA-Bindung untersuchten, gibt es weiterhin nur wenige, auf 

bioinformatischen Modellen beruhenden Daten, die auf putative RNA-Bindemotive hinweisen 

(Small und Peeters 2000; Stern et al. 2004; Fujii et al. 2011). Für die Proteine AT3G15590 und 

AT1G15480 wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von Strukturmodellen gezeigt, dass sie 

mit ihren einzelnen PPR-Domänen eine superhelikale Struktur bilden und einzelne PPR-

Domänen und Aminosäuren durch ihre exponierte Lage an der Bindung von RNA-Liganden 

beteiligt sein könnten (3.1.2). Für weitere Analysen wurden auf der Grundlage von zwei 

Programmen Vorhersagen für mögliche RNA-Bindemotive durchgeführt. Die Programme 

RNABindR (Terribilini et al. 2007) und BindN+ (Wang und Brown 2006; Wang et al. 2010) 

analysieren die Primärsequenz eines Proteins und gleichen diese über eine Protein 

Datenbank mit RNA-bindenden Aminosäuren in bekannten Protein-RNA Komplexen ab. 

Darüber hinaus gehen pKa-Werte, Hydrophobizität und Molekulargewicht der Aminosäuren 

in die Analyse ein. Beide Programme beschränken sich zudem nicht auf eine Bindung von 

Nukleinsäuren im Allgemeinen, sondern sind strikt auf die Analyse von RNA-bindenden 

Proteinen ausgerichtet. Die Ergebnisse für die Proteine AT3G15590 und AT1G15480 sind in 

der Abbildung 9 und Abbildung 10 dargestellt. Grundsätzlich wurden für beide Proteine 

Aminosäurereste, die als RNA-bindend klassifiziert wurden, identifiziert. Dies sind teilweise 

lediglich vereinzelte Aminosäuren, jedoch werden auch gehäuft ganze Sequenzbereiche als 

RNA-bindend erkannt. Gleichermaßen gibt es auch Sequenzbereiche, die den Analysen 

zufolge kaum oder gar nicht an einer RNA-Interaktion beteiligt zu sein scheinen. So 

beispielsweise der Bereich 220 – 356 des Proteins AT3G15590 (Abbildung 9) und der Bereich 

393 – 496 des Proteins AT1G15480 (Abbildung 10). Nach aktuellem Stand wird davon 

ausgegangen, dass mindestens zwei PPR-Domänen für die Bindung eines RNA-Moleküls 

notwendig sind, wobei die Affinität mit der Anzahl der PPR-Domänen steigt (Nakamura et al. 

2003; Kobayashi et al. 2011). Die für die Bindung verantwortlichen Aminosäuren befinden 

sich bisherigen Studien zufolge im Bereich des Übergangs zweier benachbarter PPR-

Domänen (Small und Peeters 2000; Stern et al. 2004; Fujii et al. 2011; Kobayashi et al. 2011). 

Für beide hier analysierten PPR-Proteine sind derartige Bereiche von beiden Programmen 

übereinstimmend als RNA-bindend erkannt worden, wie z.B. in der Sequenz des Übergangs 

von der PPR-Domäne zwei zu drei und fünf zu sechs des Proteins AT3G15590 oder von der 

PPR-Domäne drei zu vier des Proteins AT1G15480. Da hier jedoch keine absolut eindeutige 

Regelmäßigkeit herrscht, ist unklar, ob alle oder nur vereinzelte PPR-Domänen für eine 

Interaktion mit der Ziel-RNA verantwortlich sind.  
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Bisher wurden, wie bereits erwähnt, in erster Linie die PPR-Domänen als RNA-bindende 

Sequenzbereiche diskutiert. Durch die von den Programme RNABindR und BindN+ 

getroffenen Vorhersagen wurden für beide untersuchten Proteine auch Bereiche als RNA-

bindend identifiziert, die sich upstream der PPR-Domänen befinden. Bei dem Protein 

AT3G15590 handelt es sich um den Bereich 153 – 178 und bei dem Protein AT1G15480 um 

den Bereich 174 – 192. Diese Aminosäuren wurden fast lückenlos und übereinstimmend von 

beiden Programmen als RNA-bindend klassifiziert und heben sich dadurch deutlich von den 

umgebenden Sequenzbereichen, die kaum RNA-bindende Aminosäuren aufweisen, ab. Für 

die Bereiche außerhalb der PPR-Domänen der Proteine AT3G15590 und AT1G15480 wurde 

keine Übereinstimmung mit bisher bekannten Pfam-Domänen gefunden; möglicherweise 

befinden sich jedoch auch hier Motive, von denen denkbar wäre, dass sie zusätzlich zu den 

PPR-Domänen eine RNA-Bindung vermitteln und/oder begünstigen. 
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Abbildung 9: In silico Analyse der Primärsequenz von AT3G15590 hinsichtlich RNA-bindender Amino-
säurereste duch die Programme BindN+ und RNABindR. Putativ RNA-bindende Aminosäurereste sind 
gekennzeichnet: + BindN+; * RNABindR. Aminosäuren, die von beiden Programmen als RNA-bindend identifiziert 
wurden, sind fett gedruckt. Die PPR-Domänen sind grün hinterlegt. Das Transitpeptid ist grau hinterlegt. 

 

 

 

MYSLSRILQRSQRYNFAPSSFGAVSKLEVSSGGDKERVFKSFGLIYSKPQGLVRLYSARD 

++++++++++++++++-++++++++++-+++++++++-++++++++++++++++-+++++ 

-----*--*******----------*---******-*--*-------*-*---*----*- 

 

VFSRFFGIHKLSSIADAKDKGDEVVREEELSESEEAVPVSGDVPEGVVDDDSLFEPELGS 

++++++++++++++---+------------------------------------------ 

-----------------*-*-----*---------------------------------- 

 

DNDDLEIEEKHSKDGGKPTKKRGQSELYESIVAYKSVKHVLEKWVKEGKDLSQAEVTLAI 

---------+--+++++++++++++++++++++++++++--+---++++++++-+----- 

----------****************--------**-*---------------------- 

 

HNLRKRKSYAMCLQLWEWLGANTQFEFTEANYASQLDLVAKVHSLQKAEIFLKDIPESSR 

-++++++-+-------------------------------------+----------+++ 

-*-******----------------------------------*--------------** 

 

GEVVYRTLLANCVLKHHVNKAEDIFNKMKELKFPTSVFACNQLLLLYSMHDRKKISDVLL 

-+--+--+--+---++-----------------------------------+-+------ 

-*--------------------------*--*--*----------------***------ 

 

LMERENIKPSRATYHFLINSKGLAGDITGMEKIVETIKEEGIELDPELQSILAKYYIRAG 

-------++++-+++---+-++++++---+-------------------------+-+++ 

-------****-*-------*------*-------------------------*---*-- 

 

LKERAQDLMKEIEGKGLQQTPWVCRSLLPLYADIGDSDNVRRLSRFVDQNPRYDNCISAI 

-+-+----------+++++--+-+++-++-+++-++-++-++++++++++++++++++++ 

-*-*----------*--*------*-------------*-**--*---**-*--*----- 

 

KAWGKLKEVEEAEAVFERLVEKYKIFPMMPYFALMEIYTENKMLAKGRDLVKRMGNAGIA 

+-+------------------------------------------+-++--+++++++++ 

*-*--------------------------------------*---*-*---**--*---- 

 

IGPSTWHALVKLYIKAGEVGKAELILNRATKDNKMRPMFTTYMAILEEYAKRGDVHNTEK 

++++++++++++++++++--------++--++++++++++++---------+-------- 

---*----------*-----*------*-*****-*--------------**-*-*---- 

 

VFMKMKRASYAAQLMQYETVLLAYINAKTPAYGMIERMKADNVFPNKSLAAKLAQVNPFK 

---++++++++-------------------------+++-++-+-++-------+-++++ 

------*-**-----------------**--*----*----------*---*--*----* 

 

KCPVSVLLDI 

+---+---+- 

*--------- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1                                                   10                                                       20                                                        30                                                       40                                                        50                                                      60 

70                                                80                                                       90                                                       100                                                     110                                                     120                                                     130 

  140                                               150                                                      160                                                    170                                                      180                                                    190                                                    200 

210                                               220                                                     230                                                      240                                                    250                                                     260                                                    270 

280                                               290                                                      300                                                     310                        320                                                     330                                      340   

350                                               360                                                     370                                                     380                                                     390                                                     400                                                     410 

   420                                                430                                                     440                                                     450                                                    460                                                     470                                                      480 

   490                                               500                                                      510                                                    520                                                     530                                                     540                                                      550 

 560                                              570                                                      580                                                     590                                                     600                                                     610                                                    620 

 630                                              640                                                      650                                                     660                                                     670                                                     680                                                    690 

700                                              710                                          



Ergebnisse 

 

 

53 

 

Abbildung 10: In silico Analyse der Primärsequenz von AT1G15480 hinsichtlich RNA-bindender Amino-
säurereste duch die Programme BindN+ und RNABindR. Putativ RNA-bindende Aminosäurereste sind 
gekennzeichnet: + BindN+; * RNABindR. Aminosäuren, die von beiden Programmen als RNA-bindend identifiziert 
wurden, sind fett gedruckt. Die PPR-Domänen sind grün hinterlegt. Das Transitpeptid ist grau hinterlegt. 
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3.2 Die PPR-Proteine AT3G15590 und AT1G15480 sind mitochondrial lokalisiert 

Die Mehrheit der PPR-Proteine enthält N-terminale Sequenzbereiche, die für die Lokalisation 

in den Mitochondrien oder den Chloroplasten verantwortlich sind, wie in silico Analysen 

zeigen (Lurin et al. 2004; O'Toole et al. 2008). Bisher wurde allerdings nur für wenige PPR-

Proteine die subzelluläre Lokalisation in vivo analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher 

mit Hilfe eines Reportergenkonstrukts die vorhergesagte mitochondriale Lokalisation der 

beiden PPR-Proteine AT3G15590 und AT1G15480 in vivo experimentell bestätigt werden. Als 

Reporterprotein wurde das green fluorescence protein (GFP) verwendet, dessen Gen mit dem 

jeweiligen zu untersuchenden Gen gekoppelt wird, so dass sie gemeinsam transkribiert 

werden und ein Fusionsprotein entsteht. Das GFP, ein 28 kDa großes Protein wurde bei der 

Reinigung von Aequorin aus der lumineszierenden Qualle Aequorea victoria entdeckt 

(Shimomura et al. 1962) und später als ein wichtiges Werkzeug für Promotor- und 

Expressionsstudien nutzbar gemacht (Chalfie et al. 1994; Inouye und Tsuji 1994). Für die 

Biolumineszenz des Proteins sorgt das Tripeptid Ser-Tyr-Gly, welches posttranslational 

zyklisiert und als p-Hydroxybenzylidenimidazolinon für die spektralen Eigenschaften, blaues 

und UV-Licht (470 bzw. 395 nm) zu absorbieren und grünes Licht (509 nm) zu emittieren, 

verantwortlich ist. Das GFP benötigt somit weder Substrate noch Co-Faktoren und wirkt 

außerdem nicht toxisch. Eine schematische Darstellung des für die transiente Transformation 

verwendeten Plasmids ist in Abbildung 11 gezeigt. Für den Nachweis der subzellulären 

Lokalisation der PPR-Proteine AT3G15590 und AT1G15480 wurde das Plasmid in isolierte 

Arabidopsis Protoplasten transformiert, eine Färbung mit dem Mitochondrienfarbstoff 

„MitoTracker CM-H2TMRos“ durchgeführt und die so behandelten Protoplasten anschließend 

fluoreszenzmikroskopisch analysiert (2.3.1). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 12 gezeigt.  

  

 

 

Abbildung 11: Schematische Darstellung des für die transiente Transformation verwendeten Plasmids 
kodierend für das AT3G15590:GFP- und A1G15480:GFP-Fusionsprotein. Als Basisvektor diente  das Plasmid 
pOL-GFPS65C (Peeters et al. 2000). An die 35S-Promotorsequenz mit doppeltem Enhancer schließt sich eine  
translation leader Sequenz (TL) zur Steigerung der Translationseffizienz aus dem Tabakmosaikvirus an. Darauf 
folgen die jeweilige Volllängensequenz exklusive des Stoppcodons von at3g15590 bzw. at1g15480 und das für 
das GFPS65C kodierende Gen unter Einhaltung des Leserahmens. Downstream der für das GFP-Fusionsprotein 
kodierenden Sequenz befindet sich ein Polyadenylierungssignal (PA) sowie die 35S-Terminatorsequenz aus dem 
Tabakmosaikvirus. Die einzelnen Elemente sind nicht maßstabsgetreu abgebildet. 
 

 

GFP S65C PA 35S Terminator35S Promotor TL
at3g15590 bzw.

at1g15480
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A 

 

B 

 
Abbildung 12: Subzelluläre Lokalisation von AT3G15590 und AT1G15480 in Protoplasten von Arabidopsis. 
Gezeigt sind mikroskopische Aufnahmen des Nachweises von Mitochondrien durch den Farbstoff „MitoTracker 
CM-H2TMRos“ (i), der GFP-Fluoreszenz (ii), der Übereinanderlagerung der Aufnahmen i und ii (iii), sowie eine 
errechnete Hellfeldaufnahme der Protoplasten (iv) für das jeweilige GFP-Reportergenkonstrukt AT3G15590:GFP 
(A) und AT1G15480:GFP (B).  

  

Für beide PPR-Proteine konnte die zunächst nur auf bioinformatischen Analysen beruhende 

Vorhersage der Lokalisation in den Mitochondrien mittels GFP-Fusionsproteinen in vivo 

bestätigt werden. Die GFP-Fluoreszenz (Abbildung 12 (ii)) ist punktförmig in den 

Protoplasten verteilt. Eine Gegenfärbung mit dem mitochondrienspezifischen Farbstoff 

„MitoTracker CM-H2TMRos“ (Abbildung 12 (i)) weist diese punktförmigen Strukturen 

eindeutig als Mitochondrien aus und bestätigt gleichzeitig die Integrität dieser Organellen. 

Die Überereinanderlagerung der Aufnahmen (i) und (ii) zeigt für beide untersuchten PPR-

Proteine eine nahezu vollständige Deckung der GFP- und der Mitotrackerfluoreszenz 

(Abbildung 12 (iii)). Somit wurde auch eine möglicherweise duale Lokalisierung, wie 

beispielsweise für das PPR-Protein PNM1 (Hammani et al. 2011b) gezeigt, ausgeschlossen.  

 

3.3 Identifizierung von T-DNA-Insertionsmutanten durch PCR-Genotypisierung 

Für die Untersuchung der Funktion der beiden PPR-Proteine wurden unter anderem T-DNA-

Insertionsmutanten von A. thaliana verwendet, bei denen das entsprechende Gen durch 

T-DNA-Insertionsmutagenese (Azpiroz-Leehan und Feldmann 1997) inaktiviert wurde. Bei 

dieser Form der Mutagenese wird das Ti-Plasmid aus A. tumefaciens über Infektion der 

Zielpflanze stabil in das Pflanzengenom übertragen (Zupan und Zambryski 1995). Für die 

vollständige Inaktivierung eines Gens muss die Insertion der T-DNA in beiden Allelen im 

diploiden Chromosomensatz von A. thaliana vorliegen, da nur dann eine komplette 

Inaktivierung des entsprechenden Gens gewährleistet ist. Die potentiellen ko-Linien mussten 

daher in zwei Schritten auf T-DNA-Insertion und Homozygotie getestet werden. 



Ergebnisse 

 

 

56 

In einer ersten PCR wurde mit einem genspezifischen Oligonukleotid und einem 

Oligonukleotid, welches innerhalb eines bestimmten Bereichs der T-DNA, der left border, 

bindet, überprüft ob die Insertion der T-DNA im Zielgen vorliegt. Der Test auf Homozygotie 

erfolgte durch die Verwendung von zwei genspezifischen Oligonukleotiden, die den unter T-

DNA-Express (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) für jede verfügbare ko-Linie 

angegebenen Insertionsort einschließen. Die Abbildung 13 zeigt schematisch die 

Funktionsweise der Identifizierung der beiden T-DNA-Insertionslinien und der homozygoten 

Linien mittels PCR. 

 

A 

 

B 

 
Abbildung 13: Schematische Übersicht der Position der T-DNA Insertion und der 
Oligonukleotidbindestellen der PCR-Ansätze zur Identifizierung der T-DNA-Insertion in den Genen 
at3g15590 und at1g15480. (A) Für den Nachweis der T-DNA im Gen at3g15590 im dritten Exon wurden in der 
PCR-Reaktion das genspezifische Oligonukleotid AB1332 zusammen mit dem an der left border (LB) bindenden 
Oligonukleotid AB1088 eingesetzt. Der Nachweis der Hetero- oder Homozygotie in Bezug auf das entsprechende 
Gen erfolgte unter Verwendung der beiden genspezifischen Oligonukleotide AB1331 und AB1332. (B) Die 
Genotypisierung der T-DNA-Insertionsmutante für das Gen at1g15480 erfolgte analog dazu unter Verwendung 
der beiden genspezischen Oligonukleotide AB1333 und Ab1334, sowie des Oligonukleotids AB1088 in den 
entsprechenden PCR-Reaktionen. Der Balken entspricht einer Länge von 100 bp. 

 

Die T-DNA Insertionslinie TDAt3g15590 (GK-188B06) der GABI-Kat-Sammlung (Li et al. 2003; 

Rosso et al. 2003) wurde unter Verwendung des Ökotyps Columbia-0 (Col-0) generiert und 

trägt eine T-DNA-Insertion des Vektors pAC161, deren Lokalisation im dritten Exon an 

Position +367 des codierenden Bereichs angegeben ist (Abbildung 13 A). Die T-DNA 

Insertionslinie TDAt1g15480 (FLAG_465F03) der Versailles T-DNA Kollektion (Samson et al. 

2002) wurde unter Verwendung des Ökotyps Wassilevskija (WS-4) generiert und trägt eine 

T-DNA-Insertion des Vektors pGKB5 (Bouchez et al. 1993), deren Lokalisation im zweiten 

Exon an Position +318 des codierenden Bereichs angegeben ist (Abbildung 13 B). Unter 

Verwendung der in Abbildung 13 angegebenen Oligonukleotide wurde die Genotypisierung 

von Pflanzen der T-DNA Insertionslinien für die Gene at3g15590 und at1g15480  

vorgenommen. Für je eine Pflanze der T2-Generation sind die Ergebnisse der PCR-

Reaktionen nach erfolgter Gelelektrophorese in der Abbildung 14 gezeigt. 

T-DNALB

AB13315‘ UTR 3‘ UTRAB1332

AB1088

5‘ UTR 3‘ UTR
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Abbildung 14: Identifizierung homozygoter T-DNA Insertionslinien für die Gene At3g15590 und 
At1g15480. (A) Nachweis der Wildtypgene at3g15590 und at1g15480 in Wildtyppflanzen Col-0 und WS-4, sowie 
in den jeweiligen T-DNA Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480. (B) Nachweis der T-DNA Insertion im 
Gen at3g15590 bzw. at1g15480 in Wildtyppflanzen Col-0 und WS-4, sowie in den jeweiligen T-DNA 
Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480. (C) Nachweis des Gens actin2 in Wildtyppflanzen Col-0 und 
WS-4, sowie in den jeweiligen T-DNA Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480. 

 

 

Für beide Gene, at3g15590 und at1g15480, wurde erfolgreich eine homozygote T-DNA 

Insertionslinie identifiziert (Abbildung 14). Während das jeweilige Wildtypgen at3g15590 mit 

einer Amplifikatgröße von 1142 bp und das Gen at1g15480 mit einer Amplifikatgröße von 

1132 bp  nur in den korrespondierenden Wildtyppflanzen nachgewiesen wurde und nicht in 

den Insertionslinien, war unter Verwendung eines T-DNA spezifischen und des jeweiligen 

genspezifischen Oligonukleotids nur in den T-DNA-Insertionslinien TDAt3g15590 und 

TDAt1g5480 eine Amplifikation möglich. Somit war von einer T-DNA Insertion im 

entsprechenden Gen auf beiden Chromosomen auszugehen. Die Integrität der DNA wurde 

durch erfolgreiche Amplifikation eines 574 bp langen Fragments des housekeeping-Gens 

actin2 in allen getesteten Pflanzen nachgewiesen. Da jedoch eine T-DNA Insertion, selbst 

wenn sie in einem Exon des kodierenden Bereichs eines Gens lokalisiert ist, nicht 

zwangsläufig die Transkription des betroffenen Gens verhindert (Wang 2008), wurden RT-

PCR Analysen durchgeführt. Hierfür wurde aus den T-DNA Insertionslinien TDAt3g15590 und 

TDAt1g15480, sowie aus den korrespondierenden Wildtyppflanzen Col-0 und WS-4 RNA 

isoliert und diese DNaseI behandelt. Der Erfolg der DNaseI Behandlung wurde mittels PCR 

getestet (Daten nicht gezeigt) und die RNA als Matrize für die RT-PCR verwendet. Die in die 

Reaktionen eingesetzten Oligonukleotide wurden so gewählt, dass sie theoretisch in der Lage 

sind, den gesamten codierenden Bereich der Gene at3g15590 und at1g15480 zu 

amplifizieren. Die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse nach erfolgter Gelelektrophorese sind in 

der Abbildung 15 gezeigt. 
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Abbildung 15: RT-PCR Analyse zur Kontrolle der Transkription der Gene at3g15590 und at1g15480. Als 
Matrize wurde DNA-freie RNA der T-DNA Insertionslinie TDAt3g15590 (A) bzw. TDAt1g15480 (B), sowie einer  
korrespondierenden Wildtyppflanze eingesetzt. Als Kontrolle wurden Kontrollreaktionen mit H2O statt RNA und 
genomischer Wildtyp-RNA durchgeführt. Die eingesetzten Oligonukleotide amplifizieren jeweils die gesamte 
Länge der kodierenden Sequenz von at3g15590 und at1g15480. 

 
 

Für beide untersuchten Gene wurde in der RT-PCR lediglich unter Verwendung von RNA der 

entsprechenden Wildtyppflanzen und von genomischer DNA als Kontrolle die Transkription 

der untersuchten Gene at3g15590 und at1g15480 nachgewiesen, jedoch nicht in den T-DNA 

Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480. In der Abbildung 15 A ist eine Bande der 

erwarteten Größe für das at3g15590-Transkript von 1831 bp in der Spur, die die Reaktion mit 

Wildtyp-RNA repräsentiert, zu erkennen. Das geringfügig größere Amplifikat in der 

Kontrollreaktion beinhaltet aufgrund der Verwendung von genomischer DNA des Wildtyps 

als Matrize auch Introns der Sequenz von at3g15590 und ist 2089 bp groß. Die Ergebnisse für 

den Test auf Transkription des Gens at1g15480 in der T-DNA Insertionslinie TDAt1g15480 

zeigt ein vergleichbares Ergebnis. Auch hier erfolgte eine Amplifikation des 1783 bp großen 

Volllängentranskripts nur unter Verwendung von Wildtyp-DNA. Mit 2114 bp ist das ebenfalls 

erfolgreich amplifizierte RT-PCR Produkt von genomischer DNA als Positivkontrolle bedingt 

durch das Vorhandensein von Intronsequenzen größer.  

Zusammenfassend wurden somit erfolgreich homozygote T-DNA Insertionslinien für die 

beiden Gene at3g15590 und at1g15480 identifiziert, in denen kein entsprechendes Transkript 

nachzuweisen war. Es wurde also von einem vollständigen knockout der Gene in den 

jeweiligen T-DNA Insertionslinien ausgegangen. Samen dieser erfolgreich auf eine 

homozygote T-DNA Insertion und einen knockout getesteten Pflanzen wurden kontinuierlich 

vermehrt und in 1,5 ml Reaktionsgefäßen unter Lichtausschluss bei RT gelagert.  
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3.4 Morphologische Charakterisierung der T-DNA Insertionslinien 

Phänotypische Anomalien von Pflanzen einer T-DNA Insertionslinie können erste 

Informationen über die physiologische Bedeutung des fehlenden Proteins geben. Daher 

wurde eine Auswahl von Untersuchungen zur Morphologie der T-DNA Insertionslinien 

TDAt3g15590 und TD1g15480 durchgeführt, deren Ergebnisse nachfolgend dargestellt 

werden. 

 

3.4.1 Samen der TDAt3g15590-Pflanzen sind in ihrer Keimungsfähigkeit beeinflusst 

Der Prozess der Keimung beinhaltet alle physiologischen Abläufe von der Wasseraufnahme 

des ruhenden Samens bis hin zur vollständigen Ausbildung des Keimlings (Bewley 1997). In 

diesen Ablauf ist eine Vielzahl von Genen und Proteinen involviert. Um einen möglichen 

Einfluss der Proteine AT3G15590 und AT1G15480 auf die Keimung zu untersuchen, wurden 

Keimungsversuche durchgeführt. Hierfür wurden Samen der T-DNA Insertionslinien und des 

korrespondierenden Wildtyps auf sterilem Festmedium ausgebracht, was im Gegensatz zur 

Kultivierung auf Erde gleiche Bedingungen hinsichtlich der Feuchtigkeit und der 

Nährstoffversorgung gewährleistet. Des Weiteren wurde auf die Zugabe von Saccharose zu 

dem Medium verzichtet, um eine mögliche phänotypische Komplementation durch die 

zusätzliche Kohlenstoffquelle zu verhindern. Nach Kultivierung (2.2.4) für fünf Tage wurden 

ausgekeimte und nicht ausgekeimte Samen ausgezählt und der Versuch statistisch 

ausgewertet. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 gezeigt. Die Keimungsraten der Pflanzen der 

T-DNA Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480 sind im Vergleich zum Wildtyp 

geringfügig niedriger. So wurde für die Linie TDAt3g15590 eine Verringerung der 

Keimungsrate um etwa 25 % beobachtet. Samen der Linie TDAt1g15480 keimten nahezu 

gleichermaßen aus wie die des Wildtyps WS-4. 

 
Abbildung 16: Keimungsrate der T-DNA Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480 im Vergleich 
zum jeweiligen Wildtyp. Die Keimungsraten der jeweiligen Wildtyppflanzen Col-0 und WS-4 wurden gleich 
hundert Prozent und die Keimungsraten der T-DNA Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480 
entsprechend dazu in das Verhältnis gesetzt. Je Pflanzenlinie wurden in drei unabhängigen Versuchen jeweils 32 
Samen auf ihre Keimungsfähigkeit hin untersucht. Mit * markierte Daten sind nach Durchführung eines t-Tests 
signifikant unterschiedlich zum Wildtyp 
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Somit scheint die Abwesenheit des Proteins AT1G15480 keinen maßgeblichen Einfluss auf 

den Prozess der Keimung zu haben. Das Protein AT3G15590 hingegen ist möglicherweise in 

diesen Prozess involviert. 

 

3.4.2 Beide T-DNA Insertionslinien zeigen bezüglich des Wachstums einen vom 

Wildtyp abweichenden Phänotyp 

Zur Untersuchung des Wachstumshabitus‘ wurden Pflanzen der zu untersuchenden T-DNA 

Insertionslinie, sowie die entsprechenden Wildtyplinien Col-4 und WS-4 unter 

Langtagbedingungen kultiviert und ihr Wachstum dokumentiert. Die Abbildung 17 zeigt die 

Phänotypen der TD-Insertionslinien TDAt3g15590 und TDAt1g15480 im Vergleich zum 

Wildtyp. Es lässt sich hierbei zunächst feststellen, dass beide ko-Mutanten sich in ihrem 

vegetativen und generativen Wachstum vom jeweiligen Wildtyp unterscheiden. Pflanzen der 

Linie TDAt1g5480 gehen deutlich früher in die generative Wachstumsphase über und haben 

bereits nach vier Wochen eine mehrere Zentimeter lange primäre Infloreszenz mit mehreren 

Blüten gebildet (Abbildung 17 A). Anhand der Infloreszenz- und Blütenbildung befinden sich 

die Pflanzen der Linie TDAt1g15480 somit bereits in der Wachstumsphase 6 (Boyes et al. 

2001), während sich Pflanzen des Wildtyps in der Phase 3 befinden. Allerdings beschränkt 

sich das fortgeschrittene Wachstum scheinbar lediglich auf das generative Wachstum, da der 

Rosettendurchmesser im Vergleich zu Pflanzen des Wildtyps deutlich geringer ist und 

weniger Rosettenblätter ausgebildet sind. Das Wachstum der Pflanzen der Linie 

TDAt1g15480 ist diesbezüglich also eher der frühen dritten Wachstumsphase einzuordnen. 

Das Fehlen des Proteins AT1G15480 begünstigt daher möglicherweise das generative 

Wachstum, während das vegetative Wachstum leicht vermindert zu sein scheint. Pflanzen der 

T-DNA Insertionslinie TDAt3g15590 entwickeln sich während ihres gesamten Wachstums im 

Vergleich zum Wildtyp Col-0 stark verzögert (Abbildung 17 B und C). Nach einer 

fünfwöchigen Kultivierung ist der Rosettendurchmesser der ko-Mutanten deutlich kleiner als 

der des Wildtyps. Nach acht Wochen befinden sich Pflanzen des Wildtyps bereits in der 

achten Wachstumsphase mit deutlicher Bildung von sekundären Infloreszenzen, sowie 

fortgeschrittener Blüten- und Schotenbildung. Pflanzen der Linie TDAt3g15590 sind deutlich 

kleiner, beginnen gerade erst mit der Bildung von sekundären Infloreszenzen und tragen nur 

vereinzelt Blüten. Ihr Wachstum ist nach (Boyes et al. 2001) der Phase 5 bis 6 zuzuordnen. Im 

Gegensatz zu Pflanzen der Linie TDAt1g15480 scheint die Abwesenheit des Proteins 

AT3G15590 also in den Pflanzen eine Verzögerung des vegetativen wie auch des generativen 

Wachstums zu bewirken. Aufgrund des zwergwüchsigen Phänotyps von Pflanzen der Linie 

TDAt3g15590 wurde diese Mutante als dweorg1 (altenglisch für „Zwerg“) bezeichnet. 
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Abbildung 17: Phänotypen von TDAt3g15590 und TDAt1g15480 Pflanzen, sowie der korrespondierenden 
Wildtyppflanzen. (A) Pflanzen der Linie TDAt1g15480 im Vergleich zum Wildtyp WS-4 nach vier Wochen 
Anzucht unter Langtagbedingungen. (B) Pflanzen der Linie TDAt3g15590 im Vergleich zum Wildtyp Col-0 nach 
fünf Wochen Anzucht unter Langtagbedingungen. (C) Pflanzen der Linie TDAt3g15590 im Vergleich zum Wildtyp 
Col-0 nach acht Wochen Anzucht unter Langtagbedingungen.   

 

 

3.4.3 Die Vitalität der gebildeten Pollen ist in beiden T-DNA Insertionslinien stabil 

Eine Vielzahl von Proteinen der PPR-Familie ist eng mit dem Phänomen der 

cytoplasmatischen männlichen Sterilität (CMS, cytoplasmic male sterility) assoziiert (Linke 

und Borner 2005). Als restorer of fertility (RF-) Proteine sorgen diese PPR-Proteine für das 

Wiederherstellen der Fertilität (Schmitz-Linneweber und Small 2008). Bei von der 

cytoplasmatischen männlichen Sterilität betroffenen Pflanzen kommt es zu einer Vielzahl von 

phänotypischen Veränderungen, die für den Verlust der Fruchtbarkeit verantwortlich sind. So 

sind in erster Linie sowohl Blüten- als auch Pollenbildung betroffen (Linke und Borner 2005; 

Chase 2007). Um einen möglichen Effekt der Proteine DWEORG1 und AT1G15480 auf diesen 

Aspekt hin zu untersuchen, wurden Samen der entsprechenden Pflanzen im Vergleich zum 

Wildtyp hinsichtlich ihrer Vitalität und Fertilität untersucht. Zu diesem Zweck wurden die 

Samen nach (Alexander 1969; Alexander 1980) gefärbt und lichtmikroskopisch analysiert. Die 

Färbelösung enthält Malachitgrün, das Cellulose in den Pollenwänden anfärbt, und 

Säurefuchsin, welches das Protoplasma des Pollens anfärbt. Somit erscheinen Pollen, die früh 

in der Entwicklung abgestorben sind und kein Cytoplasma entwickelt haben schwach 

grünlich, während vitale Pollen dunkel violett erscheinen. Das Ergebnis ist in Abbildung 18 

gezeigt. 
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Abbildung 18: Bestimmung der Pollenvitalität von Pollen der T-DNA Insertionslinien dweorg1 und 
TDAt1g15480 im Vergleich zu ihrem korrespondierenden Wildtyp. (A) Antheren und Samen der dweorg1 
Mutante (i) und des Wildtyps Col-0 (ii). (B) Antheren und Samen der Linie TDAt1g15480 (i) und des Wildtyps WS-4 
(ii). Die Färbung wurde nach (Alexander 1969; Alexander 1980) durchgeführt und die Antheren mit den Pollen 
lichtmikroskopisch untersucht. Der Balken entspricht einer Länge von 100 µm. 

 

Alle Pollen, die der T-DNA Insertionslinien wie auch die der Wildtyppflanzen weisen eine 

dunkel violette Färbung auf. Die Morphologie der Samen und der Antheren ist ebenfalls 

gegenüber dem Wildtyp nicht verändert. Auch die Blütenbildung war in den T-DNA 

Insertionslinien nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Eine Funktion der beiden PPR-

Proteine DWEORG1 und AT1G15480 bei der Wiederherstellung der Fertilität in CMS-Pflanzen 

erscheint somit unwahrscheinlich. 

 

3.4.4 Die Bildung von Lateralwurzeln ist in beiden T-DNA Insertionslinien beeinflusst 

Mit der Beeinflussung der Keimungsrate von Samen der dweorg1 Mutante und den 

Veränderungen im Wachstumsverhalten beider T-DNA Insertionsmutanten wurden bereits 

deutliche phänotypische Veränderungen beschrieben. Die Wurzel stellt neben dem Blatt und 

der Sprossachse eines der drei Grundorgane des Kormus dar und wurde ebenfalls auf 

phänotypische Veränderungen hin analysiert. Zu diesem Zweck wurden Samen der T-DNA 

Insertionslinien und des jeweiligen Wildtyps oberflächensterilisiert und auf MS-Festmedium 

ausgebracht. Um eine Komplementation eines möglichen Phänotyps durch eine zusätzliche 

Kohlenstoffquelle zu verhindern, wurde dem Medium keine Saccharose zugefügt. Nach einer 

zweitägigen Vernalisation wurden die Petrischalen dann in senkrechte Orientierung gebracht 

und die Pflanzen für zwei Wochen unter Langtagbedingungen kultiviert. Nach dieser Zeit 

wurde das Wurzelwachstum dokumentiert, die Anzahl der Lateralwurzeln bestimmt und die 

Ergebnisse statistisch ausgewertet.  
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Abbildung 19: Analyse des Wurzelwachstums und Bestimmung der Anzahl der Lateralwurzeln pro cm 
Primärwurzel der beiden T-DNA Insertionslinien im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp. Die Samen wurden 
oberflächensterilisiert und auf MS-Festmedium ohne Saccharose ausgebracht. Die Petrischalen wurden in 
senkrechte Orientierung gebracht und die Pflanzen unter Langtagbedigungen kultiviert. Gezeigt sind 
exemplarisch zwei Individuen des Col-0 Wildtyps und der dweorg1 Mutante (A) und die statistische Auswertung 
von jeweils zehn Pflanzen (B), sowie zwei Individuen des WS-4 Wildtyps und der Linie TDAt1g15480 (C) und die 
statistische Auswertung von jeweils zehn Pflanzen (D). Mit * markierte Daten sind nach Durchführung eines t-Tests 
signifikant unterschiedlich zum Wildtyp. Bei der Box Plot-Darstellung verläuft die Box vom oberen (75 %) Quartil 
zum unteren (25 %). Die Lage des Medians hängt von der Art der Verteilung ab. Die kleinsten bzw. größten Werte 
sind durch die Whisker gekennzeichnet. 

 

Wie in Abbildung 19 gezeigt, bilden Keimlinge der dweorg1 Mutante bei gleicher Länge der 

Primärwurzel (Daten nicht gesondert gezeigt) weniger Lateralwurzeln aus. Während 

Keimlinge des Wildtyps Col-0 durchschnittlich 0,2 bis 0,7 Lateralwurzeln pro Zentimeter 

Primärwurzel ausbilden, bilden Keimlinge der dweorg1 Mutante lediglich 0 bis 0,3 

Lateralwurzeln pro Zentimeter aus. In  vielen Fällen ist somit ausschließlich die Primärwurzel 

entwickelt. Des Weiteren ist, wie bereits in Abbildung 17 B und C  gezeigt, das deutlich 

verringerte Wachstum der dweorg1 Mutante zu sehen. Bei Keimlingen der Linie 

TDAt1g15480 ist die Länge der Primärwurzel ebenfalls vergleichbar zu der Länge der 
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Keimlinge des Wildtyps WS-4. Die Anzahl der Lateralwurzeln pro Zentimeter Primärwurzel ist 

vergleichsweise nur geringfügig erhöht, wobei der Unterschied nicht signifikant ist 

(Abbildung 19 D).  

Ähnlich dem Einfluss auf die Keimungsrate zeigen somit Pflanzen der dweorg1 Mutante 

einen stärkeren Einfluss auf den Phänotyp verglichen mit dem jeweiligen Wildtyp. Aus 

diesem Grund fokussierten sich weiterführende Untersuchungen ausschließlich auf die 

dweorg1 Mutante und der Aufklärung der Funktion des Proteins DWEORG1. 

 

3.5 Gibt es weitere T-DNA Insertionen im Genom der dweorg1 Mutante, die für den 

Phänotyp verantwortlich sein könnten? 

Mit Hilfe der PCR-Genotypisierung der Linien TDAt3g15590 und TDAt1g5480 (3.3) wurde 

erfolgreich eine T-DNA Insertion im entsprechenden Gen in beiden Allelen nachgewiesen. 

Diese Analyse schließt jedoch nicht aus, dass sich noch andere T-DNA Insertionen an anderen 

Positionen im Genom der untersuchten Pflanzen befinden. Um mögliche phänotypische 

Veränderungen der Pflanzen eindeutig dem knockout eines bestimmten Genprodukts 

zuweisen zu können, müssen weitere Insertionen und damit verbundene Auswirkungen auf 

die Genexpression ausgeschlossen werden. 

 

3.5.1 Das Genom der dweorg1 Mutante weist mehrere T-DNA Insertionen auf 

Zur Untersuchung der Anzahl von T-DNA Insertionen im Genom wurden Southern Blot 

Analysen durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde sowohl genomische DNA des Wildtyps 

Col-0, als auch genomische DNA der dweorg1 Mutante mit verschiedenen 

Restriktionsenzymen hydrolysiert. Für jedes der drei verwendeten Enzyme existieren 

innerhalb der T-DNA und im gesamten Genom Erkennungssequenzen. Durch die Hydrolyse 

entstehen somit DNA-Fragmente, die je nach Vorhandensein von T-DNA zum Teil aus 

T-DNA-Sequenzen und zum Teil aus Sequenzen genomischer DNA oder gänzlich aus 

genomischer DNA bestehen (Abbildung 20 A). Da die Erkennungssequenzen für die 

Restriktionsendonukleasen innerhalb der genomischen DNA in unterschiedlicher Entfernung 

zur T-DNA liegen, ergibt sich für jede unabhängige T-DNA Insertion ein Restriktionsfragment 

charakteristischer Größe. Mit Hilfe einer spezifischen Sonde, die innerhalb der T-DNA bindet, 

lassen sich diese Fragmente nachweisen. Somit entspricht die Anzahl der detektierten 

Banden im Southern Blot der Anzahl der T-DNA Insertionen im Genom. Das Ergebnis der 

Analyse ist in Abbildung 20 B gezeigt. 
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Abbildung 20: Southern Blot Analyse zur Bestimmung der Anzahl der T-DNA Insertionen im Genom der 
dweorg1 Mutante. (A) Schematische Darstellung der Funktionsweise der Analyse am Beispiel einer Hydrolyse der 
DNA mit HindIII. Abhängig vom Vorhandensein der T-DNA und der Lage weiterer Restriktionsschnittstellen im 
Genom entstehen unterschiedliche Restriktionsfragmente. Fragmente mit T-DNA Insertion können mit einer 
spezifischen Sonde nachgewiesen werden. (B) Ergebnisse der Southern Blot Analyse. Zur Absicherung wurde die 
Hydrolyse der DNA vom Wildtyp Col-0 und der dweorg1 Mutante jeweils mit drei verschiedenen 
Restriktionsenzymen durchgeführt. Die Hybridisierung erfolgte mit einer T-DNA-spezifischen Sonde. Schwache 
Banden sind mit einem Pfeil markiert. 

 

Das Autoradiogramm der Southern Blot Analyse weist auf multiple T-DNA Insertionen im 

Genom der dweorg1 Mutante hin, während im Genom des Wildtyps erwartungsgemäß unter 

Verwendung der T-DNA spezifischen Sonde kein Fragment detektiert wurde. Die exakte 

Anzahl der T-DNA Insertionen im Genom der dweorg1 Mutante lässt sich allerdings nach 

dieser Analyse nicht mit Sicherheit bestimmen, da nach Hydrolyse mit der 

Restriktionsendonuklease EcoRI zwei Fragmente, nach der Hydrolyse mit AvaI und HindIII 

jedoch drei Fragmente detektiert wurden. Läge nur die vorhergesagte T-DNA ausschließlich 

im dweorg1 Gen vor, so läge die erwartete Größe des nachgewiesenen DNA-Fragments nach 

EcoRI Hydrolyse bei 7907 bp, für AvaI bei 4395 bp und für die Hydrolyse mit HindIII bei 5038 

bp. Banden mit übereinstimmender Größe zeigt auch das Autoradiogramm. Die Detektion 

weiterer DNA-Fragmente weist allerdings auf wenigstens  eine weitere T-DNA Insertion im 

Genom der dweorg1 Mutante hin. Generell scheint es insbesondere bei der durch 

Agrobakterien vermittelten Transformation zu multiplen Insertionen im Genom zu kommen, 

wobei sowohl vollständige aus auch unvollständige T-DNA Sequenzen integriert werden 

(Jorgensen et al. 1987; De Neve et al. 1997). Auch nach Angaben des Salk Institute Genomic 

Analysis Laboratories (SIGnAL; http://signal.salk.edu/) tragen etwa nur die Hälfte der T-DNA 

Insertionslinien lediglich eine Insertion, während bei der anderen Hälfte zwei oder mehreren 

Insertionen im Genom vorliegen. Um weiterhin die phänotypischen Veränderungen der 

dweorg1 Mutante eindeutig dem Fehlen des entsprechenden Gens zuweisen zu können, 

wurden daher weitere Analysen durchgeführt. Hierbei wurde zunächst mittels TAIL-PCR die 

Lokalisation der T-DNA Insertionen nachgewiesen.  

T-DNA
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3.5.2 Lokalisation aller T-DNA Insertionen im Genom der dweorg1 Mutante 

Da für die dweorg1 Mutante gezeigt wurde, dass im Genom mehrere T-DNA Integrationen 

vorlagen, wurden die Loci aller Insertionen mit Hilfe der TAIL-PCR (Liu und Whittier 1995) 

bestimmt. Eine Übersicht über verwendeten Oligonukleotide und die Funktionsweise der 

Methode ist in Abbildung 21 A gezeigt, die Ergebnisse in der Abbildung 21 B. 

 

 

A 

 

B 

                                

Abbildung 21: Untersuchung der T-DNA flankierenden Sequenzen im Genom der dweorg1 Mutante 
mittels TAIL-PCR. (A) Schematische Darstellung der Funktionsweise der TAIL-PCR und der verwendeten 
Oligonukleotide. In drei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen (I, II, III) werden erst die im Bereich der T-DNA 
bindenden Oligonukleotide T1, dann T2 und schließlich das Oligonukleotid T3 mit dem degenerierten 
Oligonukleotid AD2 kombiniert. In der Reaktion I dient genomische DNA als Matrize. In den folgenden 
Reaktionen RII und RIII eine Verdünnung der jeweils zuvor durchgeführten PCR. Alle PCR-Produkte werden 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Produkte der Reaktion III werden sequenziert. (B) Gelelektrophoretische 
Analyse der drei TAIL-PCR-Reaktionen (RI, RII, RIII) für den Wildtyp Col-0 und die dweorg1 Mutante. Zwei Banden 
der Größen von etwa 1.000 bp und 1.500 bp in der Reaktion drei (RIII) unter Verwendung der DNA der dweorg1 
Mutante wurden jeweils mit einem Pfeil markiert. 

 

 

Wie in Abbildung 21 B gezeigt, wurden unter Verwendung von genomischer DNA der 

dweorg1 Mutante in der dritten Reaktion RIII mehrere PCR-Produkte amplifiziert, wobei drei 

Banden mit einer Größe von  etwa 1.000 bp, 1.200 bp und 1.500 bp stärker amplifiziert 

wurden. Da die Menge dieser Amplifikate von der zweiten TAIL-PCR Reaktion RII zur dritten 

Reaktion RIII bei diesen drei Fragmenten zugenommen hat, war davon auszugehen, dass es 

sich bei allen drei Amplifikaten der Reaktion II und III um DNA-Fragmente handelt, die einen 

T-DNAGenomische DNA LB

AD2 T1+AD2PCR Produkt I

T2+AD2PCR Produkt II
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Bereich einer T-DNA-Insertion, sowie deren flankierenden Bereich enthalten. Die Spezifität 

der Produkte wird zudem dadurch bestätigt, dass die Größe der elektrophoretisch 

aufgetrennten Fragmente sich von der Reaktion II zur Reaktion III geringfügig verringert. Dies 

ist darauf zurückzuführen, dass die Bindestellen der Oligonukleotide T2 und T3 knapp 30 bp 

auseinanderliegen (siehe Abbildung 21 A). Parallel zur Untersuchung der dweorg1 Mutante 

mittels TAIL-PCR wurde diese Analyse unter Verwendung der gleichen Oligonukleotide auch 

für den Wildtyp Col-0 durchgeführt. Hier kam es zu keiner spezifischen Amplifikation in 

keiner der drei Reaktionen, was darauf zurückzuführen ist, dass die DNA des Wildtyps 

nachweislich keine T-DNA Insertion aufweist und somit auch über keine Sequenz zur 

Bindung der T-DNA spezifischen Oligonukleotide T1, T2 und T3 verfügt. Das Auftreten von 

Banden schwacher Signalstärke lässt sich durch multiple Bindungen des degenerierten 

Oligonukleotids AD2 erklären, wodurch kleine Mengen von unspezifischen Produkten 

amplifiziert werden. Die drei spezifischen Banden aus der Reaktion III der dweorg1 Analyse 

wurden aus dem Agarosegel aufgereinigt und ausgehend vom Oligonukleotid T3 

sequenziert. Für die genaue Analyse der Integrationsorte in der genomischen DNA der 

dweorg1 Mutante mit Hilfe der Sequenzierungsergebnisse wurden dann BLAST-Analysen, 

sowie DNA Alignments durchgeführt, deren Ergebnisse hier nicht gesondert dargestellt sind. 

Eine zusammenfassende, grafische Darstellung der Sequenzierungsergebnisse ist in der 

folgenden Abbildung 22 gezeigt.  
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Abbildung 22: Schematische Darstellung eines Ausschnittes der Sequenzierungsergebnisse der drei 
spezifischen Produkte der TAIL-PCR zur Identifikation der T-DNA Integrationsorte in der dweorg1 
Mutante. Die Nummerierung 1861.4, 1861.1 und 1766.1 stellt eine interne Bezeichnung der drei 
Sequenzierungsproben dar. Grün hinterlegt ist die Sequenz, die der T-DNA entspricht. Die rote Sequenz 
kennzeichnet den Abschnitt, der mit dem Gen at3g15600 übereinstimmt, die blau hinterlegte Sequenz stimmt mit 
einem Sequenzbereich des Ti-Plasmids pAC161 überein. Der grau markierte Abschnitt stimmt mit der Sequenz 
des dweorg1 Gens überein. 

 

 

Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse der Banden aus der TAIL-PCR bestätigte in 

einem Fall, in der Abbildung 22 mit 1766.1 bezeichnet, eindeutig die T-DNA Insertion im 

dweorg1 Gen. Die hier experimentell ermittelte Integration der T-DNA in die DNA zwischen 

dem Nukleotid 5276433 und 5276434 auf dem Chromosom 3 und somit zwischen dem 

Nukleotid +367 und +368 (Adenin des Startcodons = 1) des Gens bestätigt den vom 

Arabidopsis Biological Resource Center (http://www.arabidopsis.org) angegebenen 

Insertionsort. Weiterhin wurde festgestellt, dass der Integrationsort mit Guanin (in der 

Abbildung 22 an der Position 797) ein zusätzliches Nukleotid aufweist, welches weder der 

T-DNA, noch der Gensequenz des dweorg1 Gens zuzuordnen ist. Hierbei handelt es sich 

wahrscheinlich um sogenannte „filler“ DNA, die während der Integration der T-DNA durch 

zufällige Addition von einem oder mehreren Nukleotiden oder aber möglicherweise durch 

komplexe Reparaturmechanismen entsteht (Gheysen et al. 1991). Eine derartige Insertion, wie 

sie auch in diesem Falle zu beobachten war, wird daher auch als unpräzise bezeichnet 

(Matsumoto et al. 1990; Gheysen et al. 1991; Mayerhofer et al. 1991). Die Sequenzierung 

10 20 30 40 50 60 70 80 90
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 -AGCTCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCAAGCTTGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACACCAAATCGGATC

1861.1 GAGCTCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCAAGCTTGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACACCAAATCGGATC

1766.1 ---------------------------------------------------------------------------------------ATC

100 110 120 130 140 150 160 170 180
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 TTATAATTAAATGGCCTTCGCTGCCCATATTATTGGTAACTCAACAGCATCAATCACGGGATTTTTCTCGAATTAATTGCGTCGAATCTC

1861.1 TTATAATTAAATGGCCTTCGCTGCCCATATTATTGGTAACTCAACAGCATCAATCACGGGATTTTTCTCGAATTAATTGCGTCGAATCTC

1766.1 TTATAATTAAATGGCCTTCGCTGCCCATATTATTGGTAACTCAACAGCATCAATCACGGGATTTTTCTCGAATTAATTGCGTCGAATCTC

190 200 210 220 230 240 250 260 270
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 AGCATCGAAATATTCGCCTTTTTCGTCCATTAGACTATCTATTGTGATGGTGGATTTATCACAAATGGGACCCGCCGCCGACAGAGGTGT

1861.1 AGCATCGAAATATTCACCTTTTTCGTCCATTAGACTATCTATTGTGATGGTGGATTTATCACAAATGGGACCCGCCGCCGACAGAGGTGT

1766.1 AGCATCGAAATATTCGCCTTTTTCGTCCATTAGACTATCTATTGTGATGGTGGATTTATCACAAATGGGACCCGCCGCCGACAGAGGTGT

280 290 300 310 320 330 340 350 360
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 GATGTTAGGCCAGGACTTTGAAAATTTGCGCAACTATCGTATAGTGGCCGACAAATTGACGCCGAGTTGACAGACTGCCTAGCATTTGAG

1861.1 GATGTTAGGCCAGGACTTTGAAAATTTGCGCAACTATCGTATAGTGGCCGACAAATTGACGCCGAGTTGACAGACTGCCTAGCATTTGAG

1766.1 GATGTTAGGCCAGGACTTTGAAAATTTGCGCAACTATCGTATAGTGGCCGACAAATTGACGCCGAGTTGACAGACTGCCTAGCATTTGAG

370 380 390 400 410 420 430 440 450
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 CGAATTATGTAAGGTAATGGGCTACACTGAATTGGTAGCTCAAACTGTCAGTATTTATGTATATGAGTGTATATTTTCGCATAATCTCAG

1861.1 TGAATTATGTAAGGTAATGGGCTACACTGAATTGGTAGCTCAAACTGTCAGTATTTATGTATATGAGTGTATATTTTCGCATAATCTCAG

1766.1 TGAATTATGTAAGGTAATGGGCTACACTGAATTGGTAGCTCAAACTGTCAGTATTTATGTATATGAGTGTATATTTTCGCATAATCTCAG

460 470 480 490 500 510 520 530 540
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 ACCAATCTGAAGATGAAATGGGTATCTGGGAATGGCGAAATCAAGGCATCGATCGTGAAGTTTCTCATCTAAGCCCCCATTTGGACGTGA

1861.1 ACCAATCTGAAGATGAAATGGGTATCTGGGAATGGCGAAATCAAGGCATCGATCGTGAAGTTCCTCATCTAAGCCCCCATTTGGACGTGA

1766.1 ACCAATCTGAAGATGAAATGGGTATCTGGGAATGGCGAAATCAAGGCATCGATCGTGAAGTTTCTCATCTAAGCCCCCATTTGGACGTGA

550 560 570 580 590 600 610 620 630
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 ATGTAGACACGTCGAAATAAAGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTATTGCTTTCGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTT

1861.1 ATGTAGACACGTCGAAATAAAGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTATTGCTTTCGCCTATGAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTT

1766.1 ATGTAGACACGTCGAAATAAAGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTATTGCTTTCGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTT

640 650 660 670 680 690 700 710 720
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 TATCAAAATGTACTTTCATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAATTACTCTTTCTTTCTCTC

1861.1 TATCAAAATGTACTTTCATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAATTACTCTTTCTTTTTCTC

1766.1 TATCAAAATGTACTTTCATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAATTACTCTTTCTTTTTCTC

730 740 750 760 770 780 790 800 810
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 CATCCATCTCTCCATCACTCTCAGCCACCTTACCTCCATCCATCTCATCATCTTGAGGCACCTCTTTGTCCTTCTCACTTTCAGCCACCC

1861.1 CATATTGACCATCATACTCATTGCTGATCCATGTAGATTTCCCGGACATGAAGCCATTTTCAAACACTGATAGTTTAAACCGAAGGCGGG

1766.1 CATATTGACCATCATACTCATTGCTGATCCATGTAGATTTCCCGGACATGAAGCCATTTACAATTGAATATATCCTGAACCTTTACTATT

820 830 840 850 860 870 880 890 900
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 CAATCTCACTTTCAGCCACCTCCTTATCACTGTCACATTGAACCACCTCTTTGTCTATCTCAGTCTATGCTACTCCACTATGAGTGGCTG

1861.1 AAACGACAATCTGATCCCCGGGTACCCTGTCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTCGCGAAGGATAGTGGGA

1766.1 GATTAAAAAATGATAGGTAGCACGACTCGGCTTGATGTTTTCTCTCTCCATTAGCAACAAAACATCACTTATCTTCTTTCTATCATGCAT

910 920 930 940 950 960 970 980 990
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 CA----------------------------------------------------------------------------------------

1861.1 TTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGAT------------------------------------------------------------

1766.1 ACTGTAGAGGAGAAGCAGCTGGTTGCAAGCAAACACACTTGTTGGAAATTTTAGCTCTTTCATTTTGTTGAAAATGTCTTCAGCTTTATT

1000 1010 1020
....|....|....|....|....|....|....|

1861.4 ---------------                    

1861.1 ----------------                   

1766.1 TACATGATGCTTAAGTACACAATTTGCCAGCAGGT
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eines weiteren Amplifikats aus der TAIL-PCR, in der Abbildung 22 mit 1861.4 bezeichnet, 

weist auf eine zusätzliche Integration in dem Gen at3g15600 hin. Dieses Gen befindet sich 

auf dem Chromosom 3 in entgegengesetzter Orientierung mit 1773 bp (gerechnet als 

Abstand zwischen beiden Startcodons) Abstand in direkter Nähe des dweorg1 Gens. Der 

genaue Insertionsort der T-DNA konnte ermittelt werden und liegt zwischen dem Nukleotid 

5281076 und 5281077 im dritten Exon des Gens at3g15600. Hierbei handelt es sich 

außerdem im Gegensatz zur Insertion im dweorg1 Gen um eine präzise Insertion. Es wurde 

allerdings gezeigt, dass die T-DNA unvollständig in das Genom integriert wurde. Im 

Vergleich zu der Sequenz 1766.1 die das Ergebnis für die Insertion im dweorg1 Gen 

repräsentiert, ist der Abschnitt der T-DNA Sequenz, die in das Gen at3g15600 inseriert ist um 

72 bp verkürzt. Ebenfalls um 17 bp verkürzt liegt eine weitere T-DNA im Genom vor. Die 

Analyse des Sequenzierungsergebnisses weist hier auf eine Sequenz des Ti-Plasmids pAC161 

selbst hin, welche sich unmittelbar an die T-DNA flankierende Sequenz anschließt. Hierbei 

handelt es mit großer Wahrscheinlichkeit um eine unvollständige T-DNA Kopie, die an eine 

vollständige T-DNA Insertion angrenzt. Derartiges Auftreten von Teilbereichen des Ti-

Plasmids angrenzend an den T-DNA Borderbereich wurde bereits mehrfach beschrieben 

(Herman et al. 1990; Gheysen et al. 1991; Mayerhofer et al. 1991).   

Zusammenfassend konnten mittels TAIL-PCR T-DNA Insertionen und deren genaue Position 

für die beiden Gene dweorg1 und at3g15600 bestimmt werden. Um einen möglichen Einfluss 

der T-DNA Insertion im Gen at3g15600 auf die Untersuchungen der dweorg1 Mutante zu 

untersuchen, wurde im weiteren Verlauf die Transkription dieses Gens untersucht. 

 

3.5.2.1 Eine weitere T-DNA Insertion im Pseudogen at3g15600 ist ohne 

Auswirkung 

Das bisher nicht charakterisierte Gen at3g15600 ist in der Datenbank des NCBI als 

Pseudogen annotiert. Bei Pseudogenen handelt es sich um nicht oder nicht mehr funktionelle 

Kopien von bereits bestehenden Genen (Lynch und Conery 2000; Prince und Pickett 2002). 

Das Pseudogen at3g15600 ist 1986 bp lang und befindet sich upstream in unmittelbarer 

Nähe des dweorg1 Gens auf dem Chromosom 3 in forward-Orientierung. Aufgrund des 

Aufbaus mit einer Exon-/Intron-Struktur ist davon auszugehen, dass es sich um ein nicht-

prozessiertes Pseudogen handelt, welches im Gegensatz zu prozessierten Pseudogenen nicht 

durch Retrotransposition, sondern durch DNA-Duplikation entstanden ist (Vanin 1985; 

Ohshima et al. 2003). Per Definition sind Pseudogene nicht funktionell und werden demnach 

nicht transkribiert. Ist dies auch für das Gen at3g15600 der Fall, so wäre die zusätzliche 

T-DNA Insertion in Genom der dweorg1 Mutante ohne Auswirkung. Da allerdings etwa 20 % 



Ergebnisse 

 

 

70 

der als Pseudogene annotierten Gene in A. thaliana expremiert werden (Yamada et al. 2003), 

wurde die Transkription des Gens mittels RT-PCR überprüft. Hierfür wurden Oligonukleotide 

eingesetzt, die theoretisch eine Amplifikation eines 189 bp langen Fragments ermöglichen, 

sofern das Transkript vorhanden ist. Da außerdem komplementäre sense und antisense 

Expression von RNA von als Pseudogenen annotierten Gene in vielen Fällen, und auch für 

A. thaliana beobachtet wurde (Yamada et al. 2003), wurden außerdem zwei 

Oligonukleotidpaare in unabhängigen Reaktionen verwendet, die in der Lage sind, sowohl an 

mit der sense, als auch mit der antisense RNA des Gens zu hybridisieren. Das Ergebnis der 

RT-PCR nach erfolgter Gelelektrophorese ist in der Abbildung 23 gezeigt. 

 

 
Abbildung 23: Analyse der Transkription des als Pseudogens annotierten Gens at3g15600 in 
Wildtyppflanzen und dweorg1-Mutante mittels RT-PCR. In der RT-PCR wurden Oligonukleotide eingesetzt, 
die in der Lage sind, ein 189 bp großes Fragment (at3g15600 PLUS bzw. at3g15600 MINUS) zu amplifizieren. Der 
Nachweis der Integrität der RNA wurde durch erfolgreiche Amplifikation eines Abschnitts des ubq11 Gens 
erbracht. Als Negativkontrolle wurde H2O als Matrize in die RT-PCR eingesetzt, als Positivkontrolle wurde als 
Matrize genomische DNA des Wildtyps Col-0 verwendet. 

 

 

Wie in Abbildung 23 zu sehen, wurde unter Verwendung der Oligonukleotide für das Gen 

at3g15600 weder sense, noch antisense Transkript in keiner der Reaktionen nachgewiesen. 

Als Matrize wurde jeweils RNA der dweorg1 Mutante und des Wildtyps Col-0 verwendet. Als 

Positivkontrolle wurde genomische DNA des Wildtyps in die RT-PCR eingesetzt. Da in diesen 

Reaktionen für die erfolgreiche Amplifikation kein Transkript notwendig ist, wurde somit die 

Funktionalität der Oligonukleotide nachgewiesen. Durch die erfolgreiche Amplifikation eines 

145 bp langen Fragments des housekeeping Gens ubq11 wurde außerdem die Integrität der 

RNA belegt. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass das als Pseudogen 

annotierte Gen at3g15600 in der Pflanze tatsächlich nicht transkribiert wird und somit die 

zusätzliche T-DNA Insertion in diesem Gen keine Auswirkungen hat. 

 

 

 

200 -

150 -

100 -

bp Marker       

at3g15600 (PLUS)                 at3g15600 (MINUS)                             ubq11
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3.5.2.2 Das Einbringen des dweorg1 Wildtypgens in die dweorg1 Mutante führt 

zur Wiederherstellung des Wildtyp-Phänotyps 

Um eindeutig zu bestätigen, dass der Phänotyp der dweorg1 Mutante auf die T-DNA 

Insertion im dweorg1 Gen zurückzuführen ist, wurde analysiert, ob sich durch das Einbringen 

der kodierenden Sequenz in die dweorg1 T-DNA Insertionslinie der Mutantenphänotyp 

komplementieren lässt. Hierfür wurde mit Hilfe der GATEWAYTM Technologie ein 

Komplementationsvektor auf der Basis des Pflanzentransformationsvektors pB2GW7 erstellt, 

der das dweorg1 Gen unter der Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors des Blumenkohl-

Mosaik-Virus‘ (CaMV), sowie weitere für die Funktionalität essentielle Bereiche enthält 

(Abbildung 24 A). Dieser wurde durch Agrobakterien vermittelte Transformation in die 

dweorg1 Mutanten eingebracht und Pflanzen der Nachfolgegeneration über die vom Vektor 

pAB714 vermittelte Bialaphos-Resistenz auf Erde selektiert. Keimlinge, die nach 

mehrmaligem Besprühen mit dem bialaphoshaltigem Herbizid BASTATM noch lebensfähig 

waren, wurden auf frische Erde umgesetzt und mittels PCR und RT-PCR auf erfolgreiche 

Transformation getestet. Die Ergebnisse dieser Analysen für zwei putative Transformanden T1 

und T2 sind in der Abbildung 24 B und C gezeigt. 

 

A B 

 

 

C 

 

Abbildung 24: Nachweis der erfolgreichen Herstellung von dweorg1 Komplementationstransformanden 
mit eingebrachtem dweorg1 Wildtypgen. (A) Für die Komplementation erstellter Komplementationsvektor 
pAB714. Farbig hervorgehobene Abschnitte repräsentieren die Resistenzgene (blau) Sm/SpR (Streptomycin-
Spektinomycin) und BaR (Bialaphos), Promotor- und Terminatorbereiche (hell- bzw. dunkelgrün), GATEWAYTM 
attachement sites (attB1/2, violett), left und right border Regionen LB und RB (grau), sowie das eingebrachte 
dweorg1 Wildtypgen (orange). (B) Nachweis der erfolgreichen Transformation des Vektors pAB714 in die dweorg1 
Mutanten. Nachgewiesen wurde das dweorg1 Gen, sowie das Sm/Sp Resistenzgen, welches außerhalb der T-DNA 
lokalisiert ist. Getestet wurden zwei Transformanden T1 und T2 nach erfolgter BASTATM Selektion, sowie der 
Wildtyp Col-0. Als Positivkontrolle dienten für den Sm/SpR-Nachweis der Ausgangsvektor pB2GW7 bzw. das 
Plasmid pAB714 für den Nachweis des dweorg1 Gens. (C) Nachweis der Transkription des eingebrachten dweorg1 
Gens in den Transformanden T1 und T2 mittels RT-PCR. Zum Vergleich wurde auch die dweorg1 Mutante (TD) 
getestet, sowie der Wildtyp Col-0. Die Integrität der RNA wurde durch die erfolgreiche Amplifikation eines 145 bp 
langen Fragments des housekeeping-Gens ubq11 bestätigt. 
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Zur Bestätigung der erfolgreichen Transformation wurden zwei PCR Analysen durchgeführt, 

bei denen sowohl das dweorg1 Gen als auch das Sm/Sp Resistenzgen nachgewiesen wurde. 

Das 145 bp große Amplifikat des dweorg1 Gens wurde so in beiden untersuchten putativen 

Transformanden T1 und T2, sowie im Wildtyp Col-0 nachgewiesen. Da das dweorg1 Gen in 

der ursprünglichen T-DNA Insertionslinie nicht nachweisbar war (3.3, Abbildung 14), ist 

davon auszugehen, dass die Transformation des Gens in diese Pflanzen erfolgreich war und 

das dweorg1 Gen, welches sich innerhalb der T-DNA, die bei der Transformation in das 

Genom der dweorg1 Mutante integriert wird, als Expressionskassette eingebracht wurde. Um 

auszuschließen, dass die Amplifikation des dweorg1 Fragments auf agrobakterielle 

Kontamination mit Plasmid-DNA zurückzuführen ist, wurden in einer weiteren PCR Analyse 

Oligonukleotide eingesetzt, die in der Lage sind, ein 278 bp langes Fragment des Sm/Sp 

Resistenzgens zu amplifizieren. Da dieses Gen in dem Komplementationsvektor außerhalb 

der T-DNA lokalisiert ist und somit nach erfolgter Transformation nicht in das Genom 

integriert wird, handelt es sich nur dann um gesicherte Transformanden, wenn es in dieser 

Reaktion zu keiner Amplifikation kommt. Wie in der Abbildung 24 B gezeigt, wurde dieses 

Fragment auch in beiden getesteten Transformanden T1 und T2 nicht amplifiziert. Auch im 

Wildtyp Col-0 wurde erwartungsgemäß kein Amplifikat detektiert, da dieses Gen 

natürlicherweise nicht im Genom vorhanden ist. In der Positivkontrolle, unter Verwendung 

des Basistransfomationsvektors pB2GW7 als Matrize, wurde erfolgreich das entsprechende 

Genfragment amplifiziert. Somit wurde davon ausgegangen, dass es sich bei den 

Transformanden T1 und T2 um Pflanzen handelt, die erfolgreich mit dem die dweorg1 

Expressionskassette tragenden Vektor pAB714 transformiert wurden. Um die Transkription 

des Gens zu bestätigen, wurde in einer RT-PCR ein 145 bp langes Fragment des dweorg1 

Transkripts nachgewiesen (Abbildung 24 C). Auch diese Analyse bestätigte die erfolgreiche 

Transformation und die Transkriptionsfähigkeit des dweorg1 Wildtypgens in den 

Transformanden T1 und T2. Auch im Wildtyp Col-0 wird das Gen erwartungsgemäß 

transkribiert, während in der dweorg1 T-DNA Insertionslinie kein Transkript detektierbar war. 

Die Integrität der RNA wurde in allen Fällen durch die erfolgreiche Amplifikation eines 

145 bp langen Fragments des housekeeping-Gens ubq11 bestätigt.  

Für die Phänotypanalyse der Komplementationsmutante wurden Samen der positiv 

getesteten Transformande T1 ausgesät und die Pflanzen nach drei Wochen hinsichtlich ihres 

Wachstums analysiert. Parallel dazu wurden Samen des Wildtyps Col-0 und der dweorg1 

Mutante ausgesät und die Pflanzen unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Die Abbildung 

25 zeigt beispielhaft je eine Pflanze der unterschiedlichen Genotypen im Vergleich.  
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Abbildung 25: Phänotyp drei Wochen alter Pflanzen des Wildtyps Col-0, der dweorg1 Komplementations-
mutante (dweorg1 + DWEORG1) und der dweorg1 Mutante. Alle Pflanzen wurden unter gleichen 
Bedingungen kultiviert.  

 

Wie in der Abbildung 25 zu sehen, wurde durch das Einbringen des dweorg1 Wildtypgens in 

die dweorg1 Mutante der Phänotyp des Wildtyps vollständig wiederhergestellt. Während die 

Pflanzen der dweorg1 Mutante, wie bereits gezeigt (Abbildung 17 B und C), ein deutlich 

verringertes Wachstum zeigten, entwickelten sich die Komplementationsmutanten im 

gleichen Maße wie der Wildtyp und zeigten nach drei Wochen Anzucht eine gleichartige 

Morphologie. Dies bestätigt zum Einen die Funktionalität des eingebrachten dweorg1 Gens 

und zum Anderen, dass der Phänotyp der dweorg1 Mutante bedingt ist durch die T-DNA im 

entsprechenden Gen und das Fehlen des Proteins DWEORG1. 

 

3.6 Mitochondriale Transkripte werden in dweorg1 Mutanten vollständig ediert 

Das PPR-Protein DWEORG1 wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit mit einer auf der 

Interaktion Streptavidin-beschichteter Magnetpartikel mit Biotin-markierter RNA bzw. RNA-

Protein-Komplexen basierenden Methode isoliert und identifiziert (Bolle 2008). Als Köder-

RNA wurde in diesen Untersuchungen ein 40 Nukleotid langes cox2 Fragment verwendet, 

welches die Edierungsstelle +476 sowie 31 Nukleotide downstream und acht Nukleotide 

upstream dieser Edierungsstelle enthält. Die Bindung von DWEORG1 an die cox2 Sequenz 

legt daher nahe, dass dieses PPR-Protein in den Prozess der RNA-Edierung involviert ist. Um 

diese Hypothese zu überprüfen, wurden RT-PCR Analysen durchgeführt. Hierfür wurde RNA 

der dweorg1 Mutante und des Wildtyps Col-0 isoliert, diese einer DNaseI Behandlung 

unterzogen und der Erfolge der vollständigen Hydrolyse der DNA durch eine PCR bestätigt 

(Daten nicht gezeigt). Die DNA-freie RNA wurde dann mit Oligonukleotiden, die das gesamte 

cox2 Transkript amplifizieren in die RT-PCR eingesetzt, die korrekte Amplifizierung 

gelelektrophoretisch kontrolliert, das Amplifikat sequenziert und die Sequenz hinsichtlich der 

korrekten Edierung analysiert.  

dweorg1 + 
DWEORG1

WT Col-0 dweorg1
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Exemplarisch ist in Abbildung 26 das Ergebnis für 

die Edierungspositionen +476 dargestellt. Die 

Edierung an dieser Position führt dazu, dass im 

Wildtyp Col-0 anstelle des Cytosins in der Sequenz 

der genomischen DNA nun Thymin an dieser Stelle 

der cDNA vorliegt. Bei einer beeinträchtigten 

Edierungsmaschinerie in den dweorg1 Mutanten 

wäre zu erwarten gewesen, dass eine Edierung an 

dieser Position nicht oder nur unvollständig 

ablaufen kann, was im Elektropherogramm zu einem 

veränderter Peak an der entsprechenden Position 

führen würde. Die Edierung an der Position +476 

des cox2 Transkripts ist allerdings nicht beeinflusst. 

Da eine Vielzahl von PPR-Proteinen, die an der 

Edierung beteiligt sind, mehrere Transkripte 

erkennen (Hammani et al. 2009; Okuda et al. 2009; Hammani et al. 2011a; Okuda und 

Shikanai 2012), ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass auch das Proteine DWEORG1 dazu in 

der Lage ist und in deren Edierung involviert ist. Daher wurden neben dem cox2-Transkript 

insgesamt 18 weitere Transkripte mit bekannten Edierungspositionen und mitochondrialer 

Codierung mittels RT-PCR Analyse analysiert. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 11 

zusammengefasst. Für keine der 191 ebenfalls untersuchten Edierungspositionen konnte eine 

Beeinträchtigung der Edierung festgestellt werden. 

 
 Abbildung 26: Elektropherogramme 

der Sequenzanalyse der Edierung der 
Position +476 des cox2 Transkripts 
von Wildtyp Col-0 und dweorg1 
Mutante. 

 

Col-0

+476

dweorg1  

C A  A T C A C     gDNA
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Tabelle 11: Zusammenfassung der Sequenzanalysen der Transkripte von 19 mitochondrial codierten 
Genen hinsichtlich der Edierung in dweorg1 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Col-0.  

 

 

Das mitochondriale Genom von Arabidopsis codiert für insgesamt 58 identifizierte Gene 

(Marienfeld et al. 1999). Ihre Transkripte weisen 441 Edierungspositionen auf, weitere 15 

Edierungspositionen liegen in nicht codierenden Bereichen (Giegé und Brennicke 1999). 

Mittels RT-PCR Analysen wurde somit nur ein kleiner Teil der Edierungspositionen erfasst. Um 

möglichst alle Positionen der dweorg1 RNA auf ihren Edierungsstatus hin zu untersuchen, 

wurden von M. Takenaka an der Universität Ulm SNaPshot-Analysen durchgeführt (Takenaka 

und Brennicke 2007; Takenaka 2011). Diese, auch „multiplex single base extension typing“ 

genannte Methode beruht auf der Methode zur Identifizierung von SNPs (single nucleotide 

polymorphism) und erlaubt die gleichzeitige Analyse einer Vielzahl von RNA Edierungsstellen 

im Genom. Hierbei wird cDNA in einer SNaPshot-Reaktion zusammen mit Oligonukleotiden 

gestaffelter Länge eingesetzt, die für jede Edierungsstelle spezifisch sind. Durch den Einbau 

von unterschiedlich fluoreszenzmarkierten ddNTP’s, der  abhängig von dem Edierungsstatus 

der RNA in der SNaPshot-Reaktion erfolgt, kann mit Hilfe der Messung der relativen 

Fluoreszenz auf das Nukleotid in der Sequenz und somit auf eine korrekte oder fehlerhafte 

Edierung geschlossen werden. Diese Analyse wurde für die dweorg1 Mutante und den 

Wildtyp Col-0 durchgeführt. Die Abbildung 27 zeigt beispielhaft für 20 Edierungspositionen 

die Elektropherogramme für den Wildtyp Col-0 und die dweorg1 Mutante.  

 

im Amplifikat im Gen ediert nicht ediert Summe
Gen

Größe des 

Amplifikats (bp)

Anzahl Edierungen Edierungsstatus in dweorg1  Pflanzen

atp1 436 4 5 4 0 4

atp4 681 8 8 9 0 9

0 10

atp9 272 3 4 3 0

36 39 0 0

3

ccb203 493 12 12 10

0

ccb256 591 25 28 0 0 0

ccb206 601

ccb382
480 11

22
5 0 5

578 9 5 0 5

ccb452
832 10

16
0 0

6 7 6 0

0

651 6 1 0 1

6

cox2 780 12 15 12 0 12

cob 800

cox3 463 7 8 6 0 6

matR
412 4

9
1 0 1

348 5 6 0 6

nad1
384 5

24
4 0 4

581 17 16

nad2
745 17

32
12 0 12

11 0

16 0

11

nad3 360 8 12 7 0 7

714 14

nad4

441 6

32

419 6

6 0 6

475 15 14 0 14

7

nad5 666 16 27 17 0 17

23 24 27 0

7 0

27

rpl5 490 5 10 3 0 3

orfx 764
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Abbildung 27: Ausschnitt eines Elektropherogramms der SNaPshot-Analyse für 20 Edierungspositionen in 
den Transkripten der Gene rps3, nad4, rps3 und cox2 in Wildtyppflanzen und der dweorg1 Mutante. Die 
Edierungspositionen und die Gene sind an den entsprechenden Peaks angegeben. Die Farbe des Peaks entspricht 
dem an dieser Position befindlichen Nukleotids (schwarz=C, blau=G, rot=T, grün=A). 

 

 

Analog zur Edierungsanalyse mittels RT-PCR lässt sich der Edierungsstatus eines Nukleotids 

auch bei der SNaPshot-Analyse durch den Vergleich der Peaks in den Elektropherogrammen 

bestimmen. Bei einer unvollständigen oder nicht erfolgten Edierung in einem Transkript der 

dweorg1 Mutante wäre ein zusätzlicher oder aber ein alleiniger Peak entsprechend des nicht 

edierten Nukleotids zu erwarten. Die Abbildung 27 zeigt insgesamt 20 Edierungspositionen 

der Transkripte der mitochondrialen Gene rps3, nad4, rps3 und cox2 im Wildtyp und der 

dweorg1 Mutante. Beide Elektropherogramme stimmen überein, somit werden die 

Transkripte der dweorg1 Mutante korrekt ediert.  

Insgesamt wurden durch die SNaPshot-Analysen 408 Edierungspositionen in 36 Genen 

erfasst (Daten nicht gezeigt). Auch hier konnte kein Effekt auf die Edierung in dweorg1 

Mutanten festgestellt werden. Somit ist davon auszugehen, dass das Protein DWEORG1 nicht 

in den Prozess der RNA-Edierung involviert ist. 
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3.7 Die Transkription des cox2 Gens ist in dweorg1 Mutanten nicht beeinflusst 

Aufgrund der Bindung des DWEORG1-Proteins an die cox2-RNA könnte das Protein eine 

Rolle bei dem Prozess der Transkription spielen. Eine derartige Funktion in der RNA-

Stabilisierung und der Aktivierung der Translation wurde bereits für diverse PPR-Proteine 

beschrieben (Stern et al. 2010). Um zu untersuchen, ob das Proteine DWEORG1 ebenfalls in 

diese Vorgänge involviert ist, wurden qRT-PCR Analysen durchgeführt. Die Ergebnisse sind in 

der Abbildung 28 gezeigt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 28: Transkription des cox2 Gens im Wildtyp Col-0 und dweorg1 Mutanten. Auswertung der 
Ergebnisse von drei unabhängigen qRT-PCR Analysen zur Untersuchung der cox2-Transkriptmenge in drei 
dweorg1-Proben. Die Transkription von cox2 im Wildtyp Col-0 wurde gleich eins gesetzt und die Werte für die 
dweorg1-Proben auf diesen Wert normiert. Mögliche Variationen der Ausgangsmenge an Matrize wurden über 
einen Abgleich mit den Werten für die Transkription der housekeeping Gene ubq11 und gapdh ausgeglichen. 

 

 

Die Analysen der cox2 Transkripte zeigt, dass die Transkription des cox2 Gens in dweorg1 

Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Col-0 unverändert ist. Eine quantitative Analyse der 

Transkription wurde mittels qRT-PCR erbracht. In Relation zum Wildtyp ist die Transkription 

des cox2 Gens um weniger als das 0,1 fache in dweorg1 Mutanten verändert und damit 

weder positiv noch negativ beeinflusst. Ein Einfluss des DWEORG1 Proteins auf Stabilisierung 

des Transkripts und Aktivierung der Transkription scheint daher nicht zu bestehen. 

  

 

3.8 Einfluss auf das mitochondriale Proteom der dweorg1 Mutante 

Neben diversen Vorgängen der RNA-Prozessierung, ist auch die Translation von Genen ein 

Vorgang, in denen eine Vielzahl von PPR-Proteinen involviert ist (Schmitz-Linneweber und 

Small 2008). Um den Einfluss von DWEORG1 auf das mitochondriale Proteom zu 

untersuchen, wurde die Expression dieser Gene mittels Western Blot Analysen und Blue-

Native-PAGE untersucht.  

 



Ergebnisse 

 

 

78 

3.8.1 Das Protein DWEORG1 ist involviert in die Translation von cox2 

Aufgrund der limitierten Verfügbarkeit von Antikörpern beschränkten sich die Western Blot 

Analysen auf die Cytochrom-C-Oxidase (zweite Untereinheit, COX2), die 

Adenosintriphosphatsynthase (dritte und neunte Untereinheit, ATPB und ATP9) und die 

NADH-Dehydrogenase (neunte Untereinheit, NAD9). Alle drei Proteine sind in den 

Mitochondrien unmittelbar an der Elektronentransportphosphorylierung und der 

Substratphosphorylierung in der Atmungskette beteiligt. Für die Western Blot Analysen 

wurden entweder Membranproteine aus dem Wildtyp und der dweorg1 Mutante verwendet 

oder aber Proteine aus Mitochondrien, isoliert aus hydroponisch gewachsenen 

Wurzelkulturen der entsprechenden Pflanzen. Die zweitgenannte Methode war notwendig, 

da bei Verwendung der Gesamtmembranproteine das Detektionslevel für den ATP9 und 

NAD9 Antikörper möglicherweise unterschritten wurde. Die Ergebnisse der Western Blot 

Analysen sind in Abbildung 29 gezeigt. 
 

 

 

A 

 

 

 

B 

 

 

 

C 

 

 

 

D 

 
Abbildung 29: Western Blot Analyse mitochondrialer Proteine im Wildtyp Col-0 und dweorg1 Mutanten. 
Für die Analysen wurden Gesamtmembranproteine (A und B) bzw. Proteine isolierter Mitochondrien aus 
hydroponischen Wurzelkulturen (C und D) mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran transferiert 
und Western Blot Analysen unter Verwendung spezifischer Antikörper durchgeführt: (A) COX2 Antikörper (B) ATPB 
Antikörper (C) NAD9 Antikörper (D) ATP9 Antikörper. Die Ladekontrolle ist um jeweiligen unteren Abschnitt 
gezeigt. 

 



Ergebnisse 

 

 

79 

Die Expression der mitochondrialen Proteine ATPB, NAD9 und ATP9 ist verglichen zum 

Wildtyp Col-0 in der dweorg1 Mutante nicht beeinflusst. Die Stärke des Signals auf dem 

Röntgenfilm nach der Chemilumineszenzreaktion ist bei diesen drei Proteinen vergleichbar. 

Als Kontrolle der äquivalenten Proteinmengen auf der Membran diente der Vergleich mit 

dem Protein LHCB1 (light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein) bzw. ATPB. Ein deutlich 

schwächeres Signal verglichen mit dem Wildtyp konnte allerdings für den Nachweis von 

COX2 beobachtet werden (Abbildung 29 A). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass in den 

dweorg1 Mutanten die Translation dieser Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase erheblich 

beeinträchtigt ist und nur eine geringfügige Menge des Proteins in den Mitochondrien 

vorhanden ist.  

Um zu untersuchen, ob analog zum Wachstumsverhalten der dweorg1 

Komplementationsmutanten auch die Reduktion von COX2 durch das Wiedereinbringen des 

Wildtypgens dweorg1 komplementiert werden kann, wurden Western Blot Analysen auch für 

die beiden Transformanden T1 und T2 durchgeführt, die nachweislich das dweorg1 Gen 

transkribieren (siehe 3.5.2.2). Das Ergebnis ist in Abbildung 30 gezeigt. In den beiden 

Transformanden T1 und T2 wurde durch das Einbringen des dweorg1 Wildtypgens 

erfolgreich die reduzierte Translation der cox2 mRNA komplementiert. Nach Durchführung 

der Western Blot Analysen und nach der Chemilumineszenzreaktion zeigen beide 

Transformanden im Vergleich zum Wildtyp Col-0 eine vergleichbare Signalstärke auf dem 

Röntgenfilm. Dies bestätigt, dass die Reduktion von COX2 auf das Fehlen des DWEORG1 

Proteins zurückzuführen ist.  

 

 
Abbildung 30: Western Blot Analyse zum Nachweis des COX2 Proteins in zwei Komplementations-
mutanten T1 und T2 und im Wildtyp Col-0. Für die Analysen wurden Gesamtmembranproteine mittels SDS-
PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulosemembran transferiert und Western Blot Analysen unter Verwendung eines 
spezifischen COX2 Antikörpers durchgeführt. Die Ladekontrolle ist im unteren Abschnitt der Abbildung gezeigt. 
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3.8.2 Der Komplex IV in Mitochondrien von dweorg1 Pflanzen ist in seiner Aktivität 

beeinträchtigt 

Mittels Western Blot Analysen wurde gezeigt, dass die Menge an COX2 Protein in dweorg1 

Pflanzen stark vermindert ist (3.8.1). COX2 ist Teil des Komplex IV, zu dem in Arabidopsis 

weitere 13 Untereinheiten, COX1, COX3, COX5b, COX5c, COX6a, COX6b, COX6c und COX X1 

bis COX X6 gehören (Millar et al. 2004). Dieser Komplex IV, die Cytochrom-c-Oxidase, ist 

essentieller Bestandteil der mitochondrialen Atmungskette und maßgeblich an der oxidativen 

Phosphorylierung beteiligt. Um zu überprüfen, ob eine stark verringerte Menge einer dieser 

Untereinheiten, COX2, Einfluss auf die Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase hat, wurde die 

Aktivität des Komplexes in Mitochondrien von Wildtyppflanzen und dweorg1 Pflanzen 

spektrophotometrisch untersucht. Hintergrund dieser Methode ist die Tatsache, dass sich 

durch die Cytochrom-c-Oxidase-vermittelte Katalyse der Oxidation von Cytochrom-c die 

Extinktion bei 550 nm verändert, deren Veränderung Rückschlüsse auf die Aktivität der 

Cytochrom-c-Oxidase ermöglicht (Wharton und Tzagoloff 1967). Die Ergebnisse der 

Untersuchungen sind in der Abbildung 31 gezeigt. 

 

A    Col-0 WT B    dweorg1 C     Col-0 WT (10‘ 99°C) 

   

Abbildung 31: Darstellung der vom Redoxstatus der Cytochrom-c-Oxidase abhängigen Extinktions-
änderung von Cytochrom-c in isolierten Mitochondrien von Col-0 Wildtyppflanzen (A und C) und 
dweorg1 Pflanzen (B) nach Zugabe reduzierender und oxidierender Substanzen zur Messung der Komplex 
IV-Aktivität. Bestimmt wurde die Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase in Mitochondrien aus Col-0 Wildtyppflanzen 
und dweorg1 Pflanzen. Als Kontrolle wurden außerdem Mitochondrien aus Col-0 Wildtyppflanzen verwendet, die 
vor der Messung 10 min lang bei 99°C inkubiert wurden (C). Der Zeitpunkt der Zugabe von Ascorbat, der 
Mitochondrien und der Na3N-Lösung ist in den Diagrammen durch einen Pfeil gekennzeichnet. Nach jeder 
Zugabe wurde die Extinktion bei 550 nm 3 Minuten lang dokumentiert. Die Messungen wurden in dreifacher 
Wiederholung und gegen einen Leewert ohne Cytochrom-c durchgeführt.  
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Die Abbildung 31 zeigt das Ergebnis für die Untersuchungen von jeweils 100 µg 

Mitochondrien (10 µg mitochondriale Proteine) aus Wildtyppflanzen und dweorg1 Pflanzen. 

Als Kontrolle wurden Wildtypmitochondrien für 10 Minuten bei 99°C inkubiert, um die 

Cytochrom-c-Oxidase zu denaturieren und so ihre Fähigkeit zur Oxidation von Cytochrom-c 

zu eliminieren. Bei allen Proben wurde zunächst ein Nullabgleich durchgeführt, wobei der 

Leerwert bei jeder Messung anstelle von Cytochrom-c das gleiche Volumen destilliertes 

Wasser enthielt. Zum Zeitpunkt t0 ist die Extinktion unverändert. Die Zugabe von Ascorbat 

führte in allen Proben zu einem starken Anstieg der Extinktion von etwa 0,09 auf etwa 0,27. 

Da das Normpotential von Ascorbat/Dehydroascorbat mit +60 mV (Muallem und Hall 1982) 

unter dem von Cytochrom-cox/Cytochrom-cred mit +250 mV (Heineman und Kuwana 1973) 

liegt, führt die Zugabe von Ascorbat zu einer Reaktion, bei der unter Abspaltung von zwei 

Protonen, zwei Elektronen auf zwei oxidierte Cytochrom-c-Moleküle übertragen werden, 

welche somit reduziert werden. Die Reaktion stellt sich daher wie folgt dar:  

Ascorbat + 2 Cytochrom-cox → Dehydroascorbat + 2 Cytochrom cred + 2 H+ 

Die Zugabe von Mitochondrienextrakt aus Wildtyppflanzen führte dann zu einer Oxidation 

von Cytochrom-c, die sich in einem schnellen Abfall der Extinktion auf etwa 0,23 und einem 

im Verlauf von drei Minuten langsameren aber stetigen weiteren Absinken der Extinktion 

wiederspiegelt. Verursacht wurde dies durch die im Mitochondrienextrakt vorhandene 

Cytochrom-c-Oxidase, die das reduzierte Cytochrom-c wieder oxidiert, indem Elektronen an 

molekularen Sauerstoff übertragen werden. Die biphasische Kinetik der Cytochrom-c-

Oxidase mit einer schnellen initialen Katalyse und einer darauf folgenden langsameren 

Reaktionsphase (Thompson und Ferguson-Miller 1983; Suarez et al. 1984) steht mit diesem 

Verlauf in Einklang. Die Zugabe von Natriumazid (NaN3) führte wiederum zu einem Anstieg 

der Extinktion. Das Azid-Ion bindet irreversibel an die Sauerstoffbindestelle der Cytochrom-c-

Oxidase, so dass eine weitere Oxidation von Cytochrom-c nicht mehr möglich ist und das 

Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite der Reduktion von Cytochrom-c liegt.  

Die Versuche unter Verwendung von Mitochondrien aus dweorg1 Pflanzen zeigten nach 

Ascorbatzugabe zunächst einen vergleichbaren Extinktionsverlauf. Nach Zugabe des dweorg1 

Mitochondrienextrakts kam es auch bei diesen Versuchen zwar zu einem initialen Abfallen 

der Extinktion, jedoch veränderte sich die Extinktion, wie im Falle des Wildtyps, im Laufe der 

folgenden drei Minuten nicht. Dieses Ergebnis erbrachten auch die Versuche mit den 

denaturierten Mitochondrien, bei denen ebenfalls nur ein initiales Abfallen der Extinktion 

ohne weitere Veränderung beobachtet wurde. Bei den Versuchen mit den denaturierten 

Mitochondrien wäre ein Abfallen der Extinktion, also eine Oxidation von Cytochrom-c nicht 

zu erwarten gewesen. Möglicherweise ist das initiale Abfallen der Extinktion nach Zugabe der 
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Mitochondrien nicht bedingt durch die biphasische Reaktion der Cytochrom-c-Oxidase und 

der damit verbundenen Oxidation des Cytochrom-c’s, sondern durch die Gegenwart einer 

Vielfalt weiterer Proteine und Moleküle, die die Absorption der Testansätze verfälschen. Dafür 

spricht auch die Tatsache, dass bei dem Versuch mit den aktiven Wildtyp-Mitochondrien die 

Extinktion nach Zugabe des Natriumazids lediglich wieder bis auf das Niveau ansteigt, 

welches nach dem initialen Absenken nach Zugabe der Mitochondrien erreicht wurde.  

Dieser Annahme folgend weisen die Ergebnisse der Versuche darauf hin, dass die Fähigkeit 

der Cytochrom-c-Oxidase zur Oxidation von Cytochrom-c in Mitochondrien von dweorg1-

Pflanzen beeinträchtigt ist. Während der Extinktionsverlauf und somit die Oxidation von 

Cytochrom-c beim Wildtyp nachweisbar ist, ist diese Reaktion bei Mitochondrien von 

dweorg1 Pflanzen ähnlich zu bewerten, wie die in den denaturierten Mitochondrien. 

 

3.8.3 Analyse des mitochondrialen Proteoms mittels BN- und BN/SDS-PAGE 

Zur Analyse des mitochondrialen Proteoms von Wildtyp- und dweorg1-Pflanzen wurden im 

Rahmen dieser Arbeit neben Western Blot Analysen auch das gelelektrophoretische 

Verfahren der eindimensionalen BN- sowie der zweidimensionalen BN/SDS-PAGE 

angewandt. Diese Methode, die ursprünglich zur Untersuchung des mitochondrialen 

OXPHOS Systems entwickelt wurde (Schagger und von Jagow 1991), bietet die Möglichkeit, 

auch membranständige, intakte Proteinkomplexe aufzutrennen. In Kombination mit einer 

Tricin-SDS-PAGE (Schagger und von Jagow 1987), während der die Komplexe dissoziieren, 

kann zudem ein Großteil der mitochondrial lokalisierten Proteine gleichzeitig 

gelelektrophoretisch abgebildet und analysiert werden. Vorbereitend für die BN-PAGE 

wurden die mitochondrialen Proteine des Wildtyps und der dweorg1 Mutante mit einem 

Detergens solubilisiert. Dieser Schritt ist notwendig, um Proteinkomplexe aus der Membran 

zu lösen. Die Wahl des Detergens‘ und seiner Konzentration wirkt sich stark auf das Ergebnis 

der BN-PAGE aus (Eubel et al. 2003; Eubel et al. 2005); Proteinkomplexe sollen aus der 

Membran solubilisiert werden, dürfen aber gleichzeitig nicht in ihre Untereinheiten 

dissoziieren. Analysiert wurden nach der Durchführung sowohl die mit Coomassie gefärbten 

Gelstreifen aus der BN-PAGE, als auch silbergefärbte Gele nach einer zweidimensionalen 

Auftrennung der mitochondrialen Proteine (siehe Abbildung 32).  
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Col-0 WT dweorg1  

 
Abbildung 32: Ein- und zweidimensionale Auftrennung mitochondrialer Proteine aus Arabidopsis 
Wildtyp- (Col-0 WT) und dweorg1 Pflanzen. Gezeigt sind repräsentative Gele aus BN- und BN/SDS-PAGE 
Analysen. Die anhand von Referenzgelen identifizierten Proteinkomplexe sind entsprechend ihrer Lokalisation in 
den Gelen angegeben. Die Laufrichtung der Gelelektrophoresen ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die 
verminderte Menge des Komplexes II in dweorg1-Pflanzen ist auf dem Streifen des BN-Gels durch einen Stern 
markiert. 

 

Die Identifikation der durch Spots und Banden repräsentierten Proteine und Proteinkomplexe 

erfolgte durch den Abgleich von Referenzgelen, die ebenfalls das mitochondriale Proteom 

von Arabidopsis abbilden (Jansch et al. 1996; Eubel et al. 2003; Giegé et al. 2003). Darüber 

hinaus wurde die online-Plattform „GelMap 2.0“ (Klodmann et al. 2011; Rode et al. 2011) 

genutzt, die weitreichende Möglichkeiten zur Proteinidentifikation bietet. Diverse Gele von 

BN/SDS-PAGEs stehen dort zur Verfügung, deren Proteinspots den jeweiligen Proteinen 

zugeordnet sind und die per Mausklick auf dem virtuellen Gel einzeln angewählt werden 

können. Auch die Anzeige gewünschter Proteine oder Komplexe ist möglich. Für das 

mitochondriale Proteom aus Arabidopsis wurden auf dieser Plattform 471 Proteine aus 

BN/SDS-PAGEs mittels Massenspektrometrie identifiziert, von denen einige den insgesamt 35 

verschiedenen Proteinkomplexen angehören (Klodmann et al. 2011). Somit stellte diese 

Plattform ein hilfreiches Werkzeug zur Identifikation von Proteinen und Proteinkomplexen 

des im Rahmen dieser Arbeit analysierten mitochochondrialen Proteoms dar.  

Ein Großteil des mitochondrialen Proteoms besteht aus Proteinen, die gemeinsam die fünf 

Komplexe der mitochondrialen Atmungskette bilden (Komplex I bis V). Von diesen 

Komplexen konnten mittels eindimensionaler BN-PAGE sowohl in Wildtyp- als auch in 

dweorg1-Pflanzen der Komplex I, II, III und V identifiziert werden. Sie bilden auf dem 

Gelstreifen deutliche Banden (Abbildung 32). Sie liegen z.T. in unterschiedlichen 

Superkomplexen vor (Eubel et al. 2003), weshalb sie mehrfach und in unterschiedlichen 
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Molekulargewichten auf dem Gelstreifen zu sehen sind. Der einzige Komplex, der in den BN-

PAGE-Analysen nicht identifiziert werden konnte, ist der Komplex IV, die Cytochrom-c-

Oxidase. Dieser Komplex wurde in diversen BN/SDS-PAGE-Studien bereits identifiziert (Eubel 

et al. 2003; Giegé et al. 2003; Klodmann et al. 2011), jedoch wird angenommen, dass eine 

erfolgreiche Solubilisierung und gelelektrophoretische Auftrennung dieses Komplexes einen 

entscheidenden Einfluss darauf hat, ob dieser Komplex erfolgreich identifiziert werden kann 

(Eubel et al. 2003). Nachdem bereits gezeigt wurde, dass die zum Komplex IV gehörige 

Untereinheit COX2 in dweorg1 Pflanzen stark verringert ist und auch die Aktivität des 

gesamten Komplexes beeinträchtigt ist, wäre zu erwarten gewesen, dass auch weitere 

Untereinheiten möglicherweise in ihrer Menge reduziert sind. Für den Komplex IV lassen sich 

allerdings keine Aussagen treffen. Die BN-PAGE zeigt allerdings, dass der Komplex II, die 

Succinat Dehydrogenase, in dweorg1 Pflanzen in einer verminderten Menge vorkommt. Die 

Banden des Komplexes II sind schwächer ausgeprägt als im Gel des Wildtyps, was auf eine 

geringere Quantität der den Komplex bildenden Proteinuntereinheiten hinweist.  

Nach Auftrennung in der zweiten Dimension konnten über einen Referenzgelabgleich und 

mithilfe von GelMap 2.0 im mitochondrialen Proteom des Wildtyps insgesamt 65, im dem der 

dweorg1-Mutante 61 Proteinspots unterschieden werden. Von diesen konnten für den 

Wildtyp 45, für die dweorg1-Mutante 42 Proteinspots bestimmten Proteinen zugeordnet 

werden. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in der folgenden Tabelle 12 gezeigt. 

 

Tabelle 12: Zusammenfassung der anhand von Abgleichen mit Referenzgelen identifizierten Proteinspots 
der mittels BN/SDS-PAGE durchgeführten zweidimensionalen Auftrennung mitochondrialer Proteine von 
Wildtyp- und dweorg1-Mitochondrien.  

n.b. = Spot keinem Protein zuzuordnen (nicht bestimmbar) 

Anzahl identifizierter Spots 
Proteinkomplex Physiologische Funktion der Proteine 

Wildtyp Col-0 dweorg1 

4 6 Komplex I Oxidative Phosphoreylierung 

4 4 Komplex II Oxidative Phosphoreylierung 

5 5 Komplex III Oxidative Phosphoreylierung 

8 9 Komplex IV Oxidative Phosphoreylierung 

2 2 HSP60 Proteinfaltung 

5 5 diverse Pyruvatmetabolismus, Citratzyklus 

4 3 diverse Transport 

1 1 diverse Nukleinsäuremetabolismus 

5 3 diverse Aminosäuremetabolismus 

6 3 diverse Andere metabolische Prozesse 

1 1 diverse Nicht charakterisiert 

∑            45     42   

n.b.        20 19   
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Sowohl im Wildtyp als auch in dweorg1-Pflanzen sind über die Hälfte der identifizierten 

Proteine den Komplexen der oxidativen Phosphorylierung zuzuordnen. Darüber hinaus sind 

weitere, erfolgreich identifizierte Proteine den physiologischen Prozessen des 

Pyruvatmetabolismus‘ bzw. des Citratzyklus‘, dem Nuklein- und Aminosäuremetabolismus, 

dem Transport und der Proteinfaltung zuzuordnen. Das Hitzestressprotein 60 (HSP60) ist 

letzterem Prozess zuzuordnen und kann als Protein der mitochondrialen Matrix als guter 

Indikator für die Unversehrtheit der Mitochondrien dienen. Das HSP60 ist im mitochondrialen 

Proteom des Wildtyps und der dweorg1 Mutante sowohl nach erfolgter BN-PAGE, als auch 

nach BN/SDS-PAGE-Analysen deutlich als Bande bzw. Spot zu erkennen. Insgesamt wurden 

von den 45 bzw. 42 erfolgreich identifizierten Proteinen 37 übereinstimmend sowohl in 

Mitochondrien des Wildtyps als auch in Mitochondrien der dweorg1 Mutante identifiziert. 

Proteine, die nicht übereinstimmend identifiziert wurden, gehören verschiedenen 

Proteinkomplexen an und sind in verschiedene physiologische Prozesse involviert. Ein 

direkter Vergleich beider BN/SDS-Gele weist darüberhinaus keine signifikant erkennbaren 

Unterschiede bezüglich des Auftretens bestimmter Proteine auf, so dass davon auszugehen 

ist, dass keine mit dieser Methode detektierbaren Veränderungen des mitochondrialen 

Proteoms in seiner Gesamtheit in dweorg1-Pflanzen vorliegen. Leichte Veränderungen in der 

Quantität einzelner Proteine wurden allerdings aufgrund der Silberfärbung der hier 

präsentierte Gele nicht festgestellt. Im Vergleich zur Coomassie-Färbung ist die Sensitivität 

der Silberfärbung zwar um ein Vielfaches höher, weswegen sie auch in dieser Arbeit 

verwendet wurde, jedoch eignet sie sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirkung auf 

unterschiedlich aufgebaute Proteine und möglicher metachromatischer Effekte nur sehr 

bedingt für quantitative Analysen (Syrový und Hodný 1991; Smith 2002).  

 

3.9 Polysomengradientenanalyse 

Bisherige Analysen zeigten, dass in dweorg1 Mutanten die Menge an COX2 Proteine deutlich 

reduziert ist, was darauf hinweist, dass DWEORG1 maßgeblich an der Translation der cox2 

mRNA beteiligt ist. Gleichzeitig scheint die Transkription von cox2 in den dweorg1 Mutanten 

unverändert zu sein. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob in dweorg1 Mutanten der 

Translationsprozess gestört ist, oder ob es zwar zur Translation des Transkripts kommt, das 

Protein jedoch instabil ist. Eine Möglichkeit zur näheren Analyse des Translationsvorgangs ist 

die Polysomengradientenanalyse. Bei dieser Analyse wird der Translationskomplex aus zu 

translatierender mRNA und Ribosomen entsprechend ihrer Masse über einen 

kontinuierlichen Saccharose-Gradienten aufgetrennt. Je höher die Anzahl der Ribosomen, die 

die mRNA besetzen ist, desto höher ist die Translationseffizienz und desto stärker 
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sedimentiert die mRNA im Gradienten. Diese Methode ermöglicht somit eine Aussage über 

eine verstärkte oder verminderte Rekrutierung von Ribosomen an die mRNA und 

weiterführend über die Translation eines speziellen Transkripts.  

 

3.9.1 Organspezifisches Expressionsprofil von DWEORG1 und Etablierung einer 

Wurzelkultur 

Für die Isolierung und Fraktionierung von Polysomen sollten aufgereinigte Mitochondrien 

verwendet werden, da unter Verwendung von Gesamtpflanzenmaterial nachfolgende 

Analysen, wahrscheinlich aufgrund des verhältnismäßig geringen Anteils mitochondrialer 

Proteine, keine verwertbaren Ergebnisse brachten. Um die für eine Mitochondrienisolierung 

benötigte große Biomasse an Pflanzenmaterial zu erhalten, sollte eine möglichst 

zeiteffiziente und ertragreiche Methode zur Biomassenproduktion von Arabidopsis etabliert 

werden. Im Vorfeld durchgeführte qRT-PCR Analysen zur Transkription von dweorg1 in 

verschiedenen Organen von Arabidopsis Wildtyppflanzen (Abbildung 33) lieferten hierfür 

nützliche Informationen.  

 

 

 
Abbildung 33: Transkription des dweorg1 Gens in unterschiedlichen Organen von Arabidopsis 
Wildtyppflanzen. Die Abbildung zeigt die Auswertung der Ergebnisse von drei unabhängigen qRT-PCR 
Analysen. Die Transkription von dweorg1 im Blatt wurde gleich eins gesetzt und die Werte für die Transkription in 
den anderen Organen auf diesen Wert normiert. Mögliche Variationen der Ausgangsmenge an Matrize wurden 
über einen Abgleich mit den Werten für die Transkription der housekeeping Gene ubq11 und gapdh 
ausgeglichen. 
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Für die Durchführung der qRT-PCR Analysen wurde aus den Pflanzenorganen Blatt, 

Sprossachse, Blüte, Schote, Samen und Wurzel Gesamt-RNA isoliert und diese nach 

erfolgreicher Hydrolyse der DNA in einer definierten Menge in die qRT-PCR eingesetzt. Die 

nach Berechnung erhaltenen Werte für die einzelnen Blütenorgane wurden auf den Wert der 

Ergebnisse für das Blatt, welches gleich eins gesetzt wurde, normiert. Demzufolge 

entsprechen Werte <1 eine im Vergleich zum Blatt geringere Transkriptionsrate des dweorg1 

Gens, während Werte >1 auf eine erhöhte Transkription hinweisen. Wie in der Abbildung 33 

gezeigt, ist die Transkriptionsrate in den Wurzeln am höchsten und etwa um das zweifache 

im Vergleich zu der Transkription im Blatt gesteigert. Leicht erhöht ist die Transkription 

außerdem in der Blüte, während in der Sprossachse und der Schote nur unwesentlich 

geringerer Mengen des dweorg1 Transkripts nachgewiesen werden konnten. Eine im 

Vergleich stark erniedrigte Transkription des dweorg1 Gens scheint in den Samen 

vorzuliegen.  

Da für das DWEROG1 Protein kein Antikörper zur Verfügung steht, konnten keine 

Untersuchungen zur organspezifischen Proteinexpression, wie z.B. Western Blot Analysen 

durchgeführt werden. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass in Arabidopsis für die 

Mehrzahl an Proteinen eine deutliche Korrelation zwischen Transkription und Expression, 

bzw. zwischen Transkriptom und Proteom besteht (Baerenfaller et al. 2008; Baginsky et al. 

2010). Daher wurde davon ausgegangen, dass nicht nur, wie in Abbildung 33 gezeigt, die 

Menge an dweorg1 Transkript, sondern auch die des entsprechenden Proteins in den 

Wurzeln im Vergleich zu anderen Pflanzenorganen erhöht ist. Somit bietet eine 

hydroponische Wurzelkultur nicht nur den Vorteil, dass sie verhältnismäßig leicht zu 

etablieren ist und innerhalb kurzer Zeit eine große Biomasse liefert, sondern es ist zu 

erwarten, dass die Abwesenheit von DWEORG1 in dem Organ den stärksten Effekt hat, in 

dem die Transkription bzw. Expression unter Normalbedingungen im Wildtyp am stärksten 

ist. Die Abbildung 34 zeigt exemplarisch eine hydroponische Wurzelkultur und einen 

Saccharosedichtegradienten nach Auftrennung des Wurzelextrakts zur Anreicherung von 

Mitochondrien. 
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A 

 

B 

 

Abbildung 34: Hydroponische Wurzelkultur und über Saccharosedichtegradienten aufgetrenntes 
Wurzelmaterial zur Isolierung von Mitochondrien. (A) Hydroponische Wurzelkultur von Arabidopsis thaliana 
nach dreiwöchiger Kultivierung unter Lichtausschluss. Nach zwei Wochen wurde der Kultur das Phytohormon 
Indolessigsäure zugesetzt. (B) Auftrennung des zerkleinerten Wurzelextraktes aus (A) über einen 
diskontinuierlichen Saccharosedichtegradienten. Die Bande der angereicherten Mitochondrien ist mit einem Pfeil 
markiert. 

 

Die Kultivierung von hydroponischen Wurzelkulturen, ausgehend von etwa einer Woche 

alten sterilen Keimlingen oberflächensterilisierter Samen, ermöglichte eine effiziente 

Methode zum Erhalt großer Mengen an Pflanzenmaterial vom Wildtyp Col-0 und der 

dweorg1 Mutante. Nach einer sechs- bis achtwöchigen Kultivierung in 250 ml WKM (siehe 

2.2.5) betrug das Nassgewicht der Wurzelkultur etwa 20 g pro Erlenmeyerkolben. Vorteilhaft 

ist außerdem, dass die Wurzelkulturen ohne Einschränkung des Wachstums unter 

vollständigem Ausschluss von Licht kultiviert werden können, wodurch die Bildung von 

funktionsfähigen Chloroplasten in den noch verbliebenen Keimlingen unterdrückt wird. Mit 

Hilfe dieser Kultivierungsmethode konnten regelmäßig aus etwa 100 – 120 g Wurzelmasse 

100 – 140 mg Mitochondrien (entsprechen 10 – 14 mg mitochondrialer Proteine (Eubel et al. 

2004)) isoliert werden.  

 

3.9.2 In dweorg1 Mutanten ist die Polysomenassoziation des cox2 Transkripts 

beeinträchtigt 

Eine Vielzahl von PPR-Proteinen ist an der Translation beteiligt (Schmitz-Linneweber und 

Small 2008). Welche Rolle genau diese Proteine bei diesem komplexen Prozess spielen, ist 

allerdings weitestgehend ungeklärt. Für einige dieser PPR-Proteine wurde bereits gezeigt, 

dass diese mit Polysomen in den Mitochondrien assoziiert vorliegen (Uyttewaal et al. 2008; 

Hammani et al. 2011b), wobei noch ungeklärt ist, ob diese PPR-Proteine durch direkte 

Bindung an die Polysomen an der Translation beteiligt sind oder Teil eines RNA-

Reifungskomplexes sind, der mit den Polysomen interagiert. Da das Protein DWEORG1 über 

einen noch unbekannten Mechanismus an der Translation von cox2 beteiligt zu sein scheint, 

wurde daher zunächst überprüft, ob eine Assoziation des cox2 Transkripts mit den 
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Polysomen vorliegt und ob diese in dweorg1 Mutanten beeinflusst ist. Für die 

Polysomengradientenanalyse wurden Mitochondrien aus hydroponischen Wurzelkulturen des 

Wildtyps Col-0 und der dweorg1 Mutante isoliert und diese unter Anwesenheit der 

Translationsinhibitoren Cycloheximid und Chloramphenicol solubilisiert. Diese Inhibitoren 

blockieren die Translokation der Ribosomen und verhindern so eine vorzeitige Dissoziation 

des Polysomenkomplexes (Weisberger et al. 1964; Colombo et al. 1965). Das 

Mitochondrienlysat wurde dann nach der Abtrennung nicht solubilisierter Bestandteile auf 

einen kontinuierlichen Saccharosegradienten gegeben. Mittels Ultrazentrifugation wurden 

dann die überwiegend translationsinaktiven mRNPs (messenger ribonucleoproteins) von den 

translationsaktiven Polysomen getrennt. Entsprechend ihrer Masse, die mit der ribosomalen 

Besetzung des Transkripts korreliert, sedimentieren die Moleküle schneller oder langsamer 

und sammeln sich entsprechend ihrer Dichte im Saccharosegradienten an. Die Abbildung 

35 A zeigt schematisch den Ablauf und die Funktionsweise dieses Versuchs. Aufgrund des 

unterschiedlichen Sedimentationsverhaltens erhält man nach der Ultrazentrifugation und der 

anschließenden RNA-Isolierung aus den einzelnen Fraktionen ein charakteristisches 

Absorpionsprofil bei der anschließenden Messung der RNA (Abbildung 35 B und C). Sowohl 

für die Analyse des Wildtyps als auch der dweorg1 Mutante wurden jeweils zwei 

Gradientenanalysen durchgeführt, von denen jeweils eine der Überprüfung der Integrität der 

isolierten und fraktionierten Polysomen diente. In diesen Versuchen wurde sowohl die 

Solubilisierung der Mitochondrien als auch die Auftrennung im Saccharosegradienten in 

Anwesenheit von MgCl2 und Abwesenheit von EDTA durchgeführt. Unter diesen 

Bedingungen dissoziieren die Polysomenkomplexe vollständig (Henshaw 1968; Perry und 

Kelley 1968), wodurch das Sedimentationsverhalten der nun freien Ribosomen verändert 

wird, was sich wiederum auf das RNA-Absorptionsprofil auswirkt. Im Gegensatz zu dem 

Absorptionsprofil der Analysen unter polysomenstabilisierenden Bedingungen (-EDTA), 

welches sich durch eine starke Absorption und damit verbunden einer hohen RNA-

Konzentration in den leichteren (d.h. im Gradienten oberen) Fraktionen zwei und drei und 

einem Wiederanstieg der Absorption in den Fraktionen fünf bis sieben auszeichnet, ist dieses 

Ansteigen in den Versuchen unter polysomendestabilisierenden Bedingungen (+EDTA) nicht 

zu beobachten (Abbildung 35 B und C). Dieser shift der Absorption zugunsten der leichteren 

Fraktion zwei und drei resultiert aus den aufgrund der destabilisierenden Bedingungen nun 

frei vorliegenden Ribosomen, die sich zusammen mit den 40S und 60S ribosomalen 

Untereinheiten und den 80S Monosomen in den leichteren Fraktionen ansammeln. Diese 

Moleküle sind für die hohe Absorption in den leichteren Fraktionen aller Versuche 

verantwortlich und kennzeichnen die Absorptionsprofile von Polysomenanalysen. Unter 
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polysomenstabilisierenden Bedingungen wurde sowohl bei den Analysen des Wildtyps, als 

auch der dweorg1 Mutante ein Ansteigen der Absorption und damit der RNA-Konzentration 

festgestellt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich bei der Ultrazentrifugation die mit 

unterschiedlicher Anzahl von Ribosomen beladene mRNA in den unteren Fraktionen des 

Gradienten ansammeln. Insgesamt wurde damit bestätigt, dass sowohl aus dem Wildtyp als 

auch aus der dweorg1 Mutante translationsaktive Polysomenkomplexe isoliert werden 

konnten. Um den Einfluss von DWEORG1 auf die Translation von cox2 näher zu untersuchen, 

wurde die RNA aus den einzelnen Fraktionen aller Versuche mittels Northern Blot Analysen 

näher untersucht.  

 

A 

 

B 

 

C 

 

Abbildung 35: Polysomenfraktionierung zur Analyse polysomaler RNA aus Mitochondrien von 
Arabidopsis thaliana. (A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Fraktionierung der Polysomen über 
einen Saccharosegradienten. Das Lysat aus solubilisierten Mitochondrien wird mittels Ultrazentrifugation über 
einen Saccharosegradienten aufgetrennt und der Gradient anschließend fraktioniert und die RNA isoliert. 
Polysomale RNA sedimentiert im Gradienten schneller als nicht polysomenassoziierte RNA. (B) Repräsentatives 
Absorptionsprofil der aus acht Fraktionen isolierten RNA aus aufgetrennten Polysomen aus dem Wildtyp Col-0. 
Gezeigt ist der jeweils prozentuale Anteil von der Summe der isolierten RNA aller acht Fraktionen für Versuche 
unter polysomenstabilisierenden (- EDTA) und polysomendestabilisierenden (+ EDTA) Bedingungen. (C) Analog zu 
(B) ist des Absorptionsprofils der Analyse polysomaler RNA aus der dweorg1 Mutante gezeigt. 
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Um zu untersuchen, ob die Assoziation des cox2 Transkripts in dweorg1 Mutante 

beeinträchtigt ist, wurde die aus allen Fraktionen isolierte RNA des Wildtyps und der 

dweorg1 Mutante gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und 

mit einer cox2-spezifischen Sonde hybridisiert. Die Ergebnisse dieser Northern Blot Analysen 

sind in der Abbildung 36 gezeigt. Im Wildtyp wurde nach der Gradientenanalyse unter 

polysomenstabilisierenden Bedingungen (-EDTA) in nahezu allen Fraktionen das cox2 

Transkript nachgewiesen. Deutliche Signale sind in den Fraktionen eins bis sechs zu sehen. 

Dies weist auf einen aktiven Translationsprozess der cox2 mRNA hin, da sich das Transkript 

als aktiver Polysomenkomplex in den unteren Bereichen des Saccharosegradienten 

anreichert. Im Gegensatz dazu scheint die Translationsaktivität in der dweorg1 Mutante 

beeinträchtigt zu sein. Während die Signale der ersten beiden Fraktionen auf dem 

Autoradiogramm vergleichbar zu denen des Wildtyps sind, ist das Signal der Fraktion drei 

bereits schwächer und in den Fraktionen vier bis sechs nur äußerst schwach ausgeprägt. Dies 

spricht für eine deutlich verringerte Translation des cox2 Transkripts. Die Tatsache, dass die 

Translationsaktivität in dweorg1 Mutanten nicht vollständig aufgehoben ist, geht einher mit 

den Ergebnissen der Western Blot Analysen (3.8.1), in denen gezeigt wurde, dass die Menge 

an COX2 deutlich, jedoch nicht vollständig reduziert ist.  

Die Northern Blot Analysen der RNA der unter polysomendestabilisierenden Bedingungen 

(+EDTA) fraktionierten Polysomen bestätigt die Assoziation des cox2 Transkripts mit den 

Polysomen und somit die erfolgreiche Isolierung und Fraktionierung translationsaktiver 

Polysomenkomplexe.  

 
Abbildung 36: Northern Blot Analysen der polysomalen Fraktionen des Wildtyps Col-0 und der dweorg1 
Mutante unter Verwendung einer cox2 spezifischen Sonde. Die oberen Abbildungen zeigen die 
Autoradiogramme der Analysen der polysomalen RNA aus dem Wildtyp Col-0, die unteren Abbildungen die der 
Analysen der polysomalen RNA aus der dweorg1 Mutante. Für die Versuche unter polysomenstabilisierenden 
(-EDTA, jeweils linkes Autoradiogramm) und polysomendestabilisierenden (+EDTA, jeweils rechtes 
Autoradiogramm) Bedingungen wurde jeweils RNA aller acht Fraktionen des Saccharosegradienten 
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer cox2 spezifischen Sonde 
hybridisiert. 
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3.9.3 Mit Polysomen assoziierte cox2 Transkripte werden vollständig ediert 

Die in dweorg1 Mutanten beeinträchtigte Assoziation des cox2 Transkripts an die Polysomen 

weist auf eine essentielle Rolle dieses Proteins im Translationsprozess hin. Möglicherweise ist 

das Protein DWEORG1 selbst ebenfalls Bestandteil eines translationsaktiven 

Polysomenkomplexes. Da ein DWEORG1-Antikörper leider nicht verfügbar ist, kann diese 

Vermutung allerdings nicht bestätigt werden. Für einige PPR-Proteine konnte hingegen 

bereits eine Assoziation mit Polysomen nachgewiesen werden (Uyttewaal et al. 2008; Davies 

et al. 2009). Zusammen mit einem spezifischen Transkript könnten diese PPR-Proteine Teil 

eines Reifungskomplexes sein, der an die Ribosomen bindet. Dies würde bedeuten, dass 

RNA-Reifung und Translation im mitochondrialen RNA-Metabolismus gekoppelt ablaufen. 

Für diese Theorie spricht die Tatsache, dass für einige Gene nicht oder unvollständig edierte 

sowie ungespleißte Transkripte gebunden an Polysomen entdeckt wurden (Yang und 

Mulligan 1993; Lu und Hanson 1996). Um zu untersuchen, ob die polysomenassoziierten cox2 

Transkripte vollständig ediert vorliegen, wurde die RNA aller Fraktionen des Wildtyps Col-0 

und der dweorg1 Mutante aus den Analysen unter polysomenstabilisierenden Bedingungen 

zusammen mit cox2 spezifischen Oligonukleotiden als Matrize in eine RT-PCR eingesetzt. Die 

PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, aufgereinigt und einer 

Sequenzanalyse unterzogen, um den Status der Edierungspositionen des cox2 Transkripts zu 

überprüfen. Exemplarisch sind die Ergebnisse für die sechs in der Sequenzierung erfassten 

Edierungspositionen in der Abbildung 37 gezeigt. 

 

 

 +71 +138 +253 +278 +379 +476 

Col-0 WT 

      

dweorg1 

      

Abbildung 37: Ausschnitte der Elektropherogramme der Sequenzanalysen von sechs Edierungspositionen 
des cox2 Transkripts amplifiziert mittels RT-PCR aus Polysomengradientenanalysen. Die in die RT-PCR 
eingesetzte RNA stammt aus der Fraktion zwei der Polysomengradientenanalysen unter 
polysomenstabilisierenden Bedingungen. Der obere Abschnitt zeigt Ausschnitte des Elektropherogramms aus 
dem Versuch mit dem Wildtyp, der untere Abschnitt aus dem Versuch mit der dweorg1 Mutante. Bei der 
Sequenzierung erfasst wurden die Edierungspositionen +71, +138, +253, +278, +379 und +476 des cox2 
Transkripts. 
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Die Abbildung 37 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Sequenzanalyse des cox2 Transkripts 

für die zweite Fraktion aus der Polysomengradientenanalyse. Bei der Sequenzierung wurden 

ausgehend von einem cox2-spezifischen Oligonukleotid sechs Edierungspositionen von 

insgesamt 15 annotierten Edierungsstellen (Giegé und Brennicke 1999) mit auswertbaren 

Signalintensitäten erfasst. Darunter befindet sich auch die Edierungsposition +476, die bei 

den Versuchen zur Identifikation von cox2-bindenden Proteinen Teil der Ködersequenz war 

(Knittler 2011). Sowohl diese, als auch die anderen analysierten Edierungspositionen wurden 

korrekt ediert, wie aus den Elektropherogrammen ersichtlich ist. Bei einer unvollständigen 

oder nicht erfolgten Edierung wäre ein zusätzlicher oder alleingiger Peak entsprechend eines 

Cytosins (blau) zu erwarten gewesen, ähnlich dem Elektropherogrammausschnitt der 

Edierungsposition +138, die sowohl im Wildtyp, als auch in dweorg1 Mutanten partiell ediert 

wurde. Zusammenfassend wurde für keine der untersuchten Edierungspositionen aller 

Fraktionen ein Unterschied in der Edierung festgestellt (Daten nicht gezeigt). Somit liegt 

weder im Wildtyp noch in dweorg1 Mutanten eine Assoziation von teiledierten cox2 

Transkripten mit Polysomen vor.  
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4 Diskussion 

Die Pentatricopetide repeat Proteine bilden eine große Familie, deren Vertreter vorrangig in 

Landpflanzen vorkommen und in eine Vielzahl von biologischen Prozessen involviert sind. Bis 

auf sehr wenige Ausnahmen sind Vertreter dieser Proteinfamilie ausschließlich in 

Mitochondrien und Chloroplasten lokalisiert, wo sie in Pflanzen beispielsweise an der 

Photosynthese, der Pollenentwicklung, der Embryogenese und dem Energiemetabolismus 

beteiligt sind. Allen PPR-Proteinen gemeinsam ist die Fähigkeit, sequenzspezifisch an RNA-

Moleküle zu binden, wodurch sie in der Lage sind, über nahezu alle Schritte des RNA-

Metabolismus‘, wie Transkription, Spleißen, Edierung, Stabilisierung und Translation 

sämtliche physiologische Zellabläufe zu steuern (Schmitz-Linneweber und Small 2008; Fujii 

und Small 2011). Von den etwa 450 Vertretern in Arabidopsis wurde bisher nur ein kleiner 

Anteil näher charakterisiert. Und obwohl für die diese PPR-Proteine schon diverse Funktionen 

und spezifische Ziel-RNA-Sequenzen beschrieben wurden, sind die exakte Funktionsweise, 

die molekularen Abläufe, sowie beteiligte Proteininteraktionspartner bislang nicht bekannt.  

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Vertreter der PPR-Proteine aus Arabidopsis 

charakterisiert. Diese Proteine, AT1G15480 und DWEORG1 wurden im Vorfeld dieser Arbeit 

mit einer auf der Interaktion Streptavidin-beschichteter Magnetpartikel mit Biotin-markierter 

RNA bzw. RNA-Protein-Komplexen basierenden Methode isoliert und identifiziert (Bolle 

2008). Da als Köder-RNA in diesen Untersuchungen ein 40 Nukleotid langes cox2 Fragment 

verwendet wurde, welches die Edierungsstelle +476 sowie 31 Nukleotide downstream und 

acht Nukleotide upstream dieser Edierungsstelle enthält, wurde zu Beginn der vorliegenden 

Arbeit  eine Beteiligung der beiden PPR-Proteine an der RNA-Edierung angenommen. Dies 

bestätigte sich jedoch für beide Proteine nicht. Aufgrund des Phänotyps von knockout 

Pflanzen mit einem stark reduzierten Wachstum wurde der Fokus dieser Arbeit dann nach 

anfänglichen Untersuchungen auf das Protein DWEORG1 gelegt.  

 

4.1 Phylogenie und Struktur der PPR-Proteine  AT1G15480 und DWEORG1 

Die Proteine AT1G15480 und DWEORG1 gehören beide der P-Unterfamilie der PPR-Proteine 

an, die im Gegensatz zur pflanzenspezifischen PLS-Unterfamilie auch in anderen Eukaryoten 

zu finden ist. PPR-Proteine der P-Unterfamilie tragen an ihrem C-Terminus keine der für die 

PLS-Unterfamilie charakteristischen Domänen, die in colinearer Abfolge E, E+, DYW auftreten 

und deren Auftreten mit der spezifische Funktion eines PPR-Proteins assoziiert ist. Bis auf 

eine Ausnahme (Doniwa et al. 2010) gehören alle bisher bekannten PPR-Proteine, die für die 
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RNA-Edierung verantwortlich sind, der PLS-Unterfamilie an und weisen mindestens eine 

E-Domäne auf (Fujii und Small 2011; Verbitskiy et al. 2012). Da gezeigt wurde, dass DYW 

PPR-Proteine bereits in Moosen für die RNA-Edierung verantwortlich sind (Tasaki et al. 2010; 

Rudinger et al. 2011), stellen nach aktuellen Erkenntnissen die PPR-Proteine mit DYW-

Domäne die ursprüngliche Form der PLS-Unterfamilie dar (Verbitskiy et al. 2012). Eine im 

Verlauf der Evolution steigenden Anzahl der Edierungspositionen ging einher mit einer 

Vervielfältigung der Gene der PPR-Proteine mit DYW-Domäne innerhalb des Genoms. Im 

weiteren Verlauf der Evolution der Landpflanzen kam es dann zu einem sekundären Verlust 

der DYW-Domäne und in Einzelfällen auch von Teilen der E+-Domäne (Rivals et al. 2006; 

Knoop und Rudinger 2010). Die potentielle Deaminase-Aktivität der DYW-Domäne (Salone et 

al. 2007) wurde dann von einem anderen Protein übernommen. Die Rekrutierung des bislang 

unbekannten Edierungsenzyms erfolgt möglicherweise durch die nicht vom sekundären 

Verlust betroffene E-Domäne (Shikanai 2006).  

Bis auf das PPR-Protein PPR596, welches die Edierung von rps3 in Mitochondrien von 

Arabidopsis supprimiert (Doniwa et al. 2010), sind die bisher charakterisierten PPR-Proteine 

der P-Unterfamilie nicht in den Prozess der RNA-Edierung involviert. Sie sind jedoch an 

nahezu allen anderen Funktionen des RNA-Metabolismus‘, wie der Transkription, dem RNA-

Spleißen, der RNA-Stabilität und der Translation beteiligt (Schmitz-Linneweber und Small 

2008). Die auf der Grundlage früherer Untersuchungen (Bolle 2008) angenommene 

Edierungsaktivität der zur P-Unterfamilie gehörenden PPR-Proteine AT1G15480 und 

DWEORG1 wurde in dieser Arbeit nicht nachgewiesen. Interessanterweise sind jedoch gerade 

diese beiden Proteine putative Paraloge zum dem einzigen PPR-Proteine der P-Unterfamilie, 

welches an dem Prozess der RNA-Edierung beteiligt ist (Doniwa et al. 2010). Die Ähnlichkeit 

von AT1G15480 und DWEORG1 zu dem PPR-Protein PPR596 beträgt auf Aminosäureebene 

64 % bzw. 43 %. Darüber hinaus ähneln sie sich auch in ihrer, bei PPR-Proteinen seltenen 

Gen-Struktur mit mehreren Introns. Jedoch wurde die von (Doniwa et al. 2010) auf der Basis 

von vorläufigen Versuchen vermutete Beteiligung von AT1G15480 an der partiellen Edierung 

der Edierungsposition rps3eU1344SS mittels der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

SNaPshot-Analysen nicht bestätigt. Basierend auf den phylogenetischen Positionen von 

PPR596, AT1G15480 und DWEORG1 in Arabidopsis, Oryza und Physcomitrella (O'Toole et al. 

2008) wird DWEORG1 als das ursprüngliche dieser drei Gene diskutiert, welches im Laufe der 

Evolution durch Genduplikationen zu der Entstehung der Gene ppr596 und at1g15480 führte. 

Vor diesem Hintergrund hätte sich die Edierungsaktivität von PPR596 erst nach der 

Duplikation der Gene entwickelt. Allerdings wird noch angezweifelt, ob der Einfluss auf die 

Edierung von PPR596 tatsächlich auf dem gleichen Mechanismus beruht, wie der von 
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anderen bereits identifizierten Edierungsfaktoren, oder ob es sich bei den Edierungsdefekten 

in den untersuchten knockout Pflanzen lediglich um Konsequenzen anderer Effekte auf die 

RNA-Prozessierung handelt (Fujii und Small 2011).  

Die Genstruktur der Proteine AT1G15480 und DWEORG1 mit jeweils zwei Introns ist für die 

Familie der PPR-Proteine selten. Mehr als 80 % sind gänzlich intronlos; lediglich 7 % 

enthalten mehr als ein Intron (Lurin et al. 2004). Da gezeigt wurde, dass gerade evolutionär 

ältere PPR-Proteine mehr als ein Intron enthalten (O'Toole et al. 2008), ist anzunehmen, dass 

es sich bei at1g15480 und dweorg1 um Gene handelt, die sich auch innerhalb der 

P-Unterfamilie recht früh in der Evolution der Landpflanzen entwickelt haben. Die Positionen 

der Introns von at1g15480 und dweorg1 weisen außerdem die, für intronhaltige 

PPR-Proteine typische Genstruktur mit nahe dem 5‘-Ende gelegenen Introns auf (O'Toole et 

al. 2008; Fujii und Small 2011). Diese Lage der Introns am 5‘-Ende ist ein Merkmal 

intronarmer Eukaryoten (Sakurai et al. 2002; Mourier und Jeffares 2003) und bedingt durch 

den Mechanismus des Intronverlusts durch reverse Transkription. Bei diesem Prozess findet 

eine homologe Rekombination zwischen einer genomischen Kopie eines Gens und seiner 

durch reverse Transkription entstandenen intronlosen cDNA statt (Palmer und Logsdon 

1991); eine Reaktion, für die bestimmte Retrotransposonen (LINE’s, „long interspersed 

nuclear elements“) verantwortlich sind, die in den meisten Eukaryoten vorkommen (Kidwell 

und Lisch 2001; Weiner 2002).  

Bei dem Protein DWEORG1 schließen sich alle neun PPR-Domänen nahezu lückenlos 

aneinander an, während die insgesamt sieben Domänen des Proteins AT1G15480 in zwei 

Blöcken mit vier bzw. drei Domänen angeordnet sind (siehe Abbildung 5). Aufgrund der 

nahezu identischen Genstruktur (siehe Abbildung 6) und der sehr hohen Übereinstimmung 

im Proteinalignment im Bereich zwischen den Blöcken zu dem entsprechenden Bereich von 

DWEORG1 (siehe Abbildung 7) ist es nicht ausgeschlossen, dass in diesem Abschnitt auch 

das Protein AT1G15480 zwei PPR-Domänen aufweist, diese jedoch nicht als solche annotiert 

sind. Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Proteinstrukturmodelle untermauern diese 

Annahme. Die nicht als PPR-Domänen annotierten Aminosäurenbereiche bilden ebenso wie 

die annotierten PPR-Motive die charakteristischen Strukturen aus (siehe Abbildung 8), bei 

denen eine PPR-Domäne zwei antiparallel verlaufende Helices bildet. Sich wiederholende 

Motive innerhalb von Proteinsequenzen wurden bislang in zahlreichen Proteinfamilien 

gefunden. Zu dieser zusammenfassend als repeat-Proteine bezeichneten Gruppe gehören 

beispielsweise die Ankyrin-, die Armadillo-, die WD40-, und die Leucin-rich-repeat Proteine, 

sowie die den PPR-Proteinen sehr ähnlichen TPR-Proteine (Kobe und Kajava 2001; Main et al. 
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2003; Cortajarena und Regan 2006; Couture et al. 2006). Allen diesen Proteinen ist 

gemeinsam, dass sie aus einer variablen Anzahl sich wiederholender, tandemartig 

angeordneter, 20 bis 40 Aminosäuren langer Motive bestehen. Wie auch bei den Proteinen 

AT1G15480 und DWEORG1 und den bisher bekannten 3D-Strukturen anderer PPR-Proteine 

ergeben sich daraus Proteine mit einer nonglobulären Form und einer daraus resultierenden,  

vergleichsweise großen Oberfläche. Nicht zuletzt ist es dieses Charakteristikum, welches den 

repeat-Proteinen, wie AT1G15480 und DWEORG1 als Vertreter der PPR-Proteine, optimale 

Eigenschaften als Bindepartner für Makromoleküle verleiht. Welche Mechanismen der RNA-

Bindung von DWEORG1 und PPR-Proteinen im Allgemeinen zugrunde liegen, wird im 

Abschnitt 4.6 weiterführend diskutiert. 
 

 

4.2 Ein knockout von at1g15480 und dweorg1 führt zu unterschiedlichen Phänotypen 

in Arabidopsis 

PPR-Proteine sind in eine Vielzahl von Prozessierungsschritten im zellulären RNA-

Metabolismus involviert. Aufgrund der hohen Relevanz dieser Abläufe führt das Fehlen auch 

nur eines einzigen PPR-Proteins häufig zu starken phänotypischen Veränderungen, die in 

Pflanzen von reduzierten Keimungsraten über Zwergenwachstum und Albinismus, bis hin zur 

Embryoletalität reichen (Lurin et al. 2004; de Longevialle et al. 2007; Gutierrez-Marcos et al. 

2007; Kim et al. 2009; Su et al. 2012). Diese Effekte treten bereits beim Fehlen einzelner PPR-

Proteine auf, weshalb trotz der immensen Größe der Familie der PPR-Proteine davon 

auszugehen ist, dass untereinander keine funktionelle Redundanz besteht und jedes Protein 

eine eigene, beschränkte Spezifität besitzt.  

Auch in dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Fehlen von AT1G15480 und DWEORG1 in 

Pflanzen von Arabidopsis zur Ausbildung charakteristischer Phänotypen führt. Hierbei wurde 

für DWEORG1-Mutanten ein Phänotyp beobachtet, der sich durch ein im Vergleich zum 

Wildtyp stark beeinträchtigtes Wachstum auszeichnet (Abbildung 17 B und C). Dieses 

verzögerte Wachstum betrifft sowohl das vegetative als auch das generative Wachstum und 

bleibt während der gesamten Entwicklung der Pflanze bestehen. Des Weiteren ist bei 

DWEORG1-Mutanten auch die Keimungsrate und die Bildung von Lateralwurzeln verringert 

(Abbildung 16 und Abbildung 19 A und B). Derartige morphologische Veränderungen treten 

häufig bei Mutanten auf, bei denen Gene von, für die mitochondrialen Funktionen essentielle 

Proteine, ausgeschaltet wurden (Doniwa et al. 2010; Sung et al. 2010; Hammani et al. 2011a). 

Häufig sind diese Proteine direkt in die mitochondriale Elektronentransportkette involviert 
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(de Longevialle et al. 2007; Meyer et al. 2009). Dies wurde auch für DWEORG1 bestätigt und 

wird im folgenden Kapitel diskutiert.  

Der Phänotyp der at1g15480 knockout Pflanzen zeichnet sich durch eine früher eintretende 

Infloreszenzbildung aus (siehe Abbildung 17), während Keimungsrate, Samenfertilität und 

Wurzelmorphologie nicht beeinträchtigt sind. Erst kürzlich wurde mit dem Protein EFS1 (early 

flowering in short days) ein weiteres PPR-Protein beschrieben, welches eine Rolle im Prozess 

der Blütenbildung spielt. In Übereinstimmungen mit Ergebnissen dieser Arbeit für das Protein 

AT1G15480 entwickeln Mutanten für das Gen efs1 etwa zehn bis 15 Tage früher die ersten 

Infloreszenzen, verglichen mit dem Wildtyp (Zhang et al. 2011). Allerdings sind die 

Mechanismen, über die PPR-Proteine Einfluss auf die verfrühte Blütenentwicklung haben 

könnten, bislang nicht bekannt. Denkbar wäre eine Funktion als Repressor, der für die 

zeitliche Abstimmung der Blühinduktion innerhalb des gesamten Entwicklungsprozesses 

verantwortlich ist. Einen Einfluss auf die photoperiodische Bildung von Blüten hat 

offensichtlich auch das einzig bekannte zirkadian regulierte PPR-Protein AtC401 (Oguchi et 

al. 2004). Es enthält zwölf PPR-Domänen und zeigt Proteinkinase-Aktivität. Weiterführende 

Aussagen über die genaue Funktion des PPR-Proteins AtC401 für die Blütenentwicklung 

werden jedoch nicht gemacht, so dass es aktuell noch keinen Anhaltspunkt gibt, wie PPR-

Proteine in diesen Entwicklungsprozess involviert sind. Vor diesem Hintergrund und in 

Anbetracht der Tatsache, dass der Prozess der Blütenbildung überaus komplex ist und über 

fünf verschiedene Wege kontrolliert wird (Srikanth und Schmid 2011) erschien eine 

Fokussierung in dieser Arbeit auf das Protein DWEROG1 erfolgsversprechender. Der von den 

entsprechenden Mutanten gezeigte Phänotyp ließ hier bereits die ersten Rückschlüsse auf 

eine essentielle Funktion in den Mitochondrien und möglicherweise in der Atmungskette zu. 

Diese werden in den folgenden Abschnitten 4.3 und 4.5 diskutiert. 

Im Gegensatz zu den Phänotypen von Mutanten für PPR-Proteine, die in Prozesse abseits der 

RNA-Edierung involviert sind und in der Regel drastische Phänotypen zeigen (Schmitz-

Linneweber und Small 2008), ist dies für Mutanten von PPR-Proteinen, die eine Rolle in der 

Edierung spielen, bemerkenswerterweise überaus selten. Von den mitochondrialen 

Edierungsfaktoren mef1, mef9, mef11, mef14 und mef18 bis mef22 zeigt keine Mutante einen 

offensichlich veränderten Phänotyp (Zehrmann et al. 2009; Takenaka et al. 2010; Verbitskiy et 

al. 2010; Verbitskiy et al. 2011). Als Erklärung wird einerseits angeführt, dass bei der 

Identifizierung von mef18 bis mef22 mittels Reverser Genetik auf gesunde und robuste, 

homozygote T-DNA Insertionslinien selektiert wurde (Takenaka et al. 2010). Außerdem 

besteht die Möglichkeit, dass auch in den knockout Mutanten korrekt edierte Transkripte 
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vorhanden sind, die unterhalb der Detektionsgrenze liegen, aber ausreichend sind, um die 

mitochondriale Funktion zu gewährleisten. Im Gegensatz dazu reicht offensichtlich die in 

dieser Arbeit gezeigte, zwar deutlich verringerte, aber in geringen Mengen noch vorhandene 

Menge an COX2-Protein nicht aus, um die Atmungskette soweit aufrechtzuerhalten, dass das 

Wachstum der DWEORG1-Mutanten nicht beeinträchtigt wird.   

 

4.3 Der Verlust von DWEORG1 führt zu Veränderungen im mitochondrialen Proteom 

Die Bindung von DWEORG1 an das cox2-Transkript (Bolle 2008; Knittler 2011), die 

mitochondriale Lokalisation und der stark ausgeprägte, für mitochondriale Dysfunktionen 

charakteristische Phänotyp sprechen für einen Defekt in wesentlichen Prozessen der 

Genexpression von COX2. Die Analyse mitochondrialer Proteine der DWEORG1-Mutante 

bestätigte dies, nachdem zuvor ein Einfluss auf die Menge, die Stabilität und den 

Edierungsstatus der cox2-RNA ausgeschlossen wurde (siehe Abschnitt 3.6 und 3.7.). Die 

mittels Western-Blot gezeigte, stark verringerte Menge an COX2-Protein geht konform mit 

dem beobachteten Phänotyp der DWEORG1-Mutanten. Auch in anderen Organismen sind 

zahlreiche charakteristische Phänotypen und Auswirkungen bekannt, die auf Veränderungen 

in der Cytochrom-c-Oxidase Biogenese zurückzuführen sind, wie beispielsweise die 

Wachstumsveränderungen der NCS5-Mutante beim Mais (Newton et al. 1990), der SLO2-

Mutante bei Arabidopsis (Zhu et al. 2012) oder der COX-VII Mutante der Hefe (Aggeler und 

Capaldi 1990). Beim Menschen kann ein Mangel an Cytochrom-c-Oxidase unter anderem zu 

Myopathien, der Ausbildung des Leigh-Syndroms oder einer Alzheimer-Erkrankung führen 

(Borisov 2004; Rötig et al. 2004).   

Aufgrund der begrenzten Anzahl verfügbarer, gegen mitochondriale Proteine gerichteter 

Antikörper wurden im Rahmen dieser Arbeit außerdem eindimensionale Blue Native- und 

zweidimensionale Blue Native/SDS-PAGE-Analysen durchgeführt. Diese zeigten, dass mit 

dem Komplex II eine weitere Komponente der mitochondrialen Atmungskette in DWEORG1-

Mutanten betroffen ist. Durch die zweidimensionale Auftrennung mitochondrialer Proteine 

konnte allerdings nicht näher bestimmt werden, ob nur einzelne der insgesamt acht 

Untereinheiten und wenn ja, welche genau betroffen sind. Insgesamt konnten zwar sowohl 

im Wildtyp, als auch in der DWEORG1-Mutante diverse Proteine verschiedener Komplexe der 

Oxidativen Phosphorelierung identifiziert werden, jedoch sind quantitativen Aussagen über 

einzelne Proteine aufgrund der dafür wenig geeigneten Silberfärbung der Gele nicht 

möglich. Die Färbung mit Coomassie-Blau bietet zwar den Vorteil der Quantifizierung, ist 

jedoch weniger sensitiv und lieferte bei Versuchen in dieser Arbeit keine zufriedenstellenden 
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Ergebnisse, die auch durch die Verwendung größerer Mengen an mitochondrialem Protein 

nicht zu verbessern waren. Somit war eine Quantifizierung mittels dafür geeigneter 

Programme, die über errechnete Volumenwerte einzelner Spots Aussagen über 

Veränderungen der Proteinmenge im Vergleich zum Wildtyp ermöglichen, ausgeschlossen.  

Dieser Arbeit vorrausgehende Untersuchungen zeigten, dass auch die Alternative Oxidase 

(AOX) in DWEORG1-Mutanten in ihrer Expression beeinflusst wird (Schmidt 2010). Im 

Gegensatz zu einer verminderten Menge an COX2 und Proteinen des Komplex‘ II ist die AOX-

Menge in DWEORG1-Mutanten weitaus höher als im Wildtyp. Somit sind dort insgesamt drei 

wesentliche Komponenten der mitochondrialen Atmungskette unmittelbar betroffen, 

weswegen DWEORG1 einen essentiellen Faktor für die Funktionalität der oxidativen 

Phosphorylierung in Mitochondrien darstellt. 

 

4.3.1 Die Bedeutung von DWEORG1 für die mitochondriale Atmungskette 

Die oxidative Phosphorylierung läuft an der inneren Membran der Mitochondrien ab und 

wird von mehreren Proteinkomplexen gesteuert. Vier Multienzymkomplexe, die 

NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex I), die Succinat:Ubichinon Oxidoreduktase 

(Komplex II), die Ubichinol:Cytochrom c Oxidoreduktase (Komplex III) und die Cytochrom c 

Oxidase (Komplex IV), bauen dabei über die Membran einen elektrochemischen 

Protonengradienten auf, welcher von der ATP-Synthase (Komplex V) zur Synthese von ATP 

genutzt wird (Hatefi 1985). Pflanzen besitzen zusätzlich zu diesen Enzymkomplexen noch 

eine weitere Komponente, die AOX. Anstatt auf Komplex III und Komplex IV können 

Elektronen auch über die AOX abgeleitet werden. Da auf diesem Wege allerdings kein 

Protonengradient aufgebaut wird, wird Energie nicht in Form von ATP gespeichert, sondern 

in Form von Wärme abgegeben (Siedow und Umbach 1995; Finnegan et al. 2004). Die AOX 

wird bei einem bestimmten Reduktionsgrad des Ubichinons aktiviert und stabilisiert durch 

das Ableiten von Elektronen den Redoxzustand des Ubichinon-Pools und somit der 

gesamten Atmungskette (Millenaar et al. 1998). Damit fungiert sie als alternativer 

Elektronenträger, welcher die Überreduktion der mitochondrialen Elektronentransportkette 

verhindert und die Zelle vor der Entstehung von oxidativem Stress schützt (Lambers 1982; 

Maxwell et al. 1999).  

Die stark verringerte Menge von COX2, eine der insgesamt 14 Untereinheiten des 

Komplexes IV, der Cytochrom-c-Oxidase, führt in DWEORG1 Mutanten zu einem Verlust der 

Aktivität des gesamten Komplexes, wie in spektrophotometrischen Untersuchungen gezeigt 
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wurde (Abbildung 31). Zwar wurden für die Versuche nicht die reine Cytochrom-c-Oxidase 

verwendet, sondern isolierte Mitochondrien, die weitere Enzyme und redoxaktive Proteine 

enthalten, jedoch zeigt ein Vergleich der Versuche mit Mitochondrien des Wildtyps und mit 

denaturierten mitochondrialen Proteinen, dass die Reduktionsfähigkeit in Mitochondrien von 

DWEORG1 Mutanten deutlich vermindert ist. Somit ist die Cytochrom-c-Oxidase abhängige 

Respiration stark eingeschränkt, was in der Zelle schnell zu einer Überreduktion des 

Ubichinon-Pools führt. Um diesem Vorgang entgegenzuwirken, wird die Expression von der 

AOX gesteigert, so dass der funktionelle Verlust der einen terminalen Oxidase durch die 

Redoxaktivität der anderen terminalen Oxidase ausgeglichen wird. Diese erhöhte Expression 

der AOX in DWEORG1 Mutanten wurde von Schmidt (2010) gezeigt und ist sehr 

wahrscheinlich kein primärer Effekt des dweorg1 knockouts, sondern Konsequenz der 

eingeschränkten Funktion der Cytochrom-c-Oxidase. Dieser Zusammenhang wurde auch in 

Tabak (Vanlerberghe und McIntosh 1992; Vanlerberghe und McIntosh 1994) und in 

Arabidopsis Pflanzen beobachtet, bei denen Untereinheiten der mitochondrialen ATP-

Synthase runterreguliert sind (Robison et al. 2009). Aufgrund des Umschaltens vom 

Cytochrom-Weg zum alternativen respiratorischen Weg wird keine protonenmotorische Kraft 

über die Mitochondrienmembran aufgebaut und es kommt zu einer eingeschränkten ATP-

Produktion der ATP-Synthase. Dieser Mangel an ATP ist sehr wahrscheinlich der Grund für 

das stark eingeschränkte Wachstum der DWEORG1 Mutanten. Arabidopsis-Mutanten für die 

Gene slg1 und slo2, die beide für ein mitochondrial lokalisiertes PPR-Protein codieren, zeigen 

einen sehr ähnlichen Phänotyp wie DWEORG1-Mutanten, und ATP-Messungen ergaben 

jeweils einen stark verringerten ATP-Gehalt in den Pflanzen verglichen zum Wildtyp (Yuan 

und Liu 2012; Zhu et al. 2012). Auch in Mutanten von Podospora anserina führten Störungen 

des Cytochrom-Wegs zu einem starken Anstieg der AOX-Expression und zu eingeschränktem 

Wachstum (Scheckhuber et al. 2011), während in Arabidopsis ein alleiniger Anstieg der 

Menge an AOX ohne Veränderungen des Cytochrom-c-Oxidase Gehalts keine Effekte auf den 

Phänotyp hat (Fiorani et al. 2005).  

In Anbetracht der Tatsache, dass Entwicklungsprozesse wie beispielsweise die Pollen- und 

Samenbildung, sowie die Keimung strikt von der mitochondrialen Energieversorgung 

abhängig sind (De Paepe et al. 1993; Bewley 1997), ist es erstaunlich, dass dweorg1-Pflanzen 

in den entsprechenden Entwicklungsphasen nur unwesentlich beeinträchtigt sind. Zwar sind 

Keimungsfähigkeit und die Entwicklung von Lateralwurzeln eingeschränkt, jedoch sind diese 

Phänotypen nur gering ausgeprägt. Die Effekte einer Verringerung der COX-Aktivität auf die 

Atmungskette sind vergleichbar mit denen in Pflanzen mit eingeschränkter Funktion der 

mitochondrialen ATP-Synthase (Robison et al. 2009). Während allerdings Mutationen 
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einzelner Untereinheiten oder Komponenten der ATP-Synthase und der daraus resultierende, 

stark verringerte ATP-Gehalt häufig zur Entwicklung eines CMS-Phänotypen mit der 

Unfähigkeit fertile Pollen zu bilden (Hanson und Bentolila 2004) oder einer Letalität führt 

(Moore et al. 2003), sind die Pollen der dweorg1- Pflanzen uneingeschränkt fertil und die 

Antheren normal entwickelt (3.4.3.). Da die Fertilität einer Pflanze maßgeblich von Bedeutung 

ist, werden möglicherweise die hierfür notwendigen zellulären Vorgänge vorrangig mit 

Energie versorgt. Die Aufrechterhaltung der für die Fertilität essentiellen Systeme wäre dann 

als letztes von einer ATP-Limitierung betroffen und die Fortpflanzung damit gesichert. Die 

Tatsache, dass die Expression von COX2 nicht komplett ausgeschaltet ist und die 

Atmungskette somit noch zu einer – wenn auch wahrscheinlich geringeren- ATP-Produktion, 

befähigt ist, spricht für die Theorie, dass ein gewisser Grenzwert unterschritten sein muss, 

damit sich die Defekte in der Energieversorgung auf fortpflanzungsrelevante Organe 

auswirken.  

Wie BN-PAGE Analysen zeigten, ist neben dem Komplex IV auch der Komplex II, die 

Succinat:Ubichinon Oxidoreduktase, in dweorg1 Mutanten betroffen. Die Menge dieses 

Komplexes ist im Vergleich zum Wildtyp erheblich reduziert (Abbildung 32). Ob nur einzelne 

der insgesamt acht Untereinheiten oder mehrere gleichzeitig von der Reduktion betroffen 

sind, ließ sich aufgrund mangelnder Verfügbarkeit von Antikörpern nicht näher bestimmen. 

Der Komplex II überträgt Elektronen von FADH2, das im Citratzyklus entsteht, auf das 

Ubichinon in der Atmungskette, von wo die Elektronen dann auf den Komplex III, die 

Ubichinol:Cytochrom c Oxidoreduktase, übertragen werden. Ist der Komplex II funktionell 

gestört, oder wie in dweorg1 Pflanzen in seiner Menge reduziert, wäre zu erwarten, dass der 

Elektronenfluss nur eingeschränkt ablaufen kann und sich ein Großteil des Ubichinonpools im 

oxidierten Zustand befindet. Dagegen spricht jedoch die in dweorg1 Pflanzen nachgewiesene 

stark erhöhte Expression der AOX (Schmidt 2010), die durch eine Überreduktion des 

Ubichinons induziert wird (Millenaar et al. 1998) und die Zelle vor der Entstehung von 

oxidativem Stress schützt (Lambers 1982; Maxwell et al. 1999). Bei einer gleichzeitigen 

reduzierten Menge an Komplex II und Komplex IV wäre eine erhöhte AOX-Aktivität nicht 

nötig, da bereits die verringerte Aktivität von Komplex II den Elektronenfluss limitieren würde 

und eine durch die ebenfalls verringerte Aktivität des Komplex‘ IV bedingte Überreduktion 

des Ubichinonpools verhindert würde. In diesem Falle ließe sich die gesteigerte Expression 

der AOX nur dadurch erklären, dass die Reduktionsaktivität des Komplex‘ IV weitaus stärker 

ist, als die Limitierung der Elektronenzufuhr auf das Ubichinon durch den Komplex II und 

somit auch trotz verminderter Aktivität der Succinat:Ubichinon Oxidoreduktase ein 

Elektronenstau bei der Übertragung der Elektronen von Komplex III auf Komplex IV entsteht. 
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Eine weitere und gleichsam plausiblere Erklärung liefert die Annahme, dass es sich bei der 

Reduktion des Komplex‘ II nicht um einen primären Effekt des dweorg1 knockouts handelt, 

sondern möglicherweise um eine Reaktion der Zelle, um zusätzlich zum Elektronenabfluss 

über die AOX der Überreduktion der Atmungskette und der Entstehung von ROS 

entgegenzuwirken. In CYTc- Mutanten von Arabidopsis, bei denen das Gen für das 

Cytochrom c funktionell zerstört wurde, wurde ebenfalls eine leichte Verringerung des 

Komplex‘ II bei gleichzeitiger, starken Instabilität des Komplex‘ IV beobachtet (Welchen et al. 

2012). In der Annahme, dass in dweorg1 Pflanzen die ATP-Synthese der oxidativen 

Phosphorelierung eingeschränkt ist, spielt bei der verringerten Menge der 

Succinat:Ubichinon Oxidoreduktase möglicherweise auch die eingeschränkte, allosterische 

Aktivierung des Komplex II durch ATP (Huang et al. 2010) eine Rolle.  

 

4.4 DWEORG1, ein Regulator der mitochondrialen ROS Homöostase? 

Neben der Bedeutung für die Atmungskette spielt der mitochondriale Komplex II auch eine 

wesentliche Rolle bei der Entstehung von ROS und der damit verbundenen Regulierung von 

stress- und abwehrassoziierten Genen (Gleason et al. 2011). Es wurde gezeigt, dass 

dsr1- Mutanten von Arabidopsis, bei denen das Gen für die Untereinheit SDH1-1 des 

Komplex‘ II ausgeschaltet wurde, eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber dem nekrotrophen Pilz 

Rhizoctonia solani, dem virulenten Bakterium Pseodomonas syringae pv. tomato und dem 

Pilzpathogen Alternaria brassiciola besteht. Dieser Effekt wird auf die ebenfalls in dsr1- 

Mutanten beobachtete verminderte Produktion von mitochondrialen ROS (mROS) 

zurückgeführt, da mROS über verschiedene Mechanismen direkt oder als Signalgeber an der 

Pathogenabwehr beteiligt sind (Mellersh et al. 2002; Huckelhoven 2007; Kumar et al. 2009). 

Die Tatsache, dass in dweorg1-Pflanzen nicht nur die Atmungskette und der Komplex II und 

IV, sondern damit verbunden mit großer Wahrscheinlichkeit auch die Produktion von mROS 

erheblich beeinträchtigt ist, könnte die Erklärung liefern, weshalb bisher vielfach eine 

Transkriptionsänderung des dweorg1- Gens als Antwort auf verschiedene Pflanzenpathogene 

festgestellt wurde. Eine Änderung auf Transkriptebene von dweorg1 wurde nach der 

Infektion mit Geminiviren (Ascencio-Ibanez et al. 2008), mit dem Wurzelknöllchensymbionten 

Bradyrhizobium und dem virulenten Bakterium Pseodomonas syringae pv. tomato (Cartieaux 

et al. 2008) sowie mit dem biotrophen Pilz Golovinomyces orontii (Chandran et al. 2010) 

beobachtet. In Übereinstimmung mit den Effekten auf die Pathogenabwehr in 

dsr1- Mutanten sprechen diese Ergebnisse auch für die Beteiligung von DWEORG1 an der 

mROS-Produktion und den damit assoziierten Prozessen. Aufgrund einer reduzierten 
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Respiration in den Mitochondrien wird möglicherweise durch eine erhöhte mROS-Produktion 

ein permanenter Stress in der Zelle erzeugt, der dann als Signalgeber für die Einleitung 

verschiedener Abwehrreaktion sorgt. Die Lokalisation von DWEORG1 in den Mitochondrien, 

die Bedeutung für die Funktionalität der Komplexe II und IV, sowie die von Schmidt (2010) in 

dweorg1- Mutanten gezeigte stark erhöhte Expression der AOX, die als Marker für eine 

mitochondriale, retrograde Antwort in Pflanzen gilt (Maxwell et al. 1999), sprechen für eine 

Funktion von DWEORG1 in der Regulation der mitochondrialen ROS Homöostase; 

wahrscheinlich im Zusammenhang mit abiotischem und biotischem Stress. Eine Funktion in 

der Abwehr und/oder der Stresstoleranz, sowie der damit verbundenen retrograden 

Signalgebung wurde bisher nur für wenige PPR-Proteine gezeigt. Hierzu gehört GUN1, ein 

chloroplastidäres PPR-Protein, welches unter Anderem in die retrograde Signalweiterleitung 

und die Antwort auf photooxidativen Stress involviert ist (Cottage et al. 2008; Cottage et al. 

2010), das mitochondriale Protein PPR40, das als funktioneller Link zwischen dem 

mitochondrialen Elektronentransport und der Stressantwort auf abiotische Faktoren agiert 

(Zsigmond et al. 2008), sowie das ebenfalls in den Mitochondrien lokalisierte Protein PGN 

(Laluk et al. 2011). Neben einer stark erhöhten Sensitivität von pgn-Mutanten gegenüber 

nekrotrophen Infektionen ist außerdem, ähnlich zu den dweorg1-Mutanten, die Expression 

diverser, für den Elektronentransport relevanter Gene beeinflusst. Darunter auch COX2 und 

einige Untereinheiten der AOX. Der Effekt der pgn-Mutation auf den mROS-Metabolismus 

wurde darüber hinaus mittels eines histochemischen Nachweises von Wasserstoffperoxid in 

Keimlingen bestätigt. Diese experimentelle Bestätigung der veränderten mROS-Homöostase 

steht für die dweorg1- Mutante noch aus, würde aber wichtige Hinweise auf die Funktion von 

DWEORG1 geben. Diese liegt möglicherweise in einer Regulation der stressinduzierten 

Expression von Transkripten, die für die Aufrechterhaltung und Anpassung der 

mROS-Homöostase verantwortlich sind. Die in dweorg1-Mutanten veränderten Expressionen 

der für die Atmungskette relevanten Proteine, wie der AOX, sowie von Bestandteilen des 

Komplex‘ II und IV ließen sich dann durch eine durch die Abwesenheit von DWEORG1 

bedingte Fehlregulation des mROS-Metabolismus‘ erklären.  

 

4.5 Die Funktion von DWEORG1 im mitochondrialen RNA-Metabolismus 

PPR-Proteine sind in Pflanzen in eine Vielzahl von Prozessen des RNA-Metabolismus‘ 

involviert. Auch Proteine, die wie DWEORG1 an der Translation beteiligt sind, wurden bereits 

charakterisiert. Hierzu zählt zum Beispiel das Protein CRP1, welches in den Chloroplasten für 

die Translation der petA mRNA notwendig ist und diese durch die Bindung an der 5‘-UTR der 

Ziel-RNA aktiviert und reguliert (Schmitz-Linneweber et al. 2005). Übereinstimmend mit den 
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Ergebnissen dieser Arbeit, in der gezeigt wurde, dass in dweorg1-Mutanten die Bindung der 

cox2-mRNA an die Polysomen beeinträchtigt ist, wurde auch für weitere PPR-Proteine die 

Beteiligung an der Translation in Verbindung mit einer Polysomenassoziation beschrieben 

(Barkan 1993; Uyttewaal et al. 2008; Hammani et al. 2011a). Zumindest in Chloroplasten 

erfüllen dabei die PPR-Proteine häufig eine duale Funktion: die der Translationsaktivierung 

und die der RNA-Stabilisierung (Stern et al. 2010). Für die Erfüllung beider Funktionen sorgt 

die Fähigkeit der PPR-Proteine, sowohl als sequenzspezifische Barriere gegen Nukleasen zu 

agieren, als auch die Befähigung, RNA-Moleküle zu remodellieren und so auf die 

Genexpression Einfluss zu nehmen (Prikryl et al. 2011). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in 

dweorg1-Pflanzen die Translation von cox2 zwar erheblich beeinträchtigt ist, die Menge an 

Transkript, ebenso wie die weitere Prozessierung allerdings unbeeinflusst blieb. Eine auf die 

Translation beschränkte Funktion ohne Beteiligung an der Transkription und/oder der 

Stabilität wurde auch für das PPR-Proteine PTCD3 gezeigt, welches in Mitochondrien von 

Säugetieren vorkommt und dort mit der kleinen Untereinheit der Ribosomen assoziiert ist 

(Davies et al. 2009). Ein knockout des entsprechenden Gens bewirkt eine deutlich niedrigere 

Expression mehrerer mitochondrial codierter Proteine, sowie eine deutlich verringerte 

Aktivität der Komplexe III und IV und eine niedrigere Respirationsrate ohne eine 

Beeinflussung der entsprechenden Transkripte. Die genaue Funktion von PTCD3 für den 

RNA-Metabolismus ist nicht geklärt. In Anbetracht der in dweorg1-Mutanten verringerten 

Bindung der cox2 mRNA an die Polysomen handelt es sich bei DWEORG1 ähnlich wie bei 

PTCD3 möglicherweise um einen ribosomenassoziierten Aktivator oder Regulator, der für 

eine korrekte und effiziente Translation verantwortlich ist. Auch denkbar ist die Funktion als 

RNA-bindendes Protein, welches mit bestimmten Sequenzen der Ziel-RNA interagiert, diese 

eventuell strukturell modifiziert, um dann die Ribosomen für die Translation zu rekrutieren. 

Eine derartige Modellierung der Struktur der Ziel-RNA, die zu einer Aktivierung der 

Translation führt, wurde bereits für das Protein PPR10 gezeigt (Prikryl et al. 2011). Für die 

Bindung und die strukturellen Modifikationen spielen die PPR-Domänen eine wesentliche 

Rolle (siehe hierzu auch Abschnitt 4.6). Die Bindung von PPR10 erfolgt unmittelbar in der 

Nähe der Shine-Dalgarno-Sequenz, einem Sequenzabschnitt, der als ribosomale Bindestelle 

dient, allerdings nicht in Mitochondrien vorkommt. Möglicherweise erfüllen aber konservierte 

Bereiche mit bisher unbekannten Funktionen im 5‘-Bereich mitochondrialer Transkripte in 

höheren Pflanzen (Pring et al. 1992) eine ähnliche Funktion. Eine Bindung an die 5‘-UTR der 

chloroplastidären petL mRNA wurde auch für das zur P-Unterfamilie gehörende PPR-Protein 

PGR3 nachgewiesen (Cai et al. 2011). In Übereinstimmungen mit den Ergebnissen für 

DWEORG1 wurde außerdem gezeigt, dass die Polysomenassoziation des petL Transkripts in 
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pgr3-3 Mutanten beeinträchtigt ist (Cai et al. 2011). Das Protein PGR3 ist somit für die 

Aktivierung der petL Translation verantwortlich ist, ohne einen Einfluss auf die Prozessierung 

oder die Abundanz des petL Transkripts zu haben (Yamazaki et al. 2004).  

Da die mitochondriale Genexpression zum großen Teil auf Ebene der Translation gesteuert 

wird (Giegé et al. 2005), sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit dafür, dass es sich bei 

DWEORG1 um einen Teil eines Komplexes zur Reifung des cox2 Transkripts handelt, der 

zusammen mit anderen, bisher unbekannten Faktoren für die Bindung der mRNA an die 

Polysomen und die Steuerung des Translationsprozesses verantwortlich ist. Leider ist bislang 

kein Antikörper gegen DWEORG1 verfügbar, so dass eine direkte Assoziation mit den 

Polysomen, wie sie bereits für andere PPR-Proteine gezeigt wurde (Uyttewaal et al. 2008; 

Hammani et al. 2011a) nicht bestätigt werden konnte. Ein Nachweis der Bindung von 

DWEORG1 an die Polysomen könnte wichtige Hinweise darauf geben, welchen Einfluss das 

Protein auf die Translation hat und welche Mechanismen dieser Steuerung zugrunde liegen. 

Aktuell bleibt somit die Frage bestehen, ob DWEORG1 als polysomenassoziiertes Protein 

indirekt als ein Teil eines großen RNA-Reifungskomplexes agiert oder ob es direkt mit der 

Translationsmaschinerie interagiert.  

 

4.6 Wie erkennt und bindet DWEORG1 seine(n) Liganden? 

Die Bindung von DWEORG1 an ein 40 Nukleotide langes Teilstück des ersten Exons der 

Arabidopsis cox2-Sequenz wurde mehrfach unter Anwendung verschiedener experimenteller 

Ansätze nachgewiesen (Bolle 2008; Knittler 2011). Trotz dieser Bindung an die putative 

cis-Sequenz einer Edierungsposition konnte für das DWEORG1-Protein keine Beteiligung an 

der Edierung nachgewiesen werden. Daher stellt sich die Frage, weshalb DWEORG1 innerhalb 

dieses Sequenzbereichs bindet und welche Abschnitte als Erkennungsmotive fungieren. In 

diesem Zusammenhang wird diskutiert,  wie die Bindung von PPR-Proteinen an ihre(n) 

Liganden erfolgt. 

Über den Mechanismus, wie PPR-Proteine ihre Ziel-RNA erkennen und welche Nukleotide 

oder Sequenzbereiche hierfür notwendig sind, ist bislang wenig bekannt. Für diverse PPR-

Proteine, wie beispielsweise die plastidär lokalisierten Proteine CRP1, PPR4 und PPR5 aus 

Mais wurden RNA-Liganden mittels Immunopräzipitation und anschließender Analyse der 

gebundenen RNA biochemisch identifiziert (Schmitz-Linneweber et al. 2005; Schmitz-

Linneweber et al. 2006; Beick et al. 2008). Hierbei wurde gezeigt, dass die Bindung von CRP1 

im Bereich des 5‘-UTR’s, die Bindung von PPR4 und PPR5 an Introns der Ziel-RNA erfolgt. 
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Jedoch scheinen keine nachweisbaren Gemeinsamkeiten in der Sequenz oder der sekundären 

Struktur der Ziel-RNA zu bestehen. Auch für PPR-Proteine, die in die RNA-Edierung involviert 

sind, wurde bisher kein allgemeingültiges Erkennungsmotiv identifiziert. Allerdings wurden 

für einzelne PPR-Proteine mit multiplen Ziel-RNAs übereinstimmende Sequenzen gefunden, 

die für die Erkennung dieser eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. So wurden für OTP87 

cis-Elemente mit insgesamt 14 identischen Nukleotiden identifiziert, die für die Bindung an 

zwei verschiedenen Edierungspositionen in den Genen nad7 und atp1 ausreichend sind 

(Hammani et al. 2011a). Und auch die PPR-Proteine LOI1 und SLO1 sind in der Lage, mehrere 

Edierungsstellen zu erkennen, die in den Bereichen -25/+3 um das zu edierende Cytidin eine 

hohe Nukleotididentität aufweisen (Sung et al. 2010; Tang et al. 2010; Verbitskiy et al. 2010). 

Die Frage, weshalb DWEORG1, als ein in die Translation von cox2 involvierter Faktor, an einen 

Sequenzbereich bindet, der innerhalb des codierenden Abschnitts des Gens liegt, kann zu 

diesem Zeitpunkt nicht hinreichend beantwortet werden. Von den bisher bekannten, als 

Translationsaktivatoren wirkenden PPR-Proteine ist bekannt, dass diese vorrangig an 

regulatorische Bereiche innerhalb der 5‘-UTR binden, wo sie vermutlich gemeinsam daran 

beteiligt sind, das Genprodukt zu seinem Bestimmungsort in den Mitochondrien zu leiten 

(Zerges 2000). Für das PPR-Protein PPR10, welches unter anderem an der 

Translationsaktivierung beteiligt ist, wurde gezeigt, dass es an verschiedenen Regionen 

zwischen zwei Genen bindet und dort durch eine Modellierung der Sekundärstruktur Einfluss 

auf Stabilität und Translation der jeweiligen Transkripte hat (Prikryl et al. 2011). Vermutlich 

wirkt DWEORG1 über ähnliche Mechanismen, wobei eine Bindung an weitere 

Sequenzbereiche noch zu bestätigen ist. Bislang wurde eine Bindung lediglich für ein 40 

Nukleotid-langes Fragment mit den putativen cis-Elementen einer cox2-Edierungsposition 

bewiesen (Bolle 2008; Knittler 2011). Bei Versuchen mit einer mittels in vitro Transkription 

synthetisierten RNA bestehend aus der cox2 5‘-UTR von Arabidopsis, dem Exon1, dem Intron 

und dem Exon2 der cox2-Sequenz aus Zea mays, sowie der 3‘-UTR aus Arabidopsis wurde 

allerdings keine Bindung des heterolog expremierten DWEORG1 bestätigt. Dieses Ergebnis 

schließt eine Bindung von DWEORG1 an regulatorische Elemente allerdings nicht aus. 

Sequenzunterschiede im cox2-Gen von Arabidopsis und Mais, welche möglicherweise auch 

die Bildung der korrekten Sekundärstruktur verhindern, sowie eine fehlende 

posttranskriptionale Prozessierung des in vitro hergestellten Transkripts, beeinträchtigen 

eventuell die Möglichkeit zur Erkennung und Bindung von DWEORG1 an die Ziel-RNA 

(Knittler 2011). Weiterführende Versuche mit verschiedenen cox2-Transkripten könnten hier 

Aufschluss über die Erkennungssequenzen von DWEORG1 geben. 
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Nach aktuellem Stand wird davon ausgegangen, dass mindestens zwei PPR-Domänen für die 

Bindung eines RNA-Moleküls notwendig sind, wobei die Affinität mit der Anzahl der 

PPR-Domänen steigt (Nakamura et al. 2003; Kobayashi et al. 2011). Die für die Bindung 

verantwortlichen Aminosäuren befinden sich bisherigen Studien zufolge im Bereich des 

Übergangs zweier benachbarter PPR-Domänen (Small und Peeters 2000; Stern et al. 2004; 

Fujii et al. 2011; Kobayashi et al. 2011). Diese fünf, nach (Kobayashi et al. 2011) für die 

Bindung verantwortlichen Aminosäuren wurden mittels bioinformatischer Analysen im 

Rahmen dieser Arbeit auch in den Proteinen AT1G15480 und DWEORG1 übereinstimmend 

als RNA-bindend klassifiziert. Ihre im 3D-Modell gezeigte, nach außen gerichtete 

Orientierung und lineare Anordnung der Aminosäurereste begünstigen eine gemeinsame 

Erkennung und/oder Bindung des Zielliganden an das PPR-Protein. In der Abbildung 38 sind 

die PPR-Domänen P3 und P4 des Proteins DWEORG1 aus der Abbildung 8 A, Abschnitt 3.1.2 

vergrößert dargestellt und die fünf Aminosäuren, die möglicherweise in die Bindung des 

Proteins an den RNA-Liganden involviert sind, hervorgehoben und nummeriert (Kobayashi et 

al. 2011). 

 

             

Abbildung 38: Vergrößerte Darstellung der PPR Domänen P3 und P4 des Proteins DWEORG1. Die 
Seitenketten der Aminosäuren, die möglicherweise an der RNA Interaktion beteiligt sind (Kobayashi et al. 2011), 
sind als weiße sticks dargestellt, entsprechend nummeriert und mit dem jeweiligen Dreibuchstabencode versehen. 
Die Abbildung wurde mit dem Programm PyMOL erstellt. 

 

 
Nach (Kobayashi et al. 2011) sind für die Bindung eines PPR-Proteins an seinen Liganden die 

Aminosäuren „ii“, 1, 4, 8 und 12 verantwortlich, die auf zwei aneinander angrenzende 

PPR-Motive verteilt sind. Wie postuliert, liegen auch im Falle der PPR-Domänen P3 und P4 

des Proteins AT3G15590 die genannten Aminosäuren nach außen gerichtet in einer Linie, was 

eine gemeinsame Erkennung und/oder Bindung eines Makromoleküls begünstigt. Bei den 

Aminosäuren handelt es sich um Glutamat, Aspartat, Leucin und Tyrosin. Somit handelt es 

sich um Aminosäuren mit unterschiedlichen Eigenschaften in Bezug auf Polarität und 

pK-Wert. Nach (Kobayashi et al. 2011) hängt die Affinität der Aminosäure zu ihrem Liganden 
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maßgeblich von den Eigenschaften der Aminosäuren ab. Eine allgemeingültige Regel für die 

Bindungsaktivität lässt sich nicht ableiten, jedoch scheinen saure Aminosäuren in 

Kombination mit basischen oder neutralen Aminosäuren die Bindung zu begünstigen 

(Kobayashi et al. 2011). 

Bei den Zielliganden von PPR-Proteinen handelt es sich vermutlich nicht nur um RNA-

Moleküle, sondern auch um weitere Proteine, die zusammen mit den PPR-Proteinen in einem 

Komplex an der Prozessierung beteiligt sind. Dass die gleiche Faltung und gleiche, sich 

wiederholende Motife unterschiedliche Liganden binden können, wurde bereits für mehrere 

repeat-Proteine gezeigt. So sind beispielsweise die 16 bis 28 Leucin-rich-repeat Domänen 

des Toll-like Rezeptors von Säugetieren in der Lage, sowohl Proteine, Lipoproteine und 

Lipopeptide, als auch Nukleinsäuren zu binden (Gay und Gangloff 2007). Bislang ist nicht 

geklärt, ob und wie PPR-Proteine in die Rekrutierung von RNA-Prozessierungsfaktoren 

beteiligt sind. Denkbar ist die Bildung eines ternären Komplexes, ähnlich dem des CSL-

Notch-Mastermind-Komplexes des Notch-Signalweges (Artavanis-Tsakonas et al. 1999). Hier 

bindet das NotchIC-Rezeptorprotein über seine insgesamt sieben, in Tandems angeordnete 

Ankyrin-Motive an den DNA-bindenden Transkriptionsfaktor CSL, wodurch wiederum erst die 

Bindung des Transkriptions-Coaktivators Mastermind ermöglicht wird (Nam et al. 2006; 

Wilson und Kovall 2006). Dieser Coaktivator erkennt also nur einen Komplex aus NotchIC und 

CLS und nicht die Einzelproteine. Möglicherweise werden derartige ternäre Komplexe auch 

bei der Regulation der Genexpression durch PPR-Proteine gebildet. Eine durch die Bindung 

von PPR-Proteinen verursachte Veränderung der Sekundärstruktur, wie für PPR10 gezeigt 

(Prikryl et al. 2011), könnte die Voraussetzung für eine Assoziation weiterer Cofaktoren sein, 

wodurch dann ein prozessierungsaktiver Komplex entsteht. Die Fähigkeit zur Bindung 

multipler RNA-Sequenzen und eventuell sogar von Proteinen ist also mit großer 

Wahrscheinlichkeit Resultat der Wiederholung mehrerer, tandemartig angeordneter PPR-

Domänen. Bei einer postulierten Beteiligung von mindestens zwei PPR-Domänen an der 

Bindung von RNA und einer durchschnittlichen Anzahl von zwölf PPR-Domänen in einem 

PPR-Protein (Lurin et al. 2004) wäre rechnerisch eine Interaktion mit mehreren, 

möglicherweise auch unterschiedlichen Liganden realisierbar. Unter den repeat-Proteinen 

sind diverse Vertreter bekannt, die mit Hilfe einer gleichzeitigen Bindung unterschiedlicher 

Liganden an mehrere repeat-Motive diese erst zu einem funktionellen Komplex 

zusammenbringen. Das Protein HOP (Hsp organizing protein) weist mehrere, mit den PPR-

Domänen eng verwandten TPR-Domänen auf, von denen eines mit Hsp70 assoziiert, 

während zeitgleich das Hsp90 mit einem anderen TPR-Motiv eine Bindung eingeht. Auf der 

Basis der TRP-Motive stellt HOP damit eine physikalische Bindung zwischen den beiden 
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Chaperonen Hsp70 und Hsp90 her und beeinflusst dadurch auch die Aktivität der beiden 

Proteine (Johnson et al. 1998).  

Alleine in Arabidopsis wurden 5669 PPR-Motive identifiziert (Kobayashi et al. 2011). Die 

Befähigung der unterschiedlichen PPR-Domänen zur Bindung jeweilig spezifischer Liganden 

wird vermutlich, ähnlich wie bereits für TPR-Proteine und Ankyrin-repeat Proteine gezeigt, 

durch „Hypervariationen“ innerhalb der repeat-Motive gewährleistet (Magliery und Regan 

2005). Hierbei sind unterschiedliche Aminosäuren an hypervariablen Positionen für die 

Bindung unterschiedlicher Liganden verantwortlich, während die Grundstruktur der einzelnen 

Domänen wenig variabel ist. Hierdurch erklärt sich auch der evolutionäre Erfolg von repeat-

Proteinen: Im Gegensatz zur Bildung neuer komplexer Sekundärstrukturen de novo können 

große, stabile Proteine mit einer immensen Kapazität zur Erfüllung vielfältiger Aufgaben in 

zellulären Abläufen durch einfache Duplikationsprozesse generiert werden (Main et al. 2003).  

 

4.7 Ausblick 

In dieser Arbeit wurden zwei mitochondriale PPR-Proteine, AT1G15480 und DWEORG1 näher 

charakterisiert, wobei der Schwerpunkt aufgrund des für eine mitochondriale Dysfunktion 

typischen Phänotyps auf dem Protein DWEORG1 lag. Die Bindung von beiden PPR-Proteinen 

an ein 40 Nukleotid langes cox2-Fragment mit den putativen cis-Elementen einer 

Edierungsposition wurde bereits im Vorfeld nachgewiesen (Bolle 2008; Knittler 2011). Da 

keine Beteiligung an dem Prozess der RNA-Edierung besteht, und das Protein DWEORG1 als 

Faktor identifiziert wurde, der an der Translation von cox2 beteiligt ist, sollten weitere 

Untersuchung folgen.  Diese sollten klären, ob eine Bindung auch an weitere 

Sequenzbereiche, wie beispielsweise die 5‘-UTR, erfolgt, wie für andere, in 

Translationsprozesse involvierte PPR-Proteine mehrfach gezeigt wurde (Uyttewaal et al. 2008; 

Hammani et al. 2011a). Im Zusammenhang mit der Steuerung der Translation durch 

DWEORG1 sollte auch die beeinflusste Änderung in der Polysomenassoziation des cox2 

Transkripts in dweorg1-Mutanten durch weitere Methoden, wie Western-Blot Analysen 

bestätigt werden. Die Generierung von Antikörpern gegen DWEORG1 wäre außerdem 

hilfreich, um die vermutete Assoziation des Proteins mit den Polysomen zu verifizieren.  

Eine grundsätzliche Frage ist, ob DWEORG1 an der ROS Homöostase in den Mitochondrien 

beteiligt ist und inwiefern die Auswirkungen auf die mitochondriale Atmungskette und des 

mitochondrialen Proteoms in dweorg1 Mutanten Konsequenzen dieser Funktion sind. Hier 

sind weitere Untersuchungen zwingend notwendig, um eindeutig zu klären, ob es sich bei 



Diskussion 

 

 

111 

der veränderten Expressionen der für die Atmungskette relevanten Proteine, wie der AOX, 

sowie von Bestandteilen des Komplexes II und IV wirklich um einen primären Effekt des 

dweorg1 knockouts oder um Resultate der durch die Abwesenheit von DWEORG1 bedingten 

Fehlregulation des mROS-Metabolismus‘ handelt. Versuche wie etwa eine histochemische 

Färbung mit 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) zum Nachweis von Wasserstoffperoxid in 

Keimlingen von dweorg1-Mutanten könnten darüber Aufschluss geben. Eine mögliche 

Beteiligung von DWEORG1 an der mROS Homöostase bzw. der Abwehr und/oder der 

Stresstoleranz gegenüber vor allem biotischer Faktoren könnten außerdem mit Hilfe von 

Pathogeninfektionen und dem Aussetzen der Pflanzen verschiedener Stressbedingungen, wie 

Licht-, Kälte- und Salzstress untersucht werden.  

Differenziertere Aussagen über die Funktion von DWEORG1 ließen sich außerdem treffen, 

wenn bekannt wäre, mit welchen weiteren Proteinen Interaktionen bestehen. Bisher sind 

allerdings derartige Interaktionspartner für kein PPR-Protein bekannt, und auch bisherige 

Untersuchungen mittels Yeast-Two-Hybrid-Analysen gaben keinen Aufschluss über Proteine, 

die zusammen mit DWEORG1 agieren (Knittler 2011). Aufgrund der Relevanz der 

Interaktionspartner von PPR-Proteinen zur Aufklärung ihrer Funktion sollten weitere 

Untersuchungen folgen, um die Proteine zu identifizieren, die für die Katalyse der Reaktionen 

verantwortlich sind, sowie von weiteren Komponenten eines möglichen Prozessierungs-

komplexes. Denkbar sind hier weitere Hefe-basierte Systeme mit alternativen 

Transkriptionsfaktoren und Systeme, die auch für den Nachweis Liganden-abhängiger 

Interaktionen geeignet sind, sowie Methoden der Immunpräzipitation.  
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5 Zusammenfassung 

Die PPR-Proteine bilden eine große Genfamilie, die vorrangig in Höheren Pflanzen vorkommt 

und in den Chloroplasten und Mitochondrien in nahezu alle Schritte der Genexpression 

involviert sind. Darüber hinaus erfüllen sie auch weitere Funktionen in der Embryogenese, 

dem Wachstum und der Entwicklung, sowie der retrograden Signaltransduktion (Schmitz-

Linneweber und Small 2008). Sie sind aufgrund ihrer Struktur in der Lage, RNA zu binden, 

besitzen selbst nach aktuellem Stand allerdings keine katalytischen Eigenschaften. Daher 

liegt die Vermutung nahe, dass sie selbst zusammen mit weiteren Proteinen Teil größerer 

Komplexe sind, und ihre Bindung an die RNA der Beginn einer Kette weiterer biologischer 

Prozesse ist. Bei den PPR-Proteinen AT1G15480 und DWEORG1, die im Vorfeld dieser Arbeit 

als cox2 mRNA-bindende Proteine identifiziert wurden (Bolle 2008; Knittler 2011), handelt es 

sich der Struktur und der phylogenetischen Position nach um evolutionär ältere 

PPR-Proteine, die sich in ihrer Aminosäuresequenz, der Abfolge der charakteristischen PPR-

Domänen und ihrer bioinformatisch errechneten Tertiärstruktur stark ähneln. Proteinmodelle 

sowie in silico Analysen, sprechen für die Bindung von RNA-Molekülen in bestimmten 

Bereichen der von den PPR-Domänen ausgebildeten α-Helices.  

Trotz der Bindung an ein 40 Nukleotid langes cox2-Fragment mit einer Edierungsposition 

und den entsprechenden putativen cis-Elementen sind beide Proteine mit einer in dieser 

Arbeit nachgewiesenen mitochondrialen Lokalisation nicht an der RNA-Edierung beteiligt.  

Die für die beiden Gen at1g15480 und dweorg1 in dieser Arbeit etablierten homozygoten 

T-DNA Insertionsmutanten weisen einen deutlichen Phänotyp auf, der sich durch eine 

verfrühte Blütenbildung und bei der dweorg1 Mutante durch eine stark verzögerte 

Entwicklung und die Reduzierung der Keimfähigkeit und der Lateralwurzelbildung äußert; 

einem für mitochondriale Dysfunktion klassischen Phänotyp. Die nähere Charakterisierung 

von DWEORG1 zeigte, dass es sich bei diesem Protein um einen für die Translation von cox2 

essentiellen Faktor handelt, der möglicherweise durch Bindungen an die Ziel-RNA und eine 

Remodellierung dieser die Translation aktiviert oder verstärkt, ohne allerdings die 

Prozessierung oder die Abundanz des cox2 Transkripts zu beeinflussen. Eine in 

dweorg1-Mutanten beeinträchtigte Bindung der cox2 mRNA an die Polysomen weist 

zusätzlich auf eine für die Translation essentielle Rolle von DWEORG1 hin. Die verminderte 

Expression von COX2 und die damit verbundene verminderte Aktivität des Komplex‘ IV 

sprechen für eine erhebliche Störung der mitochondrialen Atmungskette, was im Einklang 

mit dem beobachteten Phänotyp steht. 
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Untersuchungen des mitochondrialen Proteoms von dweorg1-Pflanzen mittels ein- und 

zweidimensionaler BN-PAGE zeigen außerdem, dass mindestens auch der Komplex II der 

mitochondrialen Atmungskette in dweorg1-Mutanten quantitativ verringert ist. Die 

Lokalisation von DWEORG1 in den Mitochondrien, die Bedeutung für die Funktionalität der 

Komplexe II und IV, sowie die von Schmidt (2010) in dweorg1- Mutanten gezeigte stark 

erhöhte Expression der AOX, die als Marker für eine mitochondriale, retrograde Antwort in 

Pflanzen gilt (Maxwell et al. 1999), sprechen für eine mögliche Rolle von DWEORG1 in der 

Regulation der mitochondrialen ROS Homöostase.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass DWEORG1 für die Zelle und in der 

Atmungskette multiple Funktionen erfüllt, die sich unmittelbar auf die damit verbundenen 

Prozesse auswirken. Inwiefern es sich dabei um direkte oder indirekte Effekt einer 

Missregulation der mitochondrialen ROS Homöostase handelt, kann zum aktuellen Zeitpunkt 

jedoch nicht konkretisiert werden. 
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6 Summary 

Pentatricopeptide repeat proteins form a large family of proteins predominantly found in the 

plant kingdom. The functions of PPR proteins have extremely wide implications going from 

embryogenesis to development and retrograde signaling. At the cellular level, their function 

is mostly related to organelle RNA processing or post-transcriptional gene regulation. They 

lack catalytic activity, but their structure enables them to act as sequence-specific RNA-

binding adaptors capable of directing effector enzymes to defined sites on mRNA molecules. 

Prior to this work two PPR-Proteins, AT1G15480 and DWEORG1, were identified that bind to 

a 40-bp RNA sequence of the mitochondrial cox2 gene containing one editing site. These 

proteins were further characterized. They were shown to be quite similar in gene and protein 

structure and in their tertiary structure that is composed of α-helices, being characteristical 

for PPR-proteins. The 3-D models of the proteins as well as in silico analysis identified certain 

aminoacids putatively involved in ligand binding.  

Prior to this work binding of DWEORG1 and AT1G15480 to a 40-bp RNA sequence of the 

mitochondrial cox2 gene containing one editing site was shown (Bolle 2008; Knittler 2011). 

However, RNA editing of the cox2 transcript was unaffected in T-DNA insertion lines for 

at1g15480 and dweorg1; 408 editing sites in 36 RNAs were also edited in dweorg1 mutants. 

While TDat1g15480 exhibited an early flowering phenotype, the dweorg1 mutant showed 

strong reduction in growth, germination and in formation of lateral roots. In mitochondria of 

dweorg1 mutants, transcription and transcript abundance of cox2 were unaffected, but a 

strong decrease in COX2 protein was observed. Additionally cox2 mRNA was associated with 

polysomes isolated from the Col-0 wild type, but not from dweorg1 mutants. These results 

indicate that the dweorg1 gene expresses a PPR-protein that binds cox2 mRNA and is 

required for its translation. The decreased expression of COX2 and the lowered activity of the 

complex IV as a result of the dweorg1 knockout lead to a massive disruption of the 

mitochondrial respiration which is in line with the observed phenotype.  

In addition to the disturbance of the complex IV, two-dimensional blue-native/SDS-PAGE on 

mitochondria of the dweorg1 mutant also indicate a reduced amount of the complex II of the 

mitochondrial respiratory chain. The mitochondrial localization, the importance of DWEORG1 

for the formation of the complexes II and IV and the increased amount of the alternative 

oxidase (Schmidt 2010) as a marker for mitochondrial retrograde signaling in plants (Maxwell 

et al. 1999) favor the assumption that DWEORG1 might be involved in mitochondrial ROS 

homeostasis. 
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8 Anhang 

Tabelle A 1: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Angegeben sind deren interne Bezeichnungen, ihre 
Sequenz und ihre Spezifität. 

Oligonukleotid Sequenz Spezifität 

FK482 AAGGCATGATTAGTTCCACAAATC COX2 

FK492 ATGGCTGAGGCTGATGATATTC Aktin2 

FK493 GCACAGTGTGAGACACACC Aktin2 

FK587 GTAATCCAATTCGGCTAAGCGGC Neomycinphosphotransferase III,fwd  

FK588 CCGTCGATACTATGTTATACGCC Neomycinphosphotransferase III,rev  

FK671 GAAAATGATTGTTCTAAAATGGTTATT At cox2 exon 1 

NB878 CTTGCATTATAGGTGTAGCTGCG A.thaliana cox2 5`CDS.reverse 

NB956 GTAATACGACTCACTATAGGGCTGCTTTTAGGAG
AGTGATCTG 

T7-Promotor sequenz+ A.thaliana cox2 
5`UTR (-200 vor ATG) 

AB1088 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG LbaI  

CW1123 AATTCTCCGGTCTGCGTATGAG A. thaliana At1g42970, fwd; qRT-PCR  

CW1124 TTCGCCACTGTCTCTCCTCTAA A. thaliana At1g42970, rev; qRT-PCR  

AB1331  AATGTTGACAGAGGGAATCCC   Screening FLAG_465F03  LP  

AB1332  CCGAGGATAAAACATGTTTGC   Screening FLAG_465F03  RP  

AB1333  ACACATTGTCTGCCTTCATCC   Screening GABI_188B06  LP  

AB1334  GCAGTTTGAGTTCACAGAGGC   Screening GABI_188B06  RP  

AB1373 TCACGGGTTGGGGTTTCTAC 
RB4. Right border Primer für screening von  
FLAG Linien 

AB1374 CGTGTGCCAGGTGCCCAC 
LB4. Left border Primer für screening von  
FLAG Linien.  

AB1375 ATATTGACCATCATACTCATTGC 
LB.  Screening FLAG lines; Alternative zu 
1374  

AB1376 GTGGATTGATGTGATATCTCC RB.  Screening FLAG lines; Alternative zu 
1373  

AB1381 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG o2588, Screening GABI-Kat, 680bp mit 1382  

AB1382 GAAGGCGGGAAACGACAATCTG o3269, Screening GABI-Kat, 680bp mit 1381 

AB1453 GATAACGTGAAGGCTAAGATCC qRT PCR ubq11 Fwd 145bp mit AB1454  

AB1454 GGAGGACCAAGTGAAGAGTAGA qRT PCR ubq11 Rev 145 bp mit AB1453  

AB1455 GGAAAGGATACCAACCGTAAAG 
qRT PCR At1g15480 (FLAG) Fwd 147bp mit 
AB1456  

AB1456 AAGCCGACAAGCATAATCTCTC 
qRT PCR At1g15480 (FLAG) Rev 147bp mit 
AB1456  

AB1457 GATGTACCAGAGGGAGTTGTTG 
qRT PCR At3g15590 (GABI-Kat) Fwd 145bp 
mit AB1458  

AB1458 ATTCGTACAGCTCAGATTGACC 
qRT PCR At1g15590 (GABI-Kat) Rev 145bp 
mit AB1457  

AB1463 TCGGCTTATCTGTCAGTCG P6a2atp1 

AB1464 GATTCCTAATGTGATGAAAGC Pgb2atp1 

AB1465 CTTGAACTATATCATAAACTGATCT ccb206-up 
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AB1466 CTTGTAAACTAATCGAGACCG ccb206-rev 

AB1467 TGAGAGATGTTGAAGGGG Cobup 

AB1468 CTAGTAGTAAGCAATCCGCC  Cobrev 

AB1469 ATACCATGTTCGTATGGTGG cox3a/-F 

AB1470 AAACCATGAAAGCCTGTTGC cox3b/-R 

AB1471 ACGTACATAGCTGTTCCAGC nad1-F 

AB1472 TAATTACTAGACCGACCCGC nad1-R 

AB1473 GCCTTTCTAGGAGCATTACG nad1-up 

AB1474 TTAAGGAAGCCATTGAAAGG nad1-rev 

AB1475 GAGACAAAGAAAGATCAAGGC PGAN4 

AB1476 AGCAATGATCTTCTTTAGATCG PGBN4 

AB1477 ATGTTAGAACATTTCTGTGAATG nad4-up1 

AB1478 CTCCTATAATAATGAACATAGGGA nad4-rev1 

AB1479 GAACATACAGGGAATTGGAG nad4-up2 

AB1480 CCAACAAGAAAAGGTATAAATATG nad4-rev2 

AB1481 CCTTCACTTTTAGCTTTGAATTAC orfx-up1 

AB1482 CTCTTCACGAACTTGTACAATC orfx-rev1 

AB1483 TCATTACGAAGATGTATCACG Rpl5a 

AB1484 AGTCTCATCTTGTGTGTTGG Rpl5b 

AB1943 CAACCCGAGATGTTAGAAGG Atp9a 

AB1944 TTGCTTTATGAGACTGAATGG Atp9b 

AB1945 AGCGTGTCGTTCGTAATG ccb203-up 

AB1946 ATACGTTCTACGGACCGATG ccb203-rev 

AB1947 ACAAGAAACAACCACCAGCG Ccb382a 

AB1948 TCCTTTCAGGATAAAGCGGC Ccb382b 

AB1949 GAAGGAACCGGACTTTTGAC Ccb382up 

AB1950 CGGGCTTCTATTGCTACG Ccb382rev 

AB1951 GAGAAGCCAAACTCGAACGG Ccb452up1 

AB1952 CGCACATAAGCCGCCGGGTCGC Ccb452rev1 

AB1953 CCACCCCAGCAGTAATGGTG Ccb452up2 

AB1954 GTGCCTTGACGCGCCGCAGCCAC Ccb452rev2 

AB1955 GGGTTGAAGTTTAGACCGC matRup1 

AB1956 CTATCTCCTGATCGAGCTTG matRrev1 

AB1957 GGATCGAGGTATCATTAGCC matRup2 

AB1958 CTTGTTCAGGTCTTGACCG matRrev2 

AB1959 CGGAATTTTCACCTATTTTTATC nad3-up 

AB1960 GAAGCACCCCTTTTCCATTC nad3-rev 

AB2024 GCCACTTCCCGTTCAGTTGCTG Atp4up 
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AB2025 CCGCTCTTCTGAGAGCATGAAC Atp4rev 

AB2026 TCAAAGACCAGAAGCTACGC Ccb256a 

AB2027 CAAGATACGGGTTGAGAAGG Ccb256b 

AB2028 GAAAGCAGAATTCGTTCGG Nad2-up1 

AB2029 CCCACATATGAAAAGGAACTG Nad2-rev1 

AB2030 GTTACAGCATTCCTTTCTATTGC Nad2-up2 

AB2031 GATATGAACTGAGTGCCATTTG  Nad2-rev2 

AB2032 ATTATTTCTATTTTAGGTATTCGG Nad4L-F 

AB2033 TTCTACAGCAATAGTACCTCG Nad4L-R 

AB2034 CATCCATAAGTAGCTTGGTCC Nad5a 

AB2035 CGATGACCCTCTTTAGATCG Nad5b 

AB2036 GATATGATGATTGGTTTAATACTTCTG Nad5-up 

AB2037 AACTACTCACTATCAAAATGAAAG Nad5-rev 

AB2038 GATACTTTCTGTTTTGTCGAGC Nad6-up 

AB2039 CTCATTATAGTCCTCCTAAAATC  Nad6-rev 

AB2040 CGAAGAGCAGCACCTTACGA Nad7-up 

AB2041 CTATCTATCCACCTCTCCAAACACAA Nad7-rev 

AB2042 GACGACTAGGAAAAGGCA Nad7-up2 

AB2043 AACATTACACCACTGAATCCC Nad7-R 

AB2060 GCTAGCATGTTTGCTCTTTCCAAGGT At1g15480 Klonierung GFP-Vektor, FWD, 
NheI  

AB2061 GGTACCAATCAAGGAGATCCGAGAGAG 
At1g15480 Klonierung GFP-Vektor, REV, 
KpnI  

AB2062 CCACTAGTATGTATTCGCTTTCGAGGAT 
At3g15590 Klonierung GFP-Vektor, FWD, 
SpeI  

AB2063 GGTACCATATGTCAAGTAAAACAGAC 
At3g15590 Klonierung GFP-Vektor, REV, 
KpnI  

AB2090  GGA CCT CGA GAA TTC TCA A  35S Promotor von pOL GFPS65C  

AB2091  TTT GTG CCC ATT AAC ATC AC  GFP von pOL GFPS65C  

AB2112  GGACATCAATGGTATCGGAC qRT PCR cox2 Fwd, 160bp mit AB2113  

AB2113  GAGTTTTGGCTGGTACAACC qRT PCR cox2 Rev, 160bp mit AB2112  

AB2122  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGA
AGGAGATAGAACCATGTATTCGCTTTCGAGGAT 

Gateway attB-region + Shine-Dalgarno. 
At3g15590 FWD 

AB2123 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAT
ATGTCAAGTAAAACAGACACTGG 

Gateway attB-region. At3g15590 REV 

AB2216 TGGAAAGATCGGAACATGGG nad9-F 

AB2217 GGATCATCATAGCGTACTTGG nad9-R 

AB2218 GGTCGATTAAAAGACGCAGC Rpl16up 

AB2219 CGACCACTGAACAAACTTGG Rpl16rev 

AB2220 GGGTCAAATGTTGGAACCTCG rps3-up 

AB2221 CGTTTCGGATATAGCACGTCTCC rps3-rev2 

AB2222 GGCACGAAAAGGAAATCCG rps3-up2 
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AB2223 GAGCGGGACTTATTTTGG rps3-rev 

AB2224 AGGGACGCAATGCGGC PGArps4 

AB2225 GGCGGCATCCCCTCTTAG Rps4rev 

AB2226 CGACCTATTGCTTCGCATCC Rps4up 

AB2227 GAGTGACTACGCCGATC PGBrps4 

AB2228 GGTAGAGAAGAAAAACGGCG Rps12up 

AB2229 CCGGAATTCCCATCAAATC Rps12rev 

AB2230 GGGAGTAATGACCGGCACAC Seqprimer At3g15590, 1185bp compl  

AB2231 CCCAACCACTCCCACAACTG Seqprimer At3g15590, 618bp compl  

AB2364 CATCATTCCGTGGCGTTATC SM/SpR von pB2GW (278 bp with AB2365) 

AB2365 GCACTACATTTCGCTCATCG SM/SpR von pB2GW (278 bp with AB2364) 

pJET1 Fw  GCCTGAACACCATATCCATCC pJET1 Forward Sequencing Primer 451-471 

pJET Rev GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATC pJET1 Reverse Sequencing Primer 

Fortsetzung nächste Seite 
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Abbildung A 1: In dieser Arbeit verwendete Plasmide. 
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Tabelle A 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der SNaPshot-Analysen zur Untersuchung der Edierung 
mitochondrialer Transkripte der dweorg1 Mutante. In der jeweils oberen Zeile sind die mit dem Wildtyp 
übereinstimmend edierten Positionen innerhalb des jeweiligen Gens von dweorg1 angegeben. Grau markierte 
Kästchen geben die in der Analyse nicht erfassten oder nicht auswertbaren Ergebnisse an. Gelb und orange 
markierte Kästchen geben Positionen an, die in der Analyse nicht erfasst, aber mittels Sequenzierung bestätigt 
wurden. 

 

PCR snapshot primersf r flex

1 1 atp1a 1 2 1110 1178 1292
1 1 atp1a 1 2 26R 41F 57F
2 5 atp1b 1 1 1415 1484
2 5 atp1b 1 1 50R 41F
3 1 atp4a 2 2 89 138 215 248
3 1 atp4a 2 2 22 41R 34R 30F 34F
4 7 atp4b 2 2 250 251 395 416
4 7 atp4b 2 2 41F 38R 56F 44R
5 11 atp9a 1 1 53 83
5 11 atp9a 1 1 39F 42R
6 2 atp9b 1 1 167 224
6 2 atp9b 1 1 21 53R 56F
7 3 ccb203a 2 1 65 176 208 93
7 3 ccb203a 2 1 26F 30F 26R
8 2 ccb203b2 1 1 320 344
8 2 ccb203b2 1 1 53F 50R
8 6 ccb203b1 3 2 226 259 277 356 391
8 6 ccb203b1 3 2 53F 38F 26R 34F 30R
9 1 ccb206a2 2 2 137 159 164 193
9 1 ccb206a2 2 2 44F 47F 48R 60R
9 4 ccb206a3 2 4 154 179 181 286 71 28
9 4 ccb206a3 2 4 56F 26F 34R 26R 38R 59R
9 19 ccb206a1 3 4 16 80 128 148 149 172 194
9 19 ccb206a1 3 4 47F 41R 41F 44F 44R 47R 50R

10 2 ccb206b2 2 3 367 406 475 485 569 476 494
10 2 ccb206b2 2 3 47F 41R 50F 44R 47R
10 15 ccb206b3 1 2 554 566 596
10 15 ccb206b3 1 2 38F 44R 50R
10 18 ccb206b1 7 3 304 338 379 380 424 428 467 512 551 576
10 18 ccb206b1 7 3 26F 30F 34F 26R 38F 30R 41F 44F 47F 41R
11 3 ccb256a 3 3 103 133 184 262 331 395 179
11 3 ccb256a 3 3 47R 50R 53F 56F 53R 50F
12 2 ccb256b1 6 4 400 421 436 463 497 521 548 568 624 656
12 2 ccb256b1 6 4 26F 30F 26R 30R 34R 34F 38F 38R 41F 44F
12 4 ccb256b2 3 3 21 446 458 575 614 618 673
12 4 ccb256b2 3 3 47F 41R 34F 53F 44R 47R
12 5 ccb256b3 1 2 467 608 619
12 5 ccb256b3 1 2 44R 38F 56R
13 3 ccb382a1 1 3 21 44 104 157 262
13 3 ccb382a1 1 3 30R 34R 38R 38F
13 19 ccb382a2 1 1 20 143 269
13 19 ccb382a2 1 1 59R 53F
14 6 ccb382b 2 289 378
14 6 ccb382b 2 57R 60R
15 7 ccb382c 2 1 709 710 779
15 7 ccb382c 2 1 26F 26R 30F
16 6 ccb382d 1 2 791 806 955
16 6 ccb382d 1 2 56F 51R 26F
17 3 ccb452a 3 2 50 103 122 146 155 123 175 333
17 3 ccb452a 3 2 41R 41F 44F 47F 44R
18 4 ccb452b 3 1 160 334 406 415
18 4 ccb452b 3 1 30F 38F 41F 30R
19 11 ccb452c 2 1172 1215
19 11 ccb452c 2 56F 59F
20 4 ccb452d 0 3 1246 1280 1327
20 4 ccb452d 0 3 53R 50R 56R
21 5 cox2a2 2 1 24 71 138
21 5 cox2a2 2 1 17 34F 44F 47R
21 6 cox2a1 1 1 24 27
21 6 cox2a1 1 1 21 30F 34R
22 2 cox2b 2 278 379 253
22 2 cox2b 2 56R 59R
23 8 cox2c 2 1 476 557 581
23 8 cox2c 2 1 30F 50F 30R  
24 17 cox2d 2 1 698 721 742
24 17 cox2d 2 1 41F 44F 54R
25 5 cox3a 2 3 245 257 314 413 422
25 5 cox3a 2 3 47F 34R 30R 50F 26R
26 19 cox3b 2 112 311
26 19 cox3b 2 56R 53R
27 9 cyta 2 1 286 325 118
27 9 cyta 2 1 22 26F 30R 47F
28 7 cytb 1 1 568 853
28 7 cytb 1 1 34R 47F
29 16 cytc 2 1 908 982 1084
29 16 cytc 2 1 44F 50F 53R
30 13 matRa 2 374 461
30 13 matRa 2 38F 26F
31 10 matRb 1 2 1730 1731 1751
31 10 matRb 1 2 50F 56R 47R
32 12 matRc 3 1771 1807 1895
32 12 matRc 3 44R 41R 50R
33 5 nad1a 2 2 167 265 307 308
33 5 nad1a 2 2 26F 38R 30F 41R
34 18 nad1b1 1 3 492 500 536 571
34 18 nad1b1 1 3 50F 34R 53R 59R
34 19 nad1b2 1 1 490 493
34 19 nad1b2 1 1 26F 38R
35 10 nad1c1 3 3 580 635 674 725 743 937
35 10 nad1c1 3 3 30F 26R 30R 26F 34R 44F
35 11 nad1c2 3 1 20 755 823 898 928
35 11 nad1c2 3 1 34F 41F 44F 38R
36 1 nad2a 4 2 59 89 90 344 389 394
36 1 nad2a 4 2 26F 51F 51R 54F 38F 57R
37 7 nad2b 3 3 19 400 427 461 530 558 695
37 7 nad2b 3 3 30R 41R 47R 50F 44F 53F
38 6 nad2c1 4 5 821 842 953 961 1091 1160 1279 1280 1309
38 6 nad2c1 4 5 41F 48R 44F 38R 47F 54R 50F 45R 41R
38 10 nad2c2 1 1 991 995
38 10 nad2c2 1 1 19 34F 50R
39 3 nad2d 1 2 1433 1436 1490
39 3 nad2d 1 2 34F 56R 59R
40 16 nad3a1 3 3 8 26 149 211 212 250
40 16 nad3a1 3 3 34F 38R 30F 56F 53R 47R
40 19 nad3a2 1 1 64 83
40 19 nad3a2 1 1 50F 26R
41 10 nad3b 2 1 254 347 352
41 10 nad3b 2 1 38F 41F 53R
42 1 nad4a2 0 3 124 164 197 608 659 766 767 784 836 896
42 1 nad4a2 0 3 38R 44R 54R
42 9 nad4a1 4 6 29 74 84 107 158 166 317 362 376 403
42 9 nad4a1 4 6 26R 30F 34R 47R 34F 41R 53F 56F 56R 59R
43 12 nad4b 1 1 436 449 437 IS EXIST
43 12 nad4b 1 1 38F 56R
44 8 nad4c 6 2 22 1033 1101 1129 1172 1355 1373 977 1148
44 8 nad4c 6 2 38F 41F 47R 44F 47F 41R 34F 53F
45 8 nad4La2 1 2 55 95 110
45 8 nad4La2 1 2 26R 59F 38R
45 19 nad4La1 3 2 41 86 100 131 158
45 19 nad4La1 3 2 34F 30F 30R 38F 34R
46 9 nad4LB 1 1 188 197
46 9 nad4LB 1 1 50F 50R
47 9 nad5a 3 2 155 272 358 374 398 242
47 9 nad5a 3 2 38F 41F 44F 44R 38R
48 11 nad5b1 2 6 494 548 553 608 609 676 725 764 835
48 11 nad5b1 2 6 30R 53F 47R 47F 34R 50R 30F 53R 56R
48 12 nad5b2 1 3 20 629 713 598
48 12 nad5b2 1 3 47R 36R 59R
49 18 nad5c 1 2 863 875 1275
49 18 nad5c 1 2 22 53F 44R 38R
50 4 nad5d2 2 1580 1895
50 4 nad5d2 2 44F 50F
50 10 nad5d1 2 3 1550 1610 1916 1918 1958
50 10 nad5d1 2 3 47F 44R 53F 41R 38R
51 12 nad6a1 4 2 26 53 88 89 161 169
51 12 nad6a1 4 2 41F 44F 26F 32R 53F 53R
51 13 nad6a2 1 1 95 103
51 13 nad6a2 1 1 30F 26R
52 14 nad6b 1 2 191 446 463
52 14 nad6b 1 2 47R 26F 59R
53 12 nad7a1 4 2 24 77 137 200 213 251
53 12 nad7a1 4 2 47F 31F 35F 50F 28R 24R
53 13 nad7a2 1 3 209 244 316 335
53 13 nad7a2 1 3 50R 41R 44F 44R
54 14 nad7b 2 344 578
54 14 nad7b 2 53F 56F
55 13 nad7c1 4 5 20 739 769 795 926 963 1057 1103 1124 1137
55 13 nad7c1 4 5 29R 32R 53R 41F 36R 47F 50F 53F 56R
55 15 nad7c2 2 575 679
55 15 nad7c2 2 44F 50F
56 14 nad9a 2 3 92 167 190 298 328
56 14 nad9a 2 3 47F 50F 34R 38R 41R
57 18 nad9b 2 398 439
57 18 nad9b 2 47R 50R
58 14 orfxa1 4 5 21 59 97 144 145 173 361 364 406 407 387 586
58 14 orfxa1 4 5 56R 34F 38F 26R 30R 44F 44R 30F 50R
58 16 orfxa2 2 2 161 164 377 379
58 16 orfxa2 2 2 20 41F 34R 47F 41R
59 15 orfxb1 4 6 409 412 440 505 538 581 587 643 649 693
59 15 orfxb1 4 6 26F 34R 38R 41F 26R 34F 30R 30F 41R 47R
59 17 orfxb2 3 3 474 530 665 666 700 746
59 17 orfxb2 3 3 47F 60F 50F 47R 60R 57R
60 9 rpl5a 1 1 58 59
60 9 rpl5a 1 1 59F 53R
60 16 rpl5a 1 3 35 47 64 92
60 16 rpl5a 1 3 38F 26R 30R 50R
61 17 rpl5b 2 2 169 317 329 512
61 17 rpl5b 2 2 22 51R 38F 30R 44R
62 7 rpl16a 2 2 30 34 61 209
62 7 rpl16a 2 2 34F 53R 56R 38F
63 18 rpl16b 2 1 440 506 512
63 18 rpl16b 2 1 56F 59F 56R
64 8 rps3a 1 1 64 603
64 8 rps3a 1 1 34R 26F
65 11 rps3b 2 1 1470 1534 1598
65 11 rps3b 2 1 26R 50F 26F
66 14 rps3c 1 1 1344 1352
66 14 rps3c 1 1 41F 53R
67 17 rps4a 3 4 77 88 175 226 235 299 308
67 17 rps4a 3 4 26F 41R 57F 30F 34R 34F 38R
68 16 rps4b 2 1 332 377 524
68 16 rps4b 2 1 56F 26F 44R
69 17 rps4c 1 1 956 967
69 17 rps4c 1 1 53F 26R
70 13 rps4d1 2 1 992 1042 1043
70 13 rps4d1 2 1 56F 34F 47R
70 15 rps4d2 1 1 19 1052 1057
70 15 rps4d2 1 1 53F 53R
71 8 rps12a 1 5 84 104 146 196 221 269
71 8 rps12a 1 5 53R 44R 50R 56F 56R 59R
72 15 rps12b 1 1 284 285
72 15 rps12b 1 1 47F 56R
73 1 atp6 1 475
73 1 atp6 1 30R
74 5 orf114 1 309
74 5 orf114 1 56F
75 15 orf240 1 199
75 15 orf240 1 56F
76 20 ndhBa 2 2 149 467 585 746
76 20 ndhBa 2 2 26F 26R 30F 30R
77 20 ndhBb 2 3 830 836 872 1255 1481
77 20 ndhBb 2 3 34R 38R 41R 44R 34F
78 20 ndhDa 1 1 2 383
78 20 ndhDa 1 1 47R 38F
79 20 ndhDb 2 1 674 878 887
79 20 ndhDb 2 1 41F 44F 50R
80 20 psbEF 1 1 1B 1F
80 20 psbEF 1 1 53R 47F
81 20 atpF 1 92
81 20 atpF 1 50F
82 4 accD 749
82 4 accD 1 59F
83 11 clpP 1 559
83 11 clpP 1 59R
84 3 matK 1 706
84 3 matK 1 59F
85 6 ndhF 1 290
85 6 ndhF 1 60F
86 16 ndhG 1 50
86 16 ndhG 1 59F
87 7 petL 1 5
87 7 petL 1 50R
88 2 rpoBa 1 1 338 551
88 2 rpoBa 1 1 59F 47R
89 10 rpoBb 1 2432
89 10 rpoBb 1 56F
90 12 rps14 149
90 12 rps14 59F
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1 1 atp1a 1 2 1110 1178 1292
1 1 atp1a 1 2 26R 41F 57F
2 5 atp1b 1 1 1415 1484
2 5 atp1b 1 1 50R 41F
3 1 atp4a 2 2 89 138 215 248
3 1 atp4a 2 2 22 41R 34R 30F 34F
4 7 atp4b 2 2 250 251 395 416
4 7 atp4b 2 2 41F 38R 56F 44R
5 11 atp9a 1 1 53 83
5 11 atp9a 1 1 39F 42R
6 2 atp9b 1 1 167 224
6 2 atp9b 1 1 21 53R 56F
7 3 ccb203a 2 1 65 176 208 93
7 3 ccb203a 2 1 26F 30F 26R
8 2 ccb203b2 1 1 320 344
8 2 ccb203b2 1 1 53F 50R
8 6 ccb203b1 3 2 226 259 277 356 391
8 6 ccb203b1 3 2 53F 38F 26R 34F 30R
9 1 ccb206a2 2 2 137 159 164 193
9 1 ccb206a2 2 2 44F 47F 48R 60R
9 4 ccb206a3 2 4 154 179 181 286 71 28
9 4 ccb206a3 2 4 56F 26F 34R 26R 38R 59R
9 19 ccb206a1 3 4 16 80 128 148 149 172 194
9 19 ccb206a1 3 4 47F 41R 41F 44F 44R 47R 50R

10 2 ccb206b2 2 3 367 406 475 485 569 476 494
10 2 ccb206b2 2 3 47F 41R 50F 44R 47R
10 15 ccb206b3 1 2 554 566 596
10 15 ccb206b3 1 2 38F 44R 50R
10 18 ccb206b1 7 3 304 338 379 380 424 428 467 512 551 576
10 18 ccb206b1 7 3 26F 30F 34F 26R 38F 30R 41F 44F 47F 41R
11 3 ccb256a 3 3 103 133 184 262 331 395 179
11 3 ccb256a 3 3 47R 50R 53F 56F 53R 50F
12 2 ccb256b1 6 4 400 421 436 463 497 521 548 568 624 656
12 2 ccb256b1 6 4 26F 30F 26R 30R 34R 34F 38F 38R 41F 44F
12 4 ccb256b2 3 3 21 446 458 575 614 618 673
12 4 ccb256b2 3 3 47F 41R 34F 53F 44R 47R
12 5 ccb256b3 1 2 467 608 619
12 5 ccb256b3 1 2 44R 38F 56R
13 3 ccb382a1 1 3 21 44 104 157 262
13 3 ccb382a1 1 3 30R 34R 38R 38F
13 19 ccb382a2 1 1 20 143 269
13 19 ccb382a2 1 1 59R 53F
14 6 ccb382b 2 289 378
14 6 ccb382b 2 57R 60R
15 7 ccb382c 2 1 709 710 779
15 7 ccb382c 2 1 26F 26R 30F
16 6 ccb382d 1 2 791 806 955
16 6 ccb382d 1 2 56F 51R 26F
17 3 ccb452a 3 2 50 103 122 146 155 123 175 333
17 3 ccb452a 3 2 41R 41F 44F 47F 44R
18 4 ccb452b 3 1 160 334 406 415
18 4 ccb452b 3 1 30F 38F 41F 30R
19 11 ccb452c 2 1172 1215
19 11 ccb452c 2 56F 59F
20 4 ccb452d 0 3 1246 1280 1327
20 4 ccb452d 0 3 53R 50R 56R
21 5 cox2a2 2 1 24 71 138
21 5 cox2a2 2 1 17 34F 44F 47R
21 6 cox2a1 1 1 24 27
21 6 cox2a1 1 1 21 30F 34R
22 2 cox2b 2 278 379 253
22 2 cox2b 2 56R 59R
23 8 cox2c 2 1 476 557 581
23 8 cox2c 2 1 30F 50F 30R  
24 17 cox2d 2 1 698 721 742
24 17 cox2d 2 1 41F 44F 54R
25 5 cox3a 2 3 245 257 314 413 422
25 5 cox3a 2 3 47F 34R 30R 50F 26R
26 19 cox3b 2 112 311
26 19 cox3b 2 56R 53R
27 9 cyta 2 1 286 325 118
27 9 cyta 2 1 22 26F 30R 47F
28 7 cytb 1 1 568 853
28 7 cytb 1 1 34R 47F
29 16 cytc 2 1 908 982 1084
29 16 cytc 2 1 44F 50F 53R
30 13 matRa 2 374 461
30 13 matRa 2 38F 26F
31 10 matRb 1 2 1730 1731 1751
31 10 matRb 1 2 50F 56R 47R
32 12 matRc 3 1771 1807 1895
32 12 matRc 3 44R 41R 50R
33 5 nad1a 2 2 167 265 307 308
33 5 nad1a 2 2 26F 38R 30F 41R
34 18 nad1b1 1 3 492 500 536 571
34 18 nad1b1 1 3 50F 34R 53R 59R
34 19 nad1b2 1 1 490 493
34 19 nad1b2 1 1 26F 38R
35 10 nad1c1 3 3 580 635 674 725 743 937
35 10 nad1c1 3 3 30F 26R 30R 26F 34R 44F
35 11 nad1c2 3 1 20 755 823 898 928
35 11 nad1c2 3 1 34F 41F 44F 38R
36 1 nad2a 4 2 59 89 90 344 389 394
36 1 nad2a 4 2 26F 51F 51R 54F 38F 57R
37 7 nad2b 3 3 19 400 427 461 530 558 695
37 7 nad2b 3 3 30R 41R 47R 50F 44F 53F
38 6 nad2c1 4 5 821 842 953 961 1091 1160 1279 1280 1309
38 6 nad2c1 4 5 41F 48R 44F 38R 47F 54R 50F 45R 41R
38 10 nad2c2 1 1 991 995
38 10 nad2c2 1 1 19 34F 50R
39 3 nad2d 1 2 1433 1436 1490
39 3 nad2d 1 2 34F 56R 59R
40 16 nad3a1 3 3 8 26 149 211 212 250
40 16 nad3a1 3 3 34F 38R 30F 56F 53R 47R
40 19 nad3a2 1 1 64 83
40 19 nad3a2 1 1 50F 26R
41 10 nad3b 2 1 254 347 352
41 10 nad3b 2 1 38F 41F 53R
42 1 nad4a2 0 3 124 164 197 608 659 766 767 784 836 896
42 1 nad4a2 0 3 38R 44R 54R
42 9 nad4a1 4 6 29 74 84 107 158 166 317 362 376 403
42 9 nad4a1 4 6 26R 30F 34R 47R 34F 41R 53F 56F 56R 59R
43 12 nad4b 1 1 436 449 437 IS EXIST
43 12 nad4b 1 1 38F 56R
44 8 nad4c 6 2 22 1033 1101 1129 1172 1355 1373 977 1148
44 8 nad4c 6 2 38F 41F 47R 44F 47F 41R 34F 53F
45 8 nad4La2 1 2 55 95 110
45 8 nad4La2 1 2 26R 59F 38R
45 19 nad4La1 3 2 41 86 100 131 158
45 19 nad4La1 3 2 34F 30F 30R 38F 34R
46 9 nad4LB 1 1 188 197
46 9 nad4LB 1 1 50F 50R
47 9 nad5a 3 2 155 272 358 374 398 242
47 9 nad5a 3 2 38F 41F 44F 44R 38R
48 11 nad5b1 2 6 494 548 553 608 609 676 725 764 835
48 11 nad5b1 2 6 30R 53F 47R 47F 34R 50R 30F 53R 56R
48 12 nad5b2 1 3 20 629 713 598
48 12 nad5b2 1 3 47R 36R 59R
49 18 nad5c 1 2 863 875 1275
49 18 nad5c 1 2 22 53F 44R 38R
50 4 nad5d2 2 1580 1895
50 4 nad5d2 2 44F 50F
50 10 nad5d1 2 3 1550 1610 1916 1918 1958
50 10 nad5d1 2 3 47F 44R 53F 41R 38R
51 12 nad6a1 4 2 26 53 88 89 161 169
51 12 nad6a1 4 2 41F 44F 26F 32R 53F 53R
51 13 nad6a2 1 1 95 103
51 13 nad6a2 1 1 30F 26R
52 14 nad6b 1 2 191 446 463
52 14 nad6b 1 2 47R 26F 59R
53 12 nad7a1 4 2 24 77 137 200 213 251
53 12 nad7a1 4 2 47F 31F 35F 50F 28R 24R
53 13 nad7a2 1 3 209 244 316 335
53 13 nad7a2 1 3 50R 41R 44F 44R
54 14 nad7b 2 344 578
54 14 nad7b 2 53F 56F
55 13 nad7c1 4 5 20 739 769 795 926 963 1057 1103 1124 1137
55 13 nad7c1 4 5 29R 32R 53R 41F 36R 47F 50F 53F 56R
55 15 nad7c2 2 575 679
55 15 nad7c2 2 44F 50F
56 14 nad9a 2 3 92 167 190 298 328
56 14 nad9a 2 3 47F 50F 34R 38R 41R
57 18 nad9b 2 398 439
57 18 nad9b 2 47R 50R
58 14 orfxa1 4 5 21 59 97 144 145 173 361 364 406 407 387 586
58 14 orfxa1 4 5 56R 34F 38F 26R 30R 44F 44R 30F 50R
58 16 orfxa2 2 2 161 164 377 379
58 16 orfxa2 2 2 20 41F 34R 47F 41R
59 15 orfxb1 4 6 409 412 440 505 538 581 587 643 649 693
59 15 orfxb1 4 6 26F 34R 38R 41F 26R 34F 30R 30F 41R 47R
59 17 orfxb2 3 3 474 530 665 666 700 746
59 17 orfxb2 3 3 47F 60F 50F 47R 60R 57R
60 9 rpl5a 1 1 58 59
60 9 rpl5a 1 1 59F 53R
60 16 rpl5a 1 3 35 47 64 92
60 16 rpl5a 1 3 38F 26R 30R 50R
61 17 rpl5b 2 2 169 317 329 512
61 17 rpl5b 2 2 22 51R 38F 30R 44R
62 7 rpl16a 2 2 30 34 61 209
62 7 rpl16a 2 2 34F 53R 56R 38F
63 18 rpl16b 2 1 440 506 512
63 18 rpl16b 2 1 56F 59F 56R
64 8 rps3a 1 1 64 603
64 8 rps3a 1 1 34R 26F
65 11 rps3b 2 1 1470 1534 1598
65 11 rps3b 2 1 26R 50F 26F
66 14 rps3c 1 1 1344 1352
66 14 rps3c 1 1 41F 53R
67 17 rps4a 3 4 77 88 175 226 235 299 308
67 17 rps4a 3 4 26F 41R 57F 30F 34R 34F 38R
68 16 rps4b 2 1 332 377 524
68 16 rps4b 2 1 56F 26F 44R
69 17 rps4c 1 1 956 967
69 17 rps4c 1 1 53F 26R
70 13 rps4d1 2 1 992 1042 1043
70 13 rps4d1 2 1 56F 34F 47R
70 15 rps4d2 1 1 19 1052 1057
70 15 rps4d2 1 1 53F 53R
71 8 rps12a 1 5 84 104 146 196 221 269
71 8 rps12a 1 5 53R 44R 50R 56F 56R 59R
72 15 rps12b 1 1 284 285
72 15 rps12b 1 1 47F 56R
73 1 atp6 1 475
73 1 atp6 1 30R
74 5 orf114 1 309
74 5 orf114 1 56F
75 15 orf240 1 199
75 15 orf240 1 56F
76 20 ndhBa 2 2 149 467 585 746
76 20 ndhBa 2 2 26F 26R 30F 30R
77 20 ndhBb 2 3 830 836 872 1255 1481
77 20 ndhBb 2 3 34R 38R 41R 44R 34F
78 20 ndhDa 1 1 2 383
78 20 ndhDa 1 1 47R 38F
79 20 ndhDb 2 1 674 878 887
79 20 ndhDb 2 1 41F 44F 50R
80 20 psbEF 1 1 1B 1F
80 20 psbEF 1 1 53R 47F
81 20 atpF 1 92
81 20 atpF 1 50F
82 4 accD 749
82 4 accD 1 59F
83 11 clpP 1 559
83 11 clpP 1 59R
84 3 matK 1 706
84 3 matK 1 59F
85 6 ndhF 1 290
85 6 ndhF 1 60F
86 16 ndhG 1 50
86 16 ndhG 1 59F
87 7 petL 1 5
87 7 petL 1 50R
88 2 rpoBa 1 1 338 551
88 2 rpoBa 1 1 59F 47R
89 10 rpoBb 1 2432
89 10 rpoBb 1 56F
90 12 rps14 149
90 12 rps14 59F
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Abbildung A 2: Analyse der RNA-Edierung des cox2-Transkripts aus Polysomen von Wildtyp- und 
dweorg1 Pflanzen. Elektropherogramme von sechs Edierungspositionen des cox2-Transkripts aus den 
Polysomenfraktionen zwei bis acht. Die Edierungsposition +138 ist partiell ediert.  
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