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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Chloroplasten

Chloroplasten sind semiautonome Zellorganellen, die bei allen eukaryontischen photoauto-
trophen Organismen, d. h. bei Algen und hoéheren Pflanzen, vorkommen. Die wichtigste
biochemische Leistung dieser Organellen besteht in den Photosynthese-Reaktionen, die den
pflanzlichen Organismus mit der notwendigen chemischen Energie versorgen. Man bezeichnet
Chloroplasten als ,,semiautonom”, da sie innerhalb der Pflanzenzelle eine begrenzte genetische
Eigenstandigkeit besitzen: Sie verfiigen iiber ein eigenes Genom und einen eigenen Genexpres-
sionsapparat — alle Enzymkomplexe der Chloroplasten (einschlie8lich der Ribosomen) sind aus
kern- wie organell-kodierten Genen zusammengesetzt. Zu den besonderen Eigenschaften der
Plastiden als begrenzt autonome Zellorganellen gehort auch ihre Vermehrung: Chloroplasten
entstehen nicht de novo, sondern durch Teilung vorhandener Plastiden. In Blattprimordien
liegen Plastiden als undifferenzierte Formen, sog. Proplastiden vor. Diese Proplastiden diffe-
renzieren sich parallel zur Blattentwicklung zu reifen Chloroplasten. Dabei nimmt zunéchst
das Plastidenvolumen zu, dann kommt es unter dem Einflul von Licht zur Ausbildung der
charakeristischen Feinstruktur des Chloroplasten, insbesondere zur Ausbreitung der Thyla-
koidmembranen und der Akkumulation der photosynthetischen Enzymkomplexe. Auch die
Zahl der Plastiden pro Zelle steigt bei hoheren Pflanzen deutlich an, bei Gerste von ca. 10
auf ca. 65 pro Zelle (Ubersicht: Mullet, 1988).

Nach den Vorstellungen der Endosymbionten-Theorie geht man davon aus, dafl Plastiden
— wie auch Mitochondien — als Nachfahren ehemals selbstéindig lebender prokaryontischer
Organismen (aus der Gruppe der Eubacteria) anzusehen sind. Dies stiitzt sich u. a. auf die
grundlegenden Merkmale des Genexpressionsapparates der Plastiden: Plastidére Ribosomen
gehoren zum eubakteriellen 70S-Typ, das Chloroplastengenom besteht in der Regel aus einem
einzigen ringférmigen DNA-Molekiil, das allerdings in reifen Chloroplasten hochpolyploid
vorliegt (ca. 50 Genomkopien pro Organell, wihrend der Blattentwicklung auf bis zu 1000
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Genome ansteigend). Plastidire Promotoren zeigen Ahnlichkeiten zum bakteriellen ,,~35/—
10”-Typ. Die Ahnlichkeit zu Eubakterien gilt auch fiir die plastidiren tRNAs.

Proplastiden sind zwar nicht photosynthetisch aktiv, besitzen aber bereits eine basale Gen-
expression und spielen ebenso wie reife Plastiden eine Rolle im Aminoséure- und Lipidstoff-
wechsel der Pflanzenzelle. Neben der Entwicklung von Proplastiden zu Chloroplasten, die
fiir Mesophyllgewebe charakteristisch ist, kénnen sich Proplastiden auch zu Amyloplasten
(Stérkespeicher), Leukoplasten (in Wurzeln), und Chromoplasten (in Bliitenbldttern) ent-
wickeln (Kirk & Tilney-Bassett, 1978; Reinert, 1980). Proplastiden entwickeln sich in dunkel
gehaltenen Pflanzen zunéchst zu wenig differenzierten Etioplasten. Diese sind zwar dhnlich
grof} wie reife Chloroplasten, dafiir aber frei von Thylakoiden und damit auch von photosyn-
thetischen Membrankomplexen. Erst bei Belichtung kommt es zur Umwandlung in den reifen
Chloroplasten. Generell sind alle Plastidentypen ineinander umwandelbar, zum Beispiel wan-
deln sich wihrend der Bliitenentwicklung Chloroplasten in Chromoplasten um (Sitte et al.,
1980).

1.2 Genexpression in Chloroplasten

1.2.1 Genom und Transkription

Genom. Die Grofle des ringformigen Chloroplastengenoms betréigt bei héheren Pflanzen
ca. 120 bis 160 kb und ist dhnlich wie in Bakterien in Nukleoiden organisiert (Palmer, 1985;
Sugiura, 1989; Kuroiwa, 1991). Zur Zeit sind die kompletten Sequenzen der Chloroplastenge-
nome von sechs hoheren Pflanzen bekannt (Arabidopsis thaliana [Sato et al., 1999], Nicotiana
tabacum [Shinozaki et al., 1986], Oenothera elata [Hupfer, 2000], Oryza sativa [Hiratsuka et
al., 1989], Zea mays [Maier et al., 1995] und Pinus thunbergii [Wakasugi et al., 1994]). Die
Chloroplasten-DNA der hoheren Pflanzen enthilt eine grofie invertierte Sequenzwiederholung
(,,inverted Repeat” /IR-Region) deren Lénge 6 bis 76 kb betragen kann und die eine grofere
einfach vorhandene Region von einer kleineren abgrenzt (,,large single copy region” LSC /
,,small single copy region” SSC). Die Komplexitit des Chloroplastengenoms ist bei Angio-
spermen vergleichsweise einheitlich; physikalische Groflienunterschiede des Genoms kommen
im wesentlichen durch unterschiedliche Léngen der IR-Regionen zustande. Pflanzen der Ord-
nung Fabales und Gymnospermen enthalten (soweit bekannt) keine IR-Regionen (Palmer,
1985; Sugiura, 1992). Der Gengehalt des Plastoms — und damit die Balance zwischen kern-
und plastidenkodierten Genprodukten — ist unter den Angiospermen stark konserviert. Man
findet im Plastom etwa 100 Proteingene sowie Gene fiir die ribosomalen RNAs und Transfer-
RNAs. Funktionell lassen sich die Chloroplastengene in zwei Gruppen einteilen: rRNA- und
tRNA-Gene bilden zusammen mit Genen fiir ribosomale Proteine sowie RNA-Polymerase-

Untereinheiten eine Gruppe von Genen mit basalen Funktionen im Genexpressionsapparat
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(,,Haushaltsgene”), die iibrigen Gene kodieren Untereinheiten der photosynthetischen En-
zymkomplexe (Photosystem I & II, Cytochrom bgf-Komplex, CFyCF1-ATPase, grofie Unter-
einheit der RubisCO) oder haben keine bekannte Funktion. In héheren Pflanzen sind etwa je
ein Drittel der Photosynthese-Proteine und der ribosomalen Proteine in der Chloroplasten-
DNA kodiert. Samtliche rRNAs und tRNAs des Chloroplasten sind plastom-kodiert — ein
Transport von (kernkodierten) ribosomalen und Transfer-RNAs aus dem Cytosol in Chlo-
roplasten ist bisher nicht bekannt. Ahnlich wie in Prokaryonten sind die Gene im Plastom
typischerweise in Operons organisiert, die zum Teil auch im Detail noch an ihren eubakteriel-
len Ursprung erinnern wie z. B. das rpl23-Operon bei Tabak, das homolog zum S10-Operon
bei E. coli ist (Tanaka et al., 1986). Plastiddre Gene konnen auch Introns enthalten, so daf
reife mRNA-Molekiile durch Spleifien erzeugt werden miissen (siehe Kap. 1.2.2).

Transkription. Das Chloroplastengenom wird von zwei verschiedenen RNA-Polymerasen
transkribiert, von denen die eine im Chloroplastengenom kodiert ist (,,plastid encoded poly-
merase” PEP) und die andere im Kerngenom (,,nuclear encoded polymerase” NEP) (Maliga,
1998). Die kernkodierte Polymerase transkribiert Gene, die fiir den Genexpressionsapparat
bendétigt werden; die von ihr erkannten Promotoren weisen ein charakteristisches Sequenz-
motiv (C-R-T) auf, das hinreichend fiir die Initiation ist. Nach derzeitigem Erkenntnisstand
handelt es sich bei der NEP um ein einziges Polypeptid von 110 bis 113 kDa, dessen putatives
Gen (RpoZ) in Arabidosis indentifiziert wurde (Hedtke et al., 1997, Iratni et al., 1993). Die
plastidenkodierte Polymerase ist mit ihrer as 33 -Untereinheitenzusammensetzung der eu-
bakteriellen RNA-Polymerase homolog; ihre Promotoren gehéren zum eubakteriellen ,,-35/-
10”-Typ. Man geht allerdings davon aus, dafi die PEP in reifen Chloroplasten einen gréfieren
Komplex mit zusétzlichen regulatorischen Polypeptiden ausbildet (Enzym A), wihrend in
Etioplasten ein as(3’-Core-Enzym (Enzym B) vorliegt (Pfannschmidt et al., 1998). Die
PEP transkribiert in erster Linie die Gene der Photosynthese-Proteine, offensichtlich wer-
den aber viele Chloroplastengene von beiden Polymerase-Typen transkribiert (Maliga, 1998).
Beide plastiddren RNA-Polymerasen sind zumindest voriibergehend mit regulatorischen Pro-
teinen, Chloroplasten-o-Faktoren, assoziiert, die — soweit bekannt — kernkodiert sind (Oikawa
et al., 1998; Isono et al., 1998). Generell spielt die Transkription in Chloroplasten nur eine
untergeordnete Rolle bei der Genregulation, insbesondere hinsichtlich der genspezifischen ent-
wicklungsabhiingigen Regulation (Ubersicht: Gruissem & Tonkyn, 1993). Dennoch diirften &
-ghnliche Faktoren u. a. eine Rolle bei der lichtabhéingigen Transkriptionsregulation spielen,
wie es bei Oryza beschrieben wurde: Der Spiegel des o-dhnlichen Faktors ,,0s-sigA” wird bei
Belichtung gewebespezifisch erhoht, was dessen Mitwirkung bei der lichtinduzierten Erhohung
der Transkriptionsrate in Chloroplasten nahelegt (Tozawa et al., 1998). Plastiddre Transkrip-
tionsfaktoren kénnen durch Phosphorylierung entwicklungsabhiingig reguliert werden (Tiller
& Link, 1993; Baginsky et al., 1997). Prinzipiell kann die Transkriptionsrate in Chloroplasten
stark variieren, in Gerste wurden Anderungen um das 300fache festgestellt (Rapp et al., 1992).

Generell steigt die Transkriptionsrate in jungen Choroplasten bzw. Proplastiden wéhrend der
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Reifung nach Belichtung zunéchst stark an und nimmt dann im reifen Organell wieder ab, so
beschrieben fiir Gerste (Mullet & Klein, 1992), Spinat (Deng & Gruissem, 1987) und Mais
(Rodermel 1985). Diese Anderungen der Transkriptionsrate sind — wie bereits erwihnt —
eher globaler Natur und kénnen zur Erklarung genspezifischer Regulation nicht herangezogen
werden (Mayfield et al., 1995). Eine Ausnahme ist z.B. das psbC-psbD-Operon in Gerste, das
eine spezifische lichtinduzierte Erhohung der Transkription zeigt (Christopher et al., 1992;
Sexton et al., 1990).

1.2.2 mRNA-Prozessierung & mRNA-Stabilitét

mRNA-Prozessierung. Wie in Eubakterien sind auch in Chloroplasten die meisten Gene zu
Operons zusammengefafit, die polycistronische Primértranskripte liefern. In der Regel werden
diese Pr&-mRNAs durch folgende Prozessierungsreaktionen in reife mono- oder dicistronische
mRNAs iiberfiihrt, die den dominierdenden Anteil der mRNA in Chlorplasten bilden. (Gruis-
sem & Tonkyn, 1993). Allerdings kénnen plastiddire mRNAs auch in polycistronischer Form
effizient translatiert werden (Barkan, 1988; Staub & Maliga, 1995), fiir monocistronische
Prozessierungsprodukte ist lediglich eine erhdhte Translationsrate diskutiert worden, die im
Einzelfall eine Moglichkeit zur differentiellen Translation und damit zur differentiellen Gen-
expression bietet (Barkan et al., 1994). Aufgrund der bisher vorliegenden Befunde kommt
der Reifung polycistronischer Primértranskripte keine allgemeine entscheidende Bedeutung
in der differentiellen Genexpression zu (Ubersicht: Mayfield et al., 1995).

Eine Reihe plastidédrer Gene enthélt Introns, die wihrend der Transkriptreifung entfernt wer-
den. Die Introns kénnen sowohl der Gruppe I angehoéren, bei denen das Spleiflien durch
einen aktiviertes Guanosin-Nukleotid initiiert wird (Angriff auf die 5 -Spleifistelle zum Losen
der Phosphodiesterbindung), als auch der Gruppe II; hierbei wird das Spleifien durch ein
aktiviertes Adenin eingeleitet, das nach Angriff an der 5’-Spleifistelle ein charakteristisches
Lasso-Intermediat bildet (Somanchi & Mayfield, 1999). Die Kenntnisse iiber die plastidare
Spleiimaschinerie sind noch begrenzt, die Analyse von nukledren Mutanten in Chlamydomo-
nas (ac20) und Mais (crs1, crs2) hat jedoch ergeben, dafl zumindest die Schliisselfaktoren des
SpleiBapparates im Zellkern kodiert sind und unmittelbar am Spleifivorgang mitwirken (Her-
rin et al., 1997; Fisk et al., 1999; Jenkins et al., 1999). Trans-Spleifien ist ein sehr komplexes
Phénomen, das auch in Chloroplasten vorkommt (rps2 in hoheren Pflanzen, psaA in Chla-
mydomonas). Das psaA-Gen in Chlamydomonas ist in drei Teilen iiber das Genom verteilt,
die verschiedenen Operons angehéren. Um die zum Spleilen von Gruppe-II-Introns notwen-
dige Struktur auszubilden, wird eine weitere plastiddire RNA (tscA) benotigt (Goldschmidt-
Clermont et al., 1991). Nukleiire Gene sind an den Vorgéingen des Trans-Spleifiens beteiligt
(Goldschmidt-Clermont et al., 1990).

Neben der Entfernung von Introns werden reifende Pra-mRNAs auch am 5’- und 3’-Ende

durch Nukleasen prozessiert. Die psbA-mRNA von Chlamydomonas wird am 5°-Ende durch
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einen endonukleolytischen Schnitt um 54 nt verkiirzt, dabei wird eine Haarnadel-Sekundér-
struktur abgeschnitten (Bruick & Mayfield, 1998). Dieses Prozessierungsereignis erfordert die
aktive Translation, da Hemmung der Translation zum Verlust der Prozessierung fiithrt. Dieser
Hinweis auf eine enge funktionelle Verbindung von RNA-Prozessierung und Translation wird
auch durch den Befund unterstiitzt, dal mRNA-bindende Proteine des Chloroplasten sowohl
an reife mRNA als auch an die noch unprozessierten Vorldaufer-RNAs binden (Nakamura et
al., 1999). Die Prozessierung des 3 ’-Endes wird auf RNA-Ebene durch Haarnadelstrukturen
vermittelt, die sich aufgrund selbstkomplementérer Sequenzmotive ausbilden. Thre Funktion
bei der mRNA-Prozessierung wird als Barriere gegen den 3°—5 "-exonukleolytischen Abbau
postuliert (Stern & Gruissem, 1987; Adams & Stern, 1990; Stern et al., 1991; Rott et al.,
1998).

Einige mRNAs werden Editing-Prozessen unterzogen (Hoch et al. 1991, Kudla et al. 1992).
Dies ist insbesondere dann bedeutsam, wenn erst durch RNA-Editing Initiatorcodons fiir die
Translation erzeigt werden (rpl2 in Mais, psbL in Spinat und Tabak). Im Falle des psbF-psbL-
Transkriptes in Tabak wird differentielle Genexpression durch Editing vermittelt: In Samen
und Wurzeln wird das Editing unterdriickt, so dafl psbL nicht translatiert werden kann (Bock
et al., 1993). Aufgrund neuerer Untersuchungen scheint plastiddres RNA-Editing nicht ohne
plastidére Translation auszukommen, man vermutet daher, daf§ im Chloroplastengenom wie
im Zellkern plastididre Editingfaktoren kodiert werden (Bock & Koop, 1997; Karcher & Bock,
1998).

mRNA-Stabilitdt. Wiahrend der Blattentwicklung kommt es in den Chloroplasten zu einer
auffilligen differentiellen Akkumulation von mRNAs. Gleichzeitig nehmen die entsprechen-
den Transkriptionsraten ab, ohne daf} in jedem Fall ein quantitatver Zusammenhang zwischen
Transkriptionsrate und mRNA-Akkumulation festgestellt werden konnte (Rapp et al., 1992).
So ist in dunkel herangezogenen Kotyledonen die rbcL-mRNA 7 — 10fach hoher konzentriert
als die psbA-mRNA, obwohl das psbA-Gen eine hohere Transkriptionsrate besitzt. Nach
Belichtung erreicht der psbA-mRNA-Spiegel den von rbcL, wobei sich die jeweiligen Tran-
skriptionsraten nicht dndern (Gruissem et al. 1988). Direkte mRNA-Zerfallsuntersuchungen
in vivo bestéitigten die Rolle der mRNA-Stabilitét fiir die differentielle mRNA-Akkumulation:
in Spinat nimmt die Halbwertszeit der psbA-mRNA in Verlauf der Blattentwicklung von 4 —
5 h auf iiber 10 h zu, wiahrend die Halbwertszeit der rbcL-mRNA bei 4 — 5 h konstant bleibt
(Klaff & Gruissem, 1991). In Gerste werden die Stabilitdten plastiddrer mRNAs wéhrend
der Chloroplastenentwicklung in unterschiedlichem Mafle verdndert, beispielsweise bleibt die
Halbwertszeit der atpB-mRNA bei ca. 8 h konstant, wihrend sich bei der psbA-mRNA die
Halbwertszeit von 8 h auf tiber 40 h erhoht (Kim et al., 1993). Plastiddire mRNAs sind
also erheblich stabiler als bakterielle Transkripte, deren Halbwertszeiten im Bereich von Se-
kunden bis Minuten liegen (siehe Kap. 1.3.2). Fiir die rbcL-mRNA ist in Mesophyll- und

Biindelscheidenzellen des Fuchsschwanzes (Amaranthus) eine zellspezifische Regulation der
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mRNA-Stabilitidt vorgeschlagen worden (Boinski et al., 1993).

Am Beispiel der psaA-mRNA in Spinat wurde eine Abhéngigkeit der mRNA-Stabilitdt von
der Lichtqualitit nachgewiesen (Deng et al., 1989). Pflanzen, die unter Rotlicht wachsen,
das vorwiegend vom Photosystem I absorbiert wird, zeigen deutlich (5 — 15fach) reduzier-
te Spiegel speziell der psaA-mRNA - diese codiert das P700-Chlorophyll-a-Apoprotein Al
im Photosystem I. Dieser Effekt ist durch die nur geringfiigig reduzierte Transkriptionsra-
te nicht zu erkldren: Hier liegt offenbar eine spezifische durch intensives Rotlicht induzierte

Destabilisierung der psaA-mRNA vor.

Neben den genannten Faktoren spielt auch die Translation bzw. Ribosomenbindung einer
mRNA eine wichtige Rolle fiir ihre Stabilitdt: Analysen von nukledren Mutanten in Chlamy-
domonas (Kuchka et al., 1989) und Mais (Barkan 1993) ergaben, daf} die Bindung von Riboso-
men — dhnlich wie bei Bakterien — die mRNA stabilisiert. Untersuchungen an Spinatbléttern
unter in-vivo-Bedingungen zeigten jedoch, dafl die Behandlung mit Chloramphenicol, das die
mRNAs in einen polysomenassoziierten Zustand zwingt, zu beschleunigtem Zerfall der psbA-
und rbceL-mRNA fiihrt; Lincomycin, welches die Assoziation in Polysomen, nicht aber die
Initiation verhindert, hat eine stabilisierende Wirkung auf die psbA- und rbeL-mRNA (Klaff
& Gruissem 1991). Ahnliches konnte zuvor in Chlamydomonas gezeigt werden (Spreitzer
et al. 1985): Plastidére nonsense-Mutanten, die zu vorzeitigem Abbruch der Translation
fithren, lassen die betroffene mRNA unverhéltnisméfig stark akkumulieren, ohne daf sich die
Transkriptionsrate erhoht. Diese Befunde machen deutlich, dafl Translation bzw. Riboso-
menbindung eine erhebliche Wirkung auf die plastiddre mRNA-Stabilitdt in Griinalgen und

hoheren Pflanzen ausiiben.

1.2.3 Translation

Reife funktionelle mRNAs in Chloroplasten besitzen keine Cap-Strukturen oder Poly(A)-
Reste wie reife cytosolische mRNAs. Poly(A)-reiche Sequenzen, die in bestimmten plastidiren
mRNA-Spezies gefunden wurden, sind offenbar Signale fiir den schnellen exonukleolytischen
Abbau dieser mRNAs (siehe Kap. 1.3.1). Plastiddre Transkripte besitzen ein 5 -Triphosphat,
sofern das reife 5 °-Ende nicht durch Prozessierung erzeugt wurde. Bei der Translationsregula-
tion stellen Chloroplasten eine Zwischenform von Pro- und Eukaryonten dar. Die grundlegen-
de Translationsmaschinerie zeigt weitgehend prokaryontische Eigenschaften (70S-Ribosomen),
dariiberhinaus wurden aber auch regulatorische Komponenten der — eukaryontischen — Wirts-
zelle in den Chloroplasten integriert (Ubersicht: Sugiura et al., 1998; Bruick & Mayfield,
1999). In Chloroplasten kénnen manche polycistronische mRNAs sowohl als reife mono- oder
dicistronische Transkripte, wie auch als unprozessierte mRNA translatiert werden; dabei ist
die Translation der reifen mRNA-Form deutlich effizienter. Dies wurde anhand der mRNA
des psbB-Operons bei Mais gezeigt (Barkan, 1988; Barkan et al., 1994). Wihrend in E. coli
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nahezu alle mRNAs SHINE-DALGARNO-Sequenzen als Ribosomen-Bindestellen in einem kon-
servierten Abstand von 742 nt stromaufwirts des Startcodons besitzen (Shine & Dalgarno,
1974; McCarthy & Brimacombe, 1994), so ist die Situation in Chloroplasten deutlich anders:
Etwa bei einem Drittel der Protein-Leserahmen fehlt diese Signalsequenz ganz, bei anderen
findet sich eine SHINE-DALGARNO-dhnliche Sequenz, aber nicht einem konservierten Abstand
zum Translations-Startcodon (Ruf & Kossel, 1988; Bonham-Smith & Bourque, 1989; Sugiura
et al., 1998).

Bei der Regulation der Translation spielt die 5 -untranslatierte Region der mRNA eine ent-
scheidende Rolle (Sakamoto et al., 1993). Kernkodierte plastidére Proteine, die an diese
Region der mRNA binden, kommen als Regulatoren der Translation in Frage (Hotchkiss et
al., 1999, Klaff & Gruissem, 1995). In Spinat wurde ein Protein, das an die 5 “-untranslatierte
Region der pshbA-mRNA bindet, als das ribosomale Protein S1 indentifiziert (Alexander et
al., 1998) - ein starker Hinweis auf eine Mitwirkung der 5 -untranslatierten Region bei der
Translationsregulation. In Chlamydomonas konnte gezeigt werden, dafl neben der 5°- auch
die 3 -untranslatierte Region der mRNA an der Translationsregulation mitwirkt; hier ist
offenbar korrekte Prozessierung beider Enden der mRNA fiir deren Translation notwendig
(Rott et al., 1998, Bruick & Mayfield, 1998). Die — streng lichtabhéngige — Translation
der psbA-mRNA wird u. a. durch den Oxidationsstatus infolge des Elektronenflusses iiber
die Photosysteme gesteuert (Danon & Mayfield, 1994a). Dabei werden Translationsfakto-
ren offenbar iiber Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungszyklen reguliert — dies fiihrt bei
Belichtung iiber die Reduktion von Thioredoxin zum Einschalten der Translation der psbA-
mRNA (Danon & Mayfield, 1994b). Neuere Arbeiten an Mais weisen auf einen weiteren
Mechanismus der licht-abhéngigen Translationsregulation hin: Die Subpopulationen der ri-
bosomalen Proteine L2, L21 und L29 in reifen Ribosomen verdndern sich relativ zueinander
im Verlauf der Chloroplastenreifung nach Belichtung etiolierter Keimlinge, d. h. es kommt
zur entwicklungsabhiingigen Anderung der Proteinzusammensetzung der Ribosomen (Zhao
et al., 1999). Inwieweit dieses Phénomen eine Bedeutung bei der Translationsregulation hat,

ist allerdings noch unklar.

1.3 Mechanismen des mRNA-Abbaus

1.3.1 Chloroplasten

Die Regulation der mRNA-Stabilitét ist in Chloroplasten die entscheidende Stufe der Genre-
gulation, die im Verlauf der Plastidenentwicklung genspezifisch die Akumulation von mRNAs
steuert. Die biochemischen Abldufe, die zum Abbau einer mRNA fiithren, fiigen sich erst
allméhlich zu einem Bild zusammen. Dabei gibt es offenbar Unterschiede zwischen Chloro-

plasten aus Algen (insbesondere Chlamydomonas) und héheren Planzen (Ubersicht: Schuster
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et al., 1999).

Bei der Analyse des mRNA-Metabolismus in Chlamydomonas stehen charakteristische Mu-
tanten mit Defekten in trams-regulatorischen Faktoren sowie cis-regulatorischen Elementen
zur Verfiigung. Die nukledire Mutante nac2-26 ziegt als Phinotyp eine reduzierte Stabilitit
der psbD-mRNA. Der Einsatz von Reportergenkonstrukten ergab, dafl die Empfindlichkeit der
psbD-mRNA fiir die nac2-26-vermittelte Destabilisierung auf die 5 -untranslatierte Region
zuriickgeht. Tatséchlich bindet in Wildtyp-Zellen ein 47 kDa-Protein an die 5 “-untranslatierte
Region der psbD-mRNA, welches in der Mutante fehlt. Somit ist dieses Protein ein Kandidat
fiir einen genspzifischen kernkodierten Faktor, der eine plastidire mRNA stabilisiert (Nickel-
sen et al., 1994; Nickelsen et al., 1999). Ein weiteres Beispiel ist die Regulation der Stabilitét
der petD-mRNA in Chlamydomonas. Hier wirken Sequenzen in der 5 -untranslatierten Re-
gion cis-regulatorisch sowohl auf die RNA-Stabilitdt als auch auf die Translationseffizienz,
wobei die Translation offenbar auf die mRNA-Stabilitit zuriickwirkt (Sakamoto et al., 1994).
Auch hier konnte eine entsprechende Kernmutante (F16, eine Mutante im Genlocus mcd1-1)
gefunden werden, die spezifische die Stabilitdt der petD-mRNA beeinflufit. Offenbar ist das
Genprodukt von mcd1-1 an der Bindung von Proteinen an die 5 -untranslatierte Region be-
teiligt, die Schutz gegen 5°—3 -exonukleolytischen Abbau vermitteln (Drager et al., 1998).
In hoheren Pflanzen gibt es bisher keine direkten, wohl aber indirekte Hinweise auf die Bedeu-
tung der 5 -untranslatierten Region bei der differentiellen Regulation der mRNA-Stabilitéit.
In Mais-Mutanten, bei denen die Ribosomenbindung an die rbcL-mRNA gestort ist, ist der
mRNA-Spiegel auf ein Viertel reduziert, sodafl auf eine Wirkung der Polysomenassoziation
auf die mRNA-Stabilitét geschlossen werden kann (Barkan, 1993). Fiir dieselbe mRNA gibt
es in Tabak indirekte Hinweise darauf, dafl die RNA-Stabilitdt tiber die 5 -untranslatierte
Region vermittelt wird (Shiina et al., 1998; Eibl et al., 1999). Die 5’- und 3 "-untranslatierten
Regionen plastiddrer mRNAs (psbA, rbeL, mpl32) beeinflussen generell sowohl die Stabilitét
als auch die Translationseffizienz der mRNA (Eibl et al., 1999). Fiir die psbA-mRNA konnte
in Spinat gezeigt werden, dafl der endonukleolytische Abbau der mRNA durch in 5"—3"-
Richtung fortschreitende Schnitte erfolgt (Klaff, 1995).

Neben der 5 -untranslatierten Region ist auch die 3 -untranslatierte Region fiir die Akku-
mulation einer plastidiren mRNA von zentraler Bedeutung. Die meisten mRNAs enthal-
ten in der 3 -untranslatierten Region putative Haarnadelstrukturen, die als Signale fiir die
3’-End-Prozessierung dienen. Offensichtlich wirken diese Strukturelemente aber nicht nur
bei der Prozessierung, sondern vermitteln auch Schutz gegeniiber dem Angriff von 3"—5"-
Exonukleasen. (Drager et al., , 1996; Barkan & Stern, 1998; Drager & Stern, 1998). Die
3 -seitige Haarnadelstruktur wurde als Exonukleaseschutz bestétigt, indem sie funktionell
durch eine Folge von 18 Guanosinen ersetzt werden konnte, die eine charakteristische kom-
pakte Struktur ausbildet (Zimmerman et al., 1975) und so die Prozessivitit von Nukleasen
hemmt (Decker & Parker, 1993; Muhlrad et al., 1994; Drager et al., 1996).
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In hoheren Pflanzen sind eine Reihe von mRNA-bindenden Proteinen beschrieben worden, de-
nen jedoch - im Unterschied zu Griinalgen - bislang keine genspezifische Funktion im mRNA-

Abbau zugeordnet werden kann. Der 3°—5’-Abbau plastidirer mRNAs wird durch ein

A — 1

Abbildung 1.1: Modell des mRNA-Abbauweges in Chloroplasten (nach Schuster et al., 1999).
A': Schematische Darstellung des psbA-mRNA-Molekiils. Die langgezogene Box reprisentiert die kodie-
rende Region, die dargestellte 3 -terminale Haarnadelstruktur beruht auf der invertierte Sequenzwie-
derholung innerhalb der 3 -untranslatierten Region. — B: Der erste Schritt der mRNA-Degradation
ist eine endonukleolytische Spaltung durch eine noch nicht identifizierte Endonuklease. — C: Ei-
ne poly(A)-reiche Sequenz wird an das 3’-Ende des proximalen Fragmentes angehingt. — D: Das
polyadenylierte RNA-Fragment wird durch eine 3°—5 ~-Exonuklease schnell abgebaut.

100 kDa-Protein (100RNP) katalysiert, dafl ein Homolog zu der eubakteriellen Polynukleotid-
Phosphorylase (PNPase) ist (Hayes et al., 1996). Das 100RNP des Chloroplasten ist offenbar
Teil eines grofleren Komplexes von etwa 600 kDa, der auch ein 67 kDa-Protein enthélt, das
eine immunologische Verwandtschaft zur RNase E aus E. coli aufweist (Hayes et al., 1996).
Damit ist anzunehmen, dafl am mRNA-Abbau in Chloroplasten &hnlich wie in Bakterien
grofle Multienzymkomplexe, sog. Degradosomen, beteiligt sind (siehe Kap. 1.3.2; Carpousis
et al., 1999). Ein in Chloroplasten beschriebenes 28 kDa-Protein (28RNP) ist offenbar an
der Prozessierung von mRNA-3’-Enden beteiligt (Schuster & Gruissem, 1991), ebenso die
Nuklease CSP41, die sowohl als 3"-End-Prozessierungsenzym (Yohn et al., 1996), als auch als
Bindeprotein der 5 -untranslatierten Region (Klaff, unveréffentlicht) gefunden wurde. Das
ribosomale Protein S1, das an die 5 -untranslatierten der psbA-mRNA bindet, konnte so-

wohl eine Rolle bei der Regulation der mRNA-Stabilitdt als auch der Translation spielen
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(Alexander et al., 1998), wenn auch nicht in genspezifischer Weise.

In den letzten Jahren zeigte sich, dafl in Chloroplasten hoherer Pflanzen mRNAs in be-
merkenswertem Umfang polyadenyliert werden (Haff & Bogorad, 1976; Kudla et al., 1996;
Lisitsky et al., 1996). Polyadenylierung ist im Chloroplasten ein Bestandteil des biochemi-
schen mRNA-Abbauprozesses: mRNA-Molekiile werden im Rahmen der kontrollierten De-
gradation zunéchst endonukleolytisch geschnitten, die entstehenden proximalen (5 -seitigen)
Fragmente werden an ihrem 3’-Ende polyadenyliert und damit fiir den schnellen 3"—5"-
exonukleolytischen Abbau markiert. Dabei kénnen die angehéingten Poly(A)-Reste bis zu
270 nt lang sein; sie enthalten neben Adenosin auch ca. 25 % Guanosin und 5 % Pyrimidine,
so daf man auch von ,,Poly-Purin-Resten” sprechen kann (Lisitsky et al., 1996 Lisitsky et
al., 1997). Der Abbauweg plastidirer mRNAs ist in Abb. 1.1 (nach Schuster et al., 1999)

zusammenfassend dargestellt.

1.3.2 Prokaryonten

Die mRNAs von Eubakterien sind vergleichsweise instabil, mit Halbwertszeiten von 20 Sekun-
den bis zu 50 Minuten, typischerweise im Bereich von 2 — 4 Minuten (Belasco 1993). Zwar gilt
in Prokaryonten die Transkription als entscheidende Stufe der Genregulation, es gibt aber eine
Reihe von Genen, die zumindest auch auf der Ebene der mRNA-Stabilitét reguliert werden,
so z. B. die wachstumsratenabhéingige Kontrolle der ompA-mRNA in E. coli (Nilsson et al.,
1984), die sdh- und aprE-mRNAs in B. subtilis (Resnekov et al., 1990). In E. coli wird der
mRNA-Abbau durch die kombinierte Wirkung von Endo- und Exoribonukleasen vermittelt
(Nierlich & Murakawa, 1996; Ehretsmann et al., 1992). Bei der ompA-mRNA konnte ge-
zeigt werden, dafl der Abbau der mRNA durch endonukleolytische Schnitte innerhalb der 5°-
untranslatierten Region eingeleitet wird (Lundberg et al., 1990). RNase IT und Polynukleotid-
Phosphorylase bauen einzelstringige RNA-Molekiile in 3”—5 “-Richtung ab. mRNAs, die eine
Haarnadel-Sekundérstruktur am 3 "-Ende enthalten, sind gegeniiber diesem Abbau geschiitzt.
In diesem Fall gewinnt die RNase E als (einzelstrangspezifische) Endonuklease an Bedeutung:
Durch endonukleolytische Schnitte werden 3 “-seitige Sekundéarstrukturen abgeschnitten und
,freie” 3’-Enden der Wirkung von RNase II und PNPase ausgesetzt. Zuséitzlich werden freie
mRNA 3’-Enden - wie auch 3"-Enden von Degradationsintermediaten - durch eine Poly(A)-
Polymerase polyadenyliert (Carpousis et al., 1999). Man geht davon aus, daf§ dadurch ein
sekundarstrukturfreies RNA-3’-Ende ensteht, das leichter exonukleolytisch abgebaut werden
kann (Sakar, 1997; Blum et al., 1999). Die genannten Enzymaktivitidten sind in E. coli zu
einem ca 600 kDa groen Komplex, dem Degradosom, assoziiert (Py et al., 1996; Miczak
et al., 1996; Blum et al., 1997), das mRNA-Molekiile sukzessive vom 3’-Ende her abbaut.
Eine 5"—3 -exonukleolytische Aktivitéit ist in Eubakterien bisher nicht beschrieben worden
(Carpousis et al., 1999). Es gibt bisher wenig Informationen iiber trans-regulatorische Fak-
toren des eubakteriellen mRNA-Abbaus. - Bei der ompA-mRNA wirkt das RNA-bindende
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Abbildung 1.2: mRNA-Abbau in Prokaryonten (aus Carpousis et al., 1999). Der Abbau eubak-
terieller mRNAs erfolgt durch initiierende endonukleolytische Spaltungen des mRNA-Molekiils. Die
entstehenden Fragmente sind das Substrat fiir weiteren 3 °—5 “-exonukleolytischen Abbau, wobei die
freien 3’-Enden der Fragmente polyadenyliert werden kénnen, bevor die 3°—5 “~-Exonukleolyse erfolgt.

Protein Hfq als Kompetitor der Ribosomenbindung; durch die verhinderte Translation wird
diese mRNA empfindlicher gegeniiber Schnitten durch die RNase E (Vytvytska et al., 1998;
Vytvyska et al., 2000). Der Abbaumechanismus eubakterieller mRNAs ist schematisch (nach
Carpousis et al., 1999) in Abb. 1.2 dargestellt.

1.4 Detailansicht: Die psbA-mRNA

1.4.1 Die psbA-mRNA wird wihrend der Chloroplastenreifung stabilisiert

Die mRNA des psbA-Gens in Chloroplasten hoherer Pflanzen kodiert ein Schliisselprotein des
Photosystems II, das D1-Protein. Bei Belichtung und damit bei ablaufender Photosynthese
wird das D1-Protein sténdig durch photochemische Prozesse zerstort und mufl daher zur Auf-
rechterhaltung des aktiven Photosystems mit hoher Effizienz synthetisiert werden (Ubersicht:
Melis, 1999). Dementsprechend gehort die psbA-mRNA in reifen Chloroplasten zu den hoch-
abundanten mRNAs.

In vivo-Untersuchungen in Spinat konnten zeigen, dafl die Stabilitéit der psbA-mRNA wéhrend
der Blattentwicklung und damit auch wiahrend der Chloroplastenreifung deutlich und spezi-
fisch ansteigt (Klaff & Gruissem, 1991). Die Halbwertszeit der psbA-mRNA betrigt in jungen
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Bldttern 4 — 5 Stunden und steigt bis auf 10 Stunden in reifen Blédttern an. Im Gegensatz
dazu nimmt die Stabilitdt der rbcL-mRNA nur sehr geringfiigig von 4% auf 5 Stunden zu.
Die selektive Stabilisierung der psbA-mRNA — wie auch in Gerste gezeigt wurde (Kim et al.,
1993) — ist im wesentlichen fiir die starke Akkumulation der mRNA in reifen Chloroplasten

verantwortlich.

1.4.2 Modelle zur Regulation der Stabilitit der psbA-mRNA

Eine Voraussetzung fiir das Verstdndnis der Regulation der mRNA-Stabilitédt als Mittel der
differentiellen Genexpression sind Kenntnisse tiber den Mechanismus der mRNA-Degradation.
Anhand der psbA-mRNA aus Spinat konnten in den letzten Jahren eine Reihe wichtiger
Erkenntnisse iiber die Biochemie des mRNA-Abbaus in Chloroplasten gewonnen werden:
Der Abbau der psbA-mRNA wird durch endonukleolytische Schnitte eingeleitet, die offen-
bar vom 5°-Ende zum 3’-Ende hin fortschreiten. Die erste sicher nachweisbare Schnitt-
stelle liegt in der 5 -untranslatierten Region der RNA an Position -48/-49. Weitere di-
stinkte Schnittstellen finden sich in der kodierenden Region; man kann daher vermuten,
daf} ein cis-regulatorisches Element der RNA-Stabilitdt im 5°-Bereich der mRNA zu finden
ist (Klaff, 1995; Klaff, unveroffenlichte Daten). Die Schnittstellen zeigen keine gemeinsa-
me Consensus-Sequenz, die als Endonuklease-Erkennungsmotiv dienen koénnte. Allerdings
legen Sekundirstrukturvorhersagen und auch DMS-Modifizierungsexperimente nahe, daf die

Schnittstellen in einzelstriangigen Bereich der mRNA liegen miissen.

Die durch endonukleolytische Schnitte erzeugten Degradationsintermediate werden an ih-
ren 3’-Enden polyadenyliert bzw. polypurinyliert und dadurch fiir den schnellen 3"—5"-
exonukleolytischen Abbau unter Mitwirkung der plastidiren PNPase (I00RNP) markiert (Li-
sitsky et al., 1996; Lisitsky et al., 1997a).

Auf der Suche nach RNA-bindenden Proteinen, die eine Rolle beim Ablauf und/oder bei der
Regulation der psbA-mRNA-Stabilitéit spielen konnten, wurden mit Hilfe eines Markierungs-
transferansatzes drei Protein-Spezies im Bereich von 43 — 47 kDa nachgewiesen, die an die
5’-untranslatierte Region binden: Das ribosomale Protein S1 (Alexander et al, 1998), Die
putative Endonuklease CSP41 — auch als Bindeprotein der 3 -untranslatierten Region der
petD-mRNA beschrieben — (Klaff, unveroffentlicht / Yohn et al., 1996), und ein Protein mit
noch unbekannter Funktion (Klaff, unverdffentlicht). Es fehlen jedoch zur Zeit Hinweise dar-
auf, daf} eines dieser Proteine eine genspezifische Wirkung auf die Stabilitdt der psbA-mRNA
hat.

Mit Hilfe einer Kombination aus Verzogerungsgel und Temperaturgradienten-Gelelektrophorese
(TGGE / Rosenbaum & Riesner, 1987; Riesner et al., 1991) konnte gezeigt werden, dafl die
5 -untranslatierte Region der psbA-mRNA in zwei Konformationen vorliegen kann, von de-

nen nur eine Komplexe mit 16slichen Chloroplastenproteinen ausbilden kann. Dies ist ein



1.4. DETAILANSICHT 13

f
i ~

A. Schutz von Schnittstellen durch Proteinbindung an die RNA

B. Schutz von Schnittstellen allein durch RNA-Strukturanderung

C. Schutz von Schnittstellen durch RNA-Struktur-abhangige Proteinbindung

Abbildung 1.3: Modelle der Regulation des Abbaus der psbA-mRNA. — A: Schutz von
Schnittstellen durch Bindung von Proteinen. — B: Regulation der Zugénglichkeit fiir Endonukleasen
durch Konformationséinderungen der mRNA. — C: Kombination von A und B — Proteine, die Schutz
vor endonukleolytischem Angriff vermitteln, binden in Abhéingigkeit von der Konformation der mRNA.
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iiberzeugender Hinweis auf die Bedeutung der mRNA-Struktur fiir die spezifische Bindung
von Proteinen und damit indirekt auch fiir die Regulation der mRNA-Stabilitét.

Aus diesen Befunden lassen sich drei Modelle fiir die Regulation der mRNA-Degradation ab-
leiten (Abb. 1.3). Dabei wird davon ausgegangen, dafl die Zugénglichkeit der Schnittstelle(n)
in der 5 -untranslatierten Region entscheidend fiir die Destabilisierung des Transkriptes ist.
Ein Schutz vor dem Angriff von Endonukleasen kénnte durch die Bindung von Proteinen an
die Schnittstellenregion erfolgen (Abb. 1.3 A), durch eine Strukturumlagerung der RNA, die
zur Maskierung der Schnittstellen durch Doppelstrangbildung fiithrt (Abb. 1.3 B) oder durch
eine Kombination aus beidem: Eine Konformationséinderung der RNA beeinflufit die Bindung

von Proteinen, die ihrerseits die Zugénglichkeit fiir Endonukleasen regulieren (Abb. 1.3 C).

1.5 Problemstellung

psbA-mRNA und rbcL-mRNA stellen ein Modellsystem fiir die Untersuchung entwicklungs-
abhiingiger mRNA-Stabilisierung in Chloroplasten dar, da die Anderung ihrer Stabilitit im
Verlauf der Chloroplastenreifung in vivo gut charakterisiert ist. Sie vertreten die stabi-
litatskontrollierten mRNAs und solche, die keiner Stabilitétskontrolle unterliegen. Zunéchst
stand die Frage im Vordergrund, inwieweit die grundlegenden Eigenschaften des RNA-Meta-
bolismus bei hoheren Pflanzen konserviert sind, und inwieweit sich dies in konservierten struk-
turellen Eigenschaften der mRNA-Spezies widerspiegelt. Der zweite Teil der Arbeit hatte die
Untersuchung cis-regulatorischer Elemente und trans-regulatorischer Faktoren zum Inhalt.
Dies erfolgte mit Hilfe einer vertieften Analyse des Abbaumechanismus der psbA-mRNA. Im
Rahmen dieser Studien konnte im weiteren ein neuartiger trans-regulatorische Faktor des

mRNA-Metabolismus in Chloroplasten identifiziert werden.

mRNA-Stabilitédt in Chloroplasten in vivo

Zur Zeit sind in vivo-Werte fiir mRNA-Halbwertszeiten in Chloroplasten hoherer Pflanzen
nur aus Spinat (Klaff & Gruissem, 1991), und Gerste (Kim et al., 1993) bekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit sollen die Halbwertszeiten plastiddarer mRNAs, die repréisentativ fiir die grofien
photosynthetischen Enzymkomplexe des Chloroplasten sind, in vivo gemessen werden. Als
Untersuchungsobjekte werden hierfiir Tabak (Nicotiana tabacum, Solanaceae) und Arabidop-
sis thaliana (Brassicaceae) ausgewihlt, da diese Pflanzenarten Modellorganismen darstellen,
bei denen molekularbiologische und genetische Methoden fiir eventuelle weitere Untersuchun-
gen gut etabliert sind. Gleichzeitig erhélt man zusammen mit den bereits bekannten in
vivo-Zerfallsdaten aus Spinat und Gerste einen Uberblick iiber den RNA-Metabolismus in
Pflanzenarten, die das gesamte Verwandtschaftsspektrum der Angiospermen grob abdecken
(Nyffeler, 1999).
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Konservierte mRINA-Sekundirstrukturen in silico

Als in silico-Gegenpart zu den o. g. in vivo-Untersuchungen sollen auf Basis der verfiigharen
psbA- und rbeL-mRNA-Sequenzen (Vollingen) der Angiospermen konservierte Sekundér-
strukturelemente ermittelt werden. Als Methode dient hierbei das Programm CONSTRUCT
(Lick et al, 1997, Liick et al., 1999). Dieses Programm ermdglicht die thermodynamisch kon-
trollierte Vorhersage konservierter RNA-Sekundérstrukturen und ist unter den Bedingungen

einer begrenzten Anzahl zur Verfiigung stehender Sequenzen als Werkzeug besonders geeignet.

Regulation des psbA-mRNA-Abbaus I: cis-Elemente

Bisherige Arbeiten iiber die spezifische Degradation der psbA-mRNA zeigten, dafl der Ab-
bau der mRNA durch endonukleolytische Schnitte eingleitet wird, die sich vom 5’-Ende her
an der mRNA entlang fortsetzen. Dabei liegt das vermutete cis-regulatorisxche Element,
das die Zugénglichkeit fiir die Exonuklease(n) vermittelt im 5°-Bereich der mRNA . In ei-
nem in vitro-Zerfallssystem (nach Klaff, 1995) sollen die zeitlich und 6rtliche Reihenfolge der
Schnitte auf der mRNA genauer charakterisiert werden. Dies sollte erstens an den bereits
im Extakt vorliegenden endogenen RNAs erfolgen und zweitens durch den Einsatz von in

vitro-Transkripten.

Regulation des psbA-mRNA-Abbaus II: trans-Faktoren

In hoheren Pflanzen sind zwar eine Reihe von mRNA-bindenden Proteinen beschrieben bzw.
charakterisiert worden, jedoch konnte bis jetzt keinem dieser Proteine die Funktion eines gen-
spezifischen trans-regulatorischen Faktors zugeschrieben werden. Eine mogliche Erklarung
fiir diesen Befund wire die Tatsache, daf} solche genspezifischen RNA-Stabilitdtsfaktoren in
hoheren Pflanzen nicht existieren und die differentielle mRNA-Stabilitdt auf andere Wei-
se — iiber Eigenschaften der RNA selbst — reguliert werden mufl. Dennoch konnten trans-
regulatorische Faktoren bei der differentiellen mRNA-Stabilitdt von Bedeutung sein, die Spe-
zifitdt eines solchen Faktors wiirde darauf beruhen, dafl verschiedenen RNA-Spezies auf ver-
schiedene Weise mit einem Faktor interagieren. Da die RNA-Struktur-spezifische Bindung
von Proteinen an die psbA-mRNA bereits gezeigt werden konnte (Klaff et al., 1997), waren
solche Faktoren von Interesse, die Strukturiibergéinge von RNA beeinflussen kénnen — wie z.
B. Metallionen. In einem in wvitro-Zerfallssystem aus Spinatchloroplasten sollen verschiedene
Ionenbedingungen hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die mRNA-Stabilitéit untersucht werden.
Finden sich Kationen mit einer Wirkung auf die Stabilitdt von Chloroplasten-mRNAs, so soll

in diesem Fall eine eventuelle Spezifitit fiir bestimmte mRNAs charakterisiert werden.
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Material

2.1 Standard-Chemikalien und -L6sungen

2.1.1 Allgemeines

Alle verwendeten Chemikalien wurden — soweit nicht gesondert angegeben — von géngigen
Laborchemikalien-Herstellern mit dem Reinheitsgrad pro analysi bezogen. Soweit nicht an-
ders beschrieben, wurden alle verwendeten Medien und Puffer als wafirige Losungen angesetzt;
dabei wurde hochreines Milli-Q-Wasser verwendet, basierend auf demineralisiertem Wasser
der Hausanlage mit nachgeschaltetem ,,Water Purification System” der Firma MILLIPORE
WATERS, Neu-Isenburg. Dieses Wasser entspricht der Qualitit aqua bidestillata und wird im
folgenden als HoO bezeichnet. Phenol-Losung zur Nukleinsdureaufreinigung wurde wie folgt

angesetzt: 500 g Phenol wurden zunéchst mit 11 10x-, dann mit 1 1 1 x TE-Puffer dquilibriert

und mit 0,1 % Hydroxychinolin versetzt (Sambrook et al., 1989).

2.1.2 Haufig verwendete Puffer und Losungen

TE-Puffer, 10x 100 mM
10 mM

TBE-Puffer, 10x 890 mM
890 mM

25 mM

16

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

Tris
Borsaure

EDTA
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SSC-Puffer, 20x 3,0 M Natriumchlorid
0,3 M Trinatriumcitrat
pH ad 7,0 mit HC1

MOPS-Puffer, 10x 200 mM MOPS
50 mM  Natriumacetat
10 mM EDTA
Chloroform /Isoamylalkohol Chloroform wurde mit Isoamylalkohol im Volu-

menverhéltnis 24:1 angesetzt.

Acrylamid [30:0,8] Die wifirige Losung enthielt 30 % Acrylamid
und 0,8 % (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid.
Zur Entfernung von Acrylsdure-Spuren wurde
die Losung mit Amberlite MB3 Ionenaustau-
scher einige Stunden geriihrt und anschlieBend
filtriert.

2.2 Spezielle Materialien

2.2.1 Pflanzen

Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana L. cv. Columbia) wurde auf der Laborbank in han-
delsiiblichem Torfkultursubstrat bei 20 — 22 °C aus Samen herangezogen. Die Pflanzen wurden
12 Stunden pro Tag beleuchtet (Philips SON-T 400 Hochdruck-Natriumdampflampe).

Spinat (Spinacia oleracea L. cv. Monnopa) wurde — soweit nicht anders angegeben — im
Gewéchshaus auf Torfkultursubstrat aus Samen herangezogen. Die Temperatur war auf 16 —
18 °C eingestellt, lag aber in den Sommermonaten oft deutlich dariiber. Wahrend der Win-
termonate (Oktober bis Februar) wurden die Pflanzen von 16.00 bis 19.00 Uhr und von 7.00
bis 10.00 Uhr zusétzlich kiinstlich beleuchtet (Philips SON-T 400 Hochdruck-Natriumdampf-
lampen). Wenn die Beleuchtungsstéirke durch Sonneneinstrahlung iiber 50.000 lux anstieg,

wurden die Pflanzen durch eine Schattiereinrichtung vor Sonnenlicht geschiitzt.

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi nc) wurden dhnlich wie Spinat wihrend des
ganzen Jahres hindurch im Gewé&chshaus in Torfkultursubstrat gezogen. Die Temperatur be-
trug ca. 26 — 28 °C. Von September bis Mérz wurden die Pflanzen von 6.00 — 10.30 und 16.00 —
21.00 zusitzlich kiinstlich beleuchtet (Philips SON-T 400 Hochdruck-Natriumdampflampen),
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um kontinuierliche Langtagbedingungen zu gewéhrleisten. Bei starker Sonneneinstrahlung
(Beleuchtungsstirke iiber ca. 60.000 lux) sorgte automatische Schattierung fiir gleichméBigere

Belichtung.

Zur Anzucht wurden Tabaksamen in Saaterde gekeimt und nach Reifung der Kotyledonen in
Einzeltopfe (Pflanzerde und Torfkultursubstrat im Verhéltnis 1:1) pikiert und gegebenenfalls

spater in groflere Topfe umgesetzt.

2.2.2 Nukleinsiduren
Chloroplasten-DNA aus Spinat

Aufgereinigte Chloroplasten-DNA aus Spinat, die als Ausgangsmaterial fiir PCR-~Amplifika-
tionen diente, wurde freundlicherweise von Dr. Petra Klaff und Elke Reinartz zur Verfiigung

gestellt.

DNA-Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide, die als Hybridisierungssonden in Northern-Analysen und bei PCR-
Amplifikationen Verwendung fanden, wurden — nach der Phosphoramidit-Methode synthe-
tisiert — von der Firma INTERACTIVA, Ulm, in HPLC-aufgereinigter Form bezogen. Eine
Ausnahme bildeten die Tabak-spezifischen Oligonukleotide, die im Hause mittels eines au-
tomatischen DNA-Synthesizer (APPLIED BI1OSYSTEMS ,,381A DNA Synthesizer”) hergestellt
wurden. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Kap. 7 (Dokumentationen)

aufgelistet.
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Methoden

3.1 Cytologische Methoden

3.1.1 Isolierung von Chloroplasten / Priparation lysierter Chloroplasten

Chloroplasten wurden grundsétzlich nach folgendem Protokoll aus Spinatbléttern hergestellt

und dienten als Material fiir in-vitro-RNA-Zerfallssysteme:

Etwa 300 g reife Spinatblétter aus dem Gewichshaus wurden morgens (max. zwei Stunden
nach Sonnenaufgang) geerntet und zur Reinigung mit demineralisiertem Wasser abgespiilt.
Alle folgenden Arbeiten fanden bei 4 °C im Kiihlraum statt. Die Blédtter wurden in Portionen
zu ca. 50 g in je etwa 100 ml HEPES/Sorbit-Medium im Waring-Blendor homogenisiert (ein-
mal 5 Sekunden auf Stufe ,low”, viermal 5 Sekunden auf Stufe , high”) und das Homogenat
durch vier Lagen MIRACLOTH (CALBIOCHEM, USA) filtriert. Nach der anschlieBenden Zentri-
fugation (Beckman JA14-Rotor, 6000 rpm, 2 min) wurde der Uberstand, der u. a. zerbrochene
Chloroplasten enthilt, denkantiert und die Pellets in ca. 20 ml HEPES/Sorbit-Medium mit
Hilfe eines weichen Pinsels resuspendiert. Dann wurde die Suspension auf vier 40 ml-Percoll-
Gradienten (lineare Gradienten von 20 — 80 % Percoll) geschichtet und 20 min zentrifugiert
(Beckman JS7.5-Rotor, 7000 rpm); dabei bandieren die intakten Chloroplasten unterhalb der
beschédigten, deren Hiillmembran nicht mehr intakt ist. Die intakten Chloroplasten wurden
vorsichtig mit einer 10-ml-Glaspipette geerntet und in zwei 80-ml-Zentrifugengléser iiberfiihrt.
Nach Auffiillen mit HEPES/Sorbit-Medium erfolgte eine erneute Zentrifugation (Beckman
GPKR-Zentrifuge, 3750 rpm, 2 min). Danach wurden die pelletierten Chloroplasten noch
zweimal in HEPES /Sorbit-Medium gewaschen und zuletzt in ca. 10 ml Extraktpuffer resus-
pendiert. Nun wurden die Chloroplasten auf Eis in einem 15-ml-Potter fiinfmal mit Sto83el
,,L7 und fiinfmal mit Sto8el ,,S” mechanisch lysiert und in 500-ul-Portionen sofort bei —70 °C

eingefroren.

19
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HEPES/Sorbit-Medium Sorbit 410 mM
HEPES 50 mM, pH mit KOH auf 7,9 eingestellt
DTT 5 mM
Gradientenlosung: Sorbit 410 mM
HEPES 50 mM
KOH 15 mM, ad pH 7,9
(B-Mercaptoethanol 10 mM
PCBF-Losung 20 % (v/v) bzw. 80 % (v/v)
PCBF-Losung: PEG 6000 30 mg/ml
Ficoll 70 10 mg/ml
BSA 10 mg/ml

gelost in Percoll

Extraktpuffer: HEPES 20 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM
KCl 60 mM
KOH 15 mM, ad pH 7,9
Glyzerin 20 % (v/v)

Dem Extraktpuffer wurde ggf. — je nach Anforderung des Experiments — 20 mM EDTA

zugesetzt.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von Chloroplastenextrakten

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von rohen Chloroplastenextrakten erfolgte nach
der Methode von Bradford (Bradford, 1976): 20 ul Probe (Chloroplastenlysat), ggf. vor-
verdiinnt, wurden mit 50 pl 1 M NaOH und 1 ml Bradford-Reagenz versetzt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Absorption der Probe bei A = 595 nm gegen
eine Blindprobe gemessen (BECKMAN DU 640 Spectrophotometer), wobei die Proteinkonzen-

tration durch Vergleich mit einer Eichkurve (basierend auf BSA) bestimmt wurde.
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Bradford-Reagenz: Serva Blue G (SERvA, Heidelberg) 100 mg

Phosphorsédure, 85 % (w/v) 100 ml
Ethanol, 96 % (v/v) 50 ml
H>0 ad 1000 ml

Chlorophyllbestimmung

Die Chlorophyllbestimmung erfolgte nach Arnon (Arnon, 1949). 20 ul Probe wurden mit
980 w1 80 % (v/v) Aceton versetzt, gut durchmischt und 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert.
Danach wurde die Absorption des Uberstandes bei A = 645 nm und A\ = 663 nm gegen eine
Blindprobe gemessen (BECKMAN DU 640 Spectrophotometer). Die Chlorophyllkonzentration

ergibt sich dann folgerndermaflen:

c [mg/1] = 20,2-Agss + 8,02-Agps

3.1.3 Fraktionierung von Chloroplasten zur Mg’ -Bestimmung

Aufgereinigte Chloroplasten wurden vor dem Lysieren zunéchst gezéhlt. Der Chloroplasten-
suspension wurden Aliquots entnommen, 5fach bis 20fach verdiinnt, und die Chloroplasten
unter dem Mikroskop in der Thoma-Zahlkammer ausgezéhlt. Die Bestimmung der Gesamt-
zahl der isolierten Chloroplasten ermdglichte die Einstellung der préparierten Stromafraktion
auf ein immer gleiches Plastidenzahl/Volumen-Verhiltnis von 8,5x10% Plastiden/ml. Nach
Lysieren der Chloroplasten in Extraktpuffer (ohne EDTA /MgCly) wurde der Suspension ein
Aliquot fiir eine spétere Protein- und Chlorophyllbestimmung entnommen und der Rest fiir
30 min bei 20.000 rpm im JA20-Rotor zentrifugiert und der Uberstand, der dem mit Ex-
traktpuffer verdiinntem Stromainhalt entspricht, vorsichtig entnommen und in 0,5 ml bis
2 ml-Portionen bei —70 °C eingefroren. Das so gewonnene Chloroplasten-Stroma war das

Ausgangsmaterial fiir die Bestimmung der freien Mg?*-Konzentration (siehe 3.1.4).

3.1.4 Bestimmungen der Konzentration von freien Mg?"-Ionen
in Chloroplastenextrakten

Die Bestimmung der Konzentration freier Magnesiumionen erfolgte mit Hilfe einer von J. Mc-
Guigan entwickelten potentiometrischen Methode (Zhang et al., 1995; Zhang et al., 1997;
Liithi et al., 1997). Das gemessene Elektrodenpotential ist mit der Konzentration an freien

Magnesiumionen in folgender Weise verkniipft:
Potential U = Ug + s-log (yi-[Mg“]ﬁei +3 KiaizMg/Zi)

Dabei ist Uy eine Konstante des Mefsystems, s ist die Steigung (,,Steilheit der Elektrode” ), v+
ist der mittlere Aktivititskoeffizient von MgCly. 24 repriisentiert den Aktivitéitskoeffizient
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des einzelnen Magnesiumions — er wird unter den Bedingungen der in dieser Arbeit durch-
gefithrten Messungen mit 1 angendhert. Der Beitrag der Aktivitit a; interferierender Ionen
K; zum Potential ist durch 3" K;a;#Ms/% gegeben (z = Ladungszahl der betreffenden Ionen).
Bei [Mg2+] frei = 0,15 mM konnte der Effekt anderer Ionen vernachléssigt werden. Fiir die im
Rahmen dieser Arbeit durchgfithrten Messungen wurde daher der Abhégigkeit des Elektro-
denportentials von der Magnesiumkonzentration folgende vereinfachte Beziehung zugrunde

gelegt:
Potential U = Ug + s-log [Mg?"] f,¢;

Eine magnesiumspezifische Makroelektode (ETH 7025) wurde im Extaktpuffer — dem Basis-
puffer der lysierten Chloroplasten (siehe 3.1.1/3.1.3) — mit Magnesiumkonzentrationen von 20
bis 0,15 mM in absteigender Reihenfolge kalibriert. Unmittelbar anschliefend wurde in bis zu
elf Stroma-Proben (Kap. 3.1.3) das magnesiumabhéngige Potential bestimmt. Danach wurde
die Kalibrierung der Magnesiumelektrode wiederholt, um eine mégliche Drift des Potentials
zu iiberpriifen. Die Kalibrierungskurven waren in einem Bereich von 20 — 0,15 mM Mg?*+

linear (Regressionskoeffizient > 0,98).

3.1.5 Groflenbestimmung von Chloroplasten

Von auf einer Thoma-Zahlkammer ausgebreiteten Chloroplasten wurden Mikrofotografien an-
gefertigt (Durchlicht-Fotomikroskop, Fa. ZEI1ss), auf denen neben den Chloroplasten auch die
Linien der Kleinquadrate erkennbar waren — diese dienten als Liangenmafistab. Die Fotografi-
en wurden in TIFF-Dateien {iberfithrt und die Chloroplasten mit dem Programm ScioNIMA-
GE (ScioNCoRp, USA, http://www.scioncorp.com) vermessen. Zur Volumenbestimmung
wurden die Chloroplasten als Rotationsellipsoide angenihert (Klein & Mullet, 1987), Das

Volumen ergibt sich aus den Léngen [ und Breiten w der Chloroplasten wie folgt:

o ()

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Nukleinsdure-Fallungen
Natriumacetat /Ethanol-Fillung

Die wafirige Nukleinsdurelosung wurde mit % Vol. 3 M Natriumacetat auf 0,3 M Natriuma-
cetat eingestellt und mit 22 — 3 Vol. 96 % (v/v) Ethanol gemischt. Nach Inkubation fiir mind.
1 h bei -20 °C wurde die gefillte Nukleinsdure % — 1 h bei 20.000-25.000 x g abzentrifugiert.
Das Pellet wurde ggf. noch einmal mit 70 % (v/v) Ethanol gespiilt und abermals fiir 15 min
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zentrifugiert. Danach wurde das Pellet an der Luft getrocknet und zur Weiterverarbeitung

im jeweiligen Puffer riickgelost.

Natriumacetat /Isopropanol-Fillung

Die auf 0,3 M Natriumacetat eingestellte Nukleinsdurel6sung wurde mit 1 Vol. Isopropanol
versetzt und wie vorstehend beschrieben gefillt und zentrifugiert. Anschlieflend folgte ggf.
eine Ethanol-Waschung des Pellets. Die gefiillte Nukleinsdure wurde an der Luft getrocknet

und im jeweiligen Puffer gelost.
Ammoniumacetat/Ethanol-Fillung

Nukleinsdurefdllungen mit Ammoniumacetat dienen der Abtrennung iiberschiissiger Mononu-
kleotide bei radioaktiven Markierungsreaktionen, da bei dieser Fallungsmethode (unterstiitzt
durch Komplexbildung mit Mg?*-Ionen) Mononukleotide in Losung bleiben. Die Nuklein-
sdurelosung wurde mit 2—10 Vol. 1 M MgCly (Endkonz. 30 mM) und %Vol. 7,5 M NH4OAc
(Endkonz. 2,5 M) versetzt und mit 3 Vol. 96 % (v/v) Ethanol fiir 1 h bei -20 °C geféllt.
Anschliefend wurde 1 h bei 20.000-25.000 x g zentrifugiert. Nach Losen des Pellets in 20 pul
Wasser wurde die Féllung wiederholt. Dann wurde das Pellet kurz an der Luft getrocknet

und im jeweiligen Puffer gelost.

3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren wurden UV-Spektren mit
einem Spektralphotometer (BECKMAN DU 640 Spectrophotometer) aufgenommen. Zwischen
gemessener Absorption und Nukleinsdurekonzentration besteht folgende Beziehung (Sam-
brook et al., 1989):

RNA 1 A260 =40 ug/ml
DNA 1 Aggp = 50 pg/ml
Oligonukleotide 1 Aggp = 33 ug/ml

3.2.3 Préaparation von Gesamt-RNA aus Pflanzen
A. Priparation von Gesamt-RNA aus Tabak- und Arabidopsis-Blittern

Die Isolierung von intakter Gesamt-RNA aus Blattgewebe wurde sowohl fiir Tabak als auch
fiir Arabidopsis nach dem gleichen Verfahren, der Guanidinium-Methode, durchgefiihrt (Bar-
kan, 1988). Abweichend wurde auf eine Entfernung der DNA mittels RNase-freier DNase
verzichtet, da die préparierte RNA nur fiir Northern-Analysen verwendet wurde, bei denen
storende Effekte durch anwesende DNA nicht festgestellt werden konnten (Horlitz, 1995).
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Etwa 10 g Blattmaterial (frisch oder bei —70 °C gelagert) wurden in fliissigem Stickstoff
gemorsert; das Blattpulver wurde in einem zweiten Morser mit 20 ml Guanidinium-
Puffer bis zum Auftauen weiter homogenisiert und in ein 50-ml-Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt.

Zentrifugation fiir 20 min bei 3750 rpm und 4 °C (Beckman GPKR-Zentrifuge), um

grobe Zellbestandteile zu pelletieren.

Der Uberstand wurde mit 0,03 Vol. 3 M Na-Acetat und % Vol. Ethanol versetzt und

somit die Nukleinsduren fiir 15 min bei -20 °C gefillt.

Zentrifugation fiir 60 min bei 3750 rpm und 4 °C (Beckman GPKR-Zentrifuge); Pelle-

tieren der Nukleinsiduren.

Das Pellet wird in 10 ml SDS-Puffer resuspendiert, Zugabe von 2 Vol. Phenol/Chloro-
form /Isoamylalkohol (25:24:1), griindliches Mischen.

Zentrifugation fiir 15 min bei 3750 rpm, 15 °C.

Die wiBrige Phase wurde mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und erneut

15 min zentrifugiert.

Die wéfirige Phase wurde mit 5 M NaCl auf 0,2 M NaCl eingestellt und mit 1 Vol.
Isopropanol gefallt.

Die gefallte Nukleinsdure wurde in 300 pl TE-Puffer mit 0,3 M Na-Acetat riickgelost
und mit Ethanol gefallt.

Zuletzt wurde die Gesamt-RNA in 30 — 50 ul TE-Puffer aufgenommen und bei —70 °C
gelagert.

Guanidinium-Puffer: Guanidiniumthiocyanat 5M
Tris-HCI, pH 8 25 mM
EDTA 10 mM

N-Lauroylsarcosinat (Na-Salz) 2% (w/v)
frisch dazugeben:

B-Mercaptoethanol 0,1 M
Diethyldithiocarbamat 4 mg/ml
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SDS-Puffer: Tris-HCI, pH 8 50 mM
NaCl 100 mM
EDTA 10 mM
SDS 0,5 % (w/v)
frisch dazugeben:
Diethyldithiocarbamat 4 mg/ml

B. Préparation von RNA aus lysierten Spinat-Chloroplasten

Dieses RNA-Priparationsprotokoll diente zur Isolierung der RNA im Rahmen von RNA-
Zerfallsexperimenten in intakten (in organello) oder lysierten Chloroplasten (in vitro-RNA-
Zerfallssystem) und wurde wie im folgenden beschrieben durchgefiihrt (Zerfallsexperimente
unter Einsatz von 32P-markierten in-vitro-Transkripten). Bei nichtradioaktiven Experimen-
ten (RNA-Nachweis durch anschlieBende Northern-Analyse) wurde dieses Protokoll mit drei-

fachen Volumina durchgefiihrt.

e In einem Eppendorf-Reaktionsgefifl wurden 150 ul Stop-Losung und 200 il Phenol /Chlo-
roform/Isoamylalkohol (25:24:1) vorgelegt.

e 30 pl lysierte bzw. intakte Chloroplasten wurden zugegeben und die Probe griindlich

auf dem Vortex-Mischer homogenisiert.

e Die Emulsion wurde zur Phasentrennung 10-20 min bei 12.000 rpm und 20 °C (Eppendorf-

Zentrifuge) zentrifugiert.

e Die wifirige Phase (ca. 150 pl) wurde mit 1—10\/01. 3 M Na-Acetat versetzt und mit
Isopropanol gefallt.

e Die RNA wurde durch eine 30 min-Zentrifugation (12.000 rpm / 4 °C) pelletiert.

e Das RNA-Pellet wurde entweder in 20-40 pl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen
(radioaktiv markierte RNA-Proben), oder in 30 ul TE-Puffer (nichtradioaktive RNA,
anschliefende Northern-Analyse).

Stop-Losung: Harnstoff 4 M
Tris-HCL, pH 8 20 mM
EDTA 50 mM

SDS 1% (w/v)
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3.2.4 Biochemische Synthese von Nukleinsiduren
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit ausschlie8lich als préaparative
Methode angewendet, sie diente zur Gewinnung der fiir die Herstellung von in-vitro-Tran-
skripten bendtigten Matrizen-DNA. Dabei wurde mit Hilfe eines Primers ein T7-Promotor am
5’-Ende des PCR-Produktes eingefiihrt. Fiir alle verwendeten Primer-Kombinationen wurden
die gleichen Reaktionsbedingungen (Zyklustemperatur und -dauer) gewéhlt. Die eingesetzte
Tag-DNA-Polymerase stammte von der Firma PROMEGA. Der fertige Reaktionsansatz wurde
stets mit 50 — 100 ul Paraffinol iiberschichtet, alle Pipettierschritte wurden mit Filterspitzen
durchgefiihrt.

Reaktionsansatz (100 pl): 68,6 ul  HoO

10 I dNTPs je 2 mM
1 ul  c¢tDNA 500 ng/ul
2 pl Primer 1 (mit T7-Promotor), 10 pmol/ul
2 pl Primer 2. 10 pmol/ul
6 ul  MgCly (PROMEGA), 25 mM

0,4 ul  Tag-Polymerase (PROMEGA)

10 ul  Taqg-Pol.-Puffer (PROMEGA), 10 xkonz.

Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma LANDGRAF durchgefiihrt, dabei wurde
immer die gleiche Zyklusreihenfolge festgelegt:

Anfangszyklus (1 mal) Synthesezyklen (35 mal) Schlufizyklus (1 mal)

Denaturierung 94 °C / 120 sec 94 °C / 60 sec 94 °C / 60 sec
Hybridisierung 45 °C / 90 sec 45 °C / 90 sec 45 °C / 90 sec
Polymerisation 72 °C / 120 sec 72 °C / 120 sec 72 °C / 240 sec

Herstellung von in-vitro-Transkripten

Zur Gewinnung von in-vitro-Transkripten mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase [| wurde ein Pro-
tokoll von Hecker (1989) angewendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in-vitro-Transkripte
ausschlieffilich von PCR-Produkten als DNA-Matrize hergestellt. Der Reaktionsansatz wurde
mindestens zwei Stunden bei 37 °C im Heatblock inkubiert; bei langerer Inkubation wurde
erneut T7-RNA-Polymerase und ggf. NTPs zugegeben. Nach Inkubation wurde der Reak-

tionsansatz mit Natriumacetat/Ethanol — im Falle von radioaktiv markierten Transkripten

laus hauseigener Herstellung
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mit Ammoniumacetat/Ethanol — geféllt und zur gelelektrophoretischen Aufreinigung in 20 —
40 pl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen. Dann wurden die Reaktionsprodukte in einer
leistungsgesteuerten Gelelektrophorese aufgetrennt und die synthetisierte RNA durch Ethi-
diumbromidfarbung bzw. Autoradiographie nachgewiesen. Die Bande, die der erwarteten
Transkriptldnge entsprach, wurde ausgeschnitten und in 300 ul Elutionspuffer iiberfithrt. Die
Elution der RNA erfolgte auf einem Schiittler bei Raumtemperatur fiir mindestens 15 h.
Das Eluat konnte durch Zugabe von 3 Vol. Ethanol direkt gefillt werden, Nach Riickl6sen
der RNA in einer geeigneten Menge TE-Puffer oder Extraktpuffer (siche Kap. 3.1.1)f erfolg-
te bei unmarkierten Transkripten eine gelelektrophoretische Konzentrationsbestimmung, bei
32P_markierten Transkripten wurde die Ausbeute durch Cerenkov-Zihlung in einem Szintil-
lationszdhler (BECKMAN) bestimmt. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Ex-
perimente gilt fiir radioaktive Vollingen-Transkripte der psbA- und rbcL-mRNA aus Spinat
die folgende Beziehung: 100 cpm gemessene Cerenkov-Aktivitéit entsprechen 1 fmol RNA.

Reaktionsansatz:
32P_markierte Transkripte unmarkierte Transkripte
IVT-A 5pl | IVT-A 20 pl
IVT-B 5ul | IVI-B 20 pl
ATP/CTP/GTP je 5bmM 5ul | ATP/CTP/GTP/UTP je 15 mM 15 pul
UTP 0,5 mM 5 ul | DNA, 30 - 40 ng/ul (PCR-Prod.) 20 pul
DNA, 30 — 40 ng/ul (PCR-~Produkt) 3 ul | RNAsin, 40 u/pul (PROMEGA) 2 pl
RNAsin, 40 u/ul (PROMEGA) 1 pl | T7-RNA-Polymerase (=~ 60 U/ul) 2 pul
a—32P-UTP (3000 Ci/mmol, 10 uCi/ul) 5 pl | HO 20 pul
T7-PNA-Polymerase (~ 60 U/pul) 1 pl
IVT-A (5x): 100 mM NasHPOy IVT-B (5x): 40 mM MgCly

50 mM DTT 20 mM  Spermidin

Elutionspuffer: 270 pl HoO

30 ul 3 M Na-Acetat
6l 0,5MEDTA
6 ul 10 % (w/v) SDS

?bei Verwendung der RNA im in-vitro-Zerfallssystem
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Herstellung von teilweise doppelstriangigen in-vitro-Transkripten

Im Rahmen von in-vitro-RNA-Zerfallsexperimenten wurden teilweise doppelstringige 32P-
markierte Transkripte hergestellt. Dabei wurden markierte Vollingen-sense-Transkripte der
psbA-mRNA aus Spinat mit verschiedenen unmarkierten psbA-antisense-Transkripten hybri-
disiert. Die Hybridisierung wurde in Extraktpuffer (Kap. 3.1.1) durchgefiihrt; zunéchst wurde
der Ansatz in einem PCR-Thermocycler fiir 10 min auf 90 °C erhitzt und dann iiber einen
Zeitraum von 20 h auf 20 °C mit konstanter Rate abgekiihlt. Dabei kam es zur Hybridisierung
der radioaktiven sense-RNA mit den unmarkierten antisense-Molekiilen. Nach Beendigung
der Hybridisierung konnte die RNA ohne weitere Behandlung fiir in-vitro-Zerfallsexperimente

verwendet werden.

Hybridisierungs-Ansatz:  sense-Transkript, 3?P-markiert, in 50 fmol
Extraktpuffer
antisense-Transkript, unmarkiert, 150 fmol

in Extraktpuffer
Extraktpuffer (mit 20 mM EDTA ad 50 pul

als Endkonzentration)

RNase-Schutz-Experimente

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Herstellung von RNA-Doppelstringen wurden RNase-
Schutz-Experiments durchgefiihrt. Dabei wird die (teilweise) doppelstringige RNA mit RNa-
se A unter Hochsalzbedingungen (500 mM NaCl) verdaut. Unter solchen Bedingungen schnei-
det RNase A nur einzelstringige RNA, im Falle von teil-doppelstriangigen RNA-Molekiilen
werden die einzelstrangigen Bereiche vollstindig verdaut, wihrend die Doppelstrang-Regionen

iibrig bleiben und auf einem denaturierenden Gel nachgewiesen werden kénnen.

Reaktionsansatz (20 pl):  32P-RNA 5 ul
5 M Na(Cl 2 ul
HQO 11 ,ul

RNase A (2 pg/ul) 2 pl

Die Inkubation erfolgte bei 23 °C fiir 45 min. Dann wurde der Ansatz einer RNA-Préparation
(entsprechend nach Kap. 3.2.3) unterzogen.

5 -Endmarkierung von Oligonukleotiden mit ’P

Die chemisch synthetisierten Oligonukleotide besitzen eine freie 5°-OH-Gruppe, die direkt
phosphoryliert werden kann. Dazu wird das Enzym Polynukleotidkinase (PNK) verwendet,
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das die endsténdige y-Phosphatgruppe von ATP auf freie Nukleinsdure-5-Enden iibertrigt.
Setzt man 7-32P-ATP ein, so werden Nukleinsiuren am 5 -Ende radioaktiv markiert. Die

Markierungsreaktionen wurden nach folgendem Ansatz durchgefiihrt:

Reaktionsansatz (20 pl):

DNA-Oligonukleotid, 10 mM 0,5 pl (5 pmol)
10 x Polynukleotidkinase-Puffer 2 ul

H,0 11,5 ul
Polynukleotidkinase, 10 U/ul (BOEHRINGER) 1 ul
y—32P-ATP (5000 Ci/mmol, 10 uCi/pul) 5 pl

Der Reaktionsansatz wurde iiber Nacht (14-18 h) auf Eis inkubiert und dann mit Ammo-
niumacetat/Ethanol geféllt. Danach wurde das Pellet in 20 ul Wasser aufgenommen und
nochmals mit Ammoniumacetat/Ethanol gefillt. Das Pellet wurde in 100 pl TE-Puffer mit
0,1 % (w/v) SDS gelost und die Gesamt-Radioaktivitidt des Oligonukleotids durch Cerenkov-
Zihlung bestimmt; diese lag bei 8 — 30 x 10° cpm.

10 x PNK-Puffer: Tris-HCI 500 mM
MgCls 100 mM
DTT 50 mM
Spermidin-HCl 1 mM
EDTA 1 mM

3.2.5 Gelelekrophoresen
Leistungsgesteuerte Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die leistungsgesteuerte Polyacrylamidgelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von
Nukleinséduren unter denaturierenden Bedingungen, bei der die notwendige Denaturierungs-
temperatur durch den hohen Elektrophoresestrom erzeugt wird. In der Regel wurden Gele
aus 5 % Polyacrylamid [30:0,8] in der Grofie 20x20%0,05 cm oder 40x30x0,05 cm hergestellt,
wobei die Polymerisationszeit mindestens 60 min bei Raumtemperatur betrug. Die kleineren
Gele wurden — wenn sich kein Nothern-Transfer anschlofl — zwischen Glasplatten auf die hy-
drophile Seite einer GELBOND-Folie (FMC BioPropucTs) aufpolymerisiert. Wenn das Gel
nach der Elektrophorese fiir einen Kapillartransfer (Northern-Analyse) weiterverwendet wer-
den sollte, wurde die GELBOND-Folie weggelassen. Um die Wéarmeverteilung zu optimieren,
wurde auf einer der Glasplatten eine 2 mm dicke Aluminiumplatte befestigt. Zum Vorheizen
des Gels wurden vor dem Auftragen der Proben fiir 20 min 50 W angelegt. Die Proben wurden

1:1 mit Auftragspuffer gemischt oder darin gelost, bei 95 °C fiir 5 min denaturiert und sofort
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aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei 40 — 50 W etwa 20 min (kleinere Gele) bzw. 80 —
110 W etwa 50 min (grofere Gele) bei einer Geltemperatur von 50 — 60 °C. Danach schlossen
sich folgende alternative Nachweisverfahren an: Silberfarbung der Nukleinsdure, Autoradio-

graphie 32P-markierter RNA, oder ein Kapillartransfer der aufgetrennten RNA (Northern-

Analyse).

Gellosung: Harnstoff 8 M
Acrylamid 5 % (w/v)
TBE-Puffer 0,5x%
TEMED 0,1 % (v/v)
APS 0,03 % (w/v)

Auftragspuffer: Formamid 90 % (v/v)
EDTA 5 mM
Bromphenolblau 0,01 %
Xylencyanol 0,01 %

Silberfirbung von Polyacrylamidgelen

Die in einer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Nukleinsduren kénnen durch eine
Silberfarbung nachgewiesen werden (Schumacher et al. 1983b). Diese Fiarbemethode besitzt
eine Nachweisempfindlichkeit von ca. 0,5 — 0,1 ng pro Bande. Der Farbeeffekt beruht darauf,
daB sich die Ag™-Ionen einer Silbernitratlosung an die negativ geladenen Phosphodiester-
Gruppen des Nukleinsiureriickgrates aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung anlagern;
anschlieBendes Reduzieren der Ag*-Tonen zu metallischem Silber durch Formaldehyd 148t die
nukleinséurehaltigen Gelbereiche braungefiirbt hervortreten. Alle Inkubationen erfolgten in

Kunststoffschalen auf einem Gelschiittler.

Fixieren: Ethanol 10 % (v/v)

Essigsidure 0,5% (v/v) > 15 min
Férben: AgNOs3 0,19 % (w/v) 30 min
Waschen: H-O viermal 10 s
Entwickeln: NaOH 1,5 % (w/v)

NaBH, 0,08 % (w/v)

Formaldehyd 0,15 % (w/v) beobachten
Stoppen: NaHCOs3 0,75 % (w/v) > 15 min
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Denaturierende Agarosegelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA in Abhéngigkeit von Molekulargewicht bzw. Molekiillinge wurden
Gelelektrophoresen in 1,2 % Agarosegelen in Gegenwart von 6 % Formaldehyd als Denaturie-
rungsmittel durchgefiihrt (nach Sambrook et al. 1989). Dazu wurden mit 220 ml Gellésung
21 cm x 21 cm grofle Gele gegossen, die zwei Reihen Probenauftragstaschen enthielten, so
dafl die Trennstrecke ca. 10 cm betrug. Die aufzutragende in TE-Puffer geloste RNA (ty-
pischerweise ca. 10 — 20 pg) wurde mit 1 Vol. Denaturierungspuffer versetzt und 15 min
auf 65 °C erhitzt. Dann wurde die denaturierte RNA sofort auf Eis abgeschreckt, mit ca. %
Vol. Auftragspuffer vermischt und auf das Gel aufgetragen. Die nachfolgende Elektrophorese

dauerte bei 150 V (entspr. 5 V/cm) etwa 2 h.

Gellosung: Agarose 1,2 % (w/v)
Formaldehyd 6 % (w/v)
MOPS-Puffer 1x

Denaturierungspuffer: Formaldehyd 24 % (w/v)
MOPS-Puffer 3,5
Ethidiumbromid 40 pg/ml

Auftragspuffer: Glycerin 50 % (v/v)
EDTA 5 mM
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
Xylencyanol 0,01 % (w/v)

Ethidiumbromidfiarbung

Zum Nachweis aufgetrennter RNA in Agarose- oder Polyacrylamidgelen wurde das Gel in
Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) fiir 10 min geschwenkt; die Hintergrundfirbung wurde
durch kurzes Waschen in Wasser (5 — 10 min) reduziert. AuBerdem wurde die Effizienz
des Northern-Transfers (s. u.) durch Ethidiumbromidfirbung iiberpriift. In diesem Fall wur-
de das Ethidiumbromid bereits vor der Elektrophorese zu den RNA-Proben gegeben (siehe
Kap. 3.2.6). Die angefirbte Nukleinsdure wurde auf einem UV-Transilluminator (A = 330
nm) betrachtet. Die Nachweisempfindlichkeit der Ethidiumbromidfarbung liegt bei ca. 50 ng
pro Bande.
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3.2.6 Northern-Analyse
Kapillartransfer von RNA (Northern-Transfer)

Der sogenannte Northern-Transfer ist ein Kapillartransfer-Verfahren zur Ubertragung gel-
elektrophoretisch aufgetrennter RNA auf eine Membran aus Nitrocellulose oder Nylon (Sam-
brook et al. 1989). Die in denaturierenden Agarose- oder Polyacrylamidgelen aufgetrennte
RNA wurde unmittelbar nach der Elektrophorese in Gegenwart von 5 x SSC-Puffer auf ei-
ne Nylonmembran (,,Hybond N”, AMERSHAM) iibertragen. Der Kapillartransfer dauerte ca.
14-16 h. Nach dem Transfer wurde die auf der Nylonmembran haftende RNA mit UV-Licht
(120 mJ) in einer UV-Crosslink-Apparatur (,,Stratalinker”, STRATAGENE) kovalent fixiert.
Danach wurde die Membran entweder sofort fiir eine Hybridisierung verwendet oder zunéchst
in Frischhaltefolie bei 4 °C gelagert.

Hybridisierung mit *>P-markierten Oligonukleotid-Sonden

Alle Hybridisierungen wurden in einem Hybridisierungsofen (Fa. BIOMETRA) in um die Léngs-
achse rotierenden Glasflaschen durchgefiihrt. Dazu wurde die Nylonmembran mit der RNA-
Seite nach innen auf eine Glaspipette aufgerollt und an der Innenwand der Glasréhre vorsichtig
abgerollt. Nach Zugabe von ca. 8 — 10 ml Vorhybridisierungslésung erfolgte die Vorhybri-
disierung fiir mindestens 2 h im Hybridisierungsofen bei der gleichen Temperatur wie die
anschlieende Hybridisierung. Diese begann nach Hinzufiigen der Sonde (ca. 2-10° cpm
32P_markiertes Oligonukleotid) und dauerte 12 — 16 h. Danach wurden iiberschiissige sowie
unspezifisch gebundene Sondenmolekiile durch dreimaliges halbstiindiges Waschen mit jeweils

ca. 50 ml Waschlosung entfernt.

(Vor-)Hybridisierungslosung ~ SSC-Puffer 5 x
SDS 7.5 % (w/v)
Heringssperm-DNA 50 ug/ml

Waschlésung;: SSC-Puffer 5 x
SDS 0,1 % (w/v)

Die Hybridisierungstemperatur ist bei DNA-Oligonukleotiden stark von der Lange und der Se-
quenz abhéngig; daher wurde die optimale Hybridisierungstemperatur mit Hilfe des Compu-
terprogramms POLAND (http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/POLAND/) anhand ei-
ner simulierten UV-Denaturierungskurve ermittelt. Als Hybridisierungstemperatur wurde

eine Temperatur von 10 °C unterhalb des berechneten T,,-Wertes gewéhlt.
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Entfernen gebundener Oligonukleotid-Sonden

Vor einer erneuten Hybridisierung mufite die zuvor gebundene Sonde moglichst vollsténdig
von der auf der Nylonmembran fixierten RNA entfernt werden. Dazu wurde die Nylonmem-
bran im Hybridisierungsofen dreimal bei 80 °C in ca. 50 ml destilliertem Wasser fiir jeweils
1 h gewaschen. Unter diesen Bedingungen lielen sich die verwendeten DNA-Oligonukleotide

nahezu vollstdndig entfernen.

3.2.7 Autoradiographien

Autoradiographien dienten dem Nachweis der gebundenen 3?P-markierten Sonden in Northern-
Analysen und radioaktiv markierter RNA in Polyacrylamidgelen. Dazu wurden Gel oder
Membran in Polyethylenfolie eingeschweifit /eingeschlagen und in eine Expositionskassette ge-
legt, deren Wand mit einer Verstéirkerfolie (CRONEX PLUS intensifying screen, DUPONT)
beschichtet war. Die radioaktiven Signale wurden mittels eines Rontgenfilms (KopAK XAR)
nachgewiesen, der zwischen Membran und Verstarkerfolie gelegt wurde. Die Expositionen
erfolgten in der Regel bei 70 °C; bei sehr intensiven Signalen (mehr als 300 Bq / 10 cm?
It. Fléchenzihler) oder fiir alle quantitativen Nachweise (siehe 3.2.8) wurde auf den Szintilla-
tionseffekt der Verstérkerfolie verzichtet und bei Raumtemperatur (Nylonmembranen) oder
—20 °C (Polyacrylamidgele) exponiert. Nach der Exposition, deren Dauer von 30 min bis zu
14 Tagen — je nach Signalintensitéit — reichte, wurden die Rontgenfilme in Entwicklertanks
(CrONEX TD und TF, DUPONT) entwickelt.

Quantifizierung von Autoradiographiesignalen

Die durch die radioaktiven Signale verursachten Schwérzungen auf den Rontgenfilmen wurden
durch densitometrische Analyse der in TIFF-Bilder iiberfithrten Rontgenbilder (HEWLETT
PACKARD ScanlJet 4¢/T Scanner). Die Intensitéit der Signale wurden mit Hilfe des Pro-
gramms SCIONIMAGE (http://www.scioncorp.com) quantitativ bestimmt. Die Linearitit
der Intensitdtsmessung wurde immer durch mitverarbeitete Eichreihen, d. h. RNA-Proben
bekannter Menge, iiberpriift. Dabei wurden fiir die Auswertung auch u. U. jeweils mehrere
Autoradiographien verschiedener Intensitéit verglichen, um zu gewihrleisten, dafi die Inten-

sitdten der einzelnen Banden im lineraren Detektionsbereich des Rontgenfilms liegen.
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3.3 RNA-Zerfallsexperimente

3.3.1 mRNA-Abbau in vivo

Um die Halbwertszeit plastidirer mRNAs in vivo bestimmen zu kénnen, wurde intaktes Pflan-
zengewebe mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D behandelt (Klaff & Gruissem,
1991). Actinomycin D ist ein pleiotrop wirkender Inhibitor sémtlicher in der Pflanzenzelle
ablaufender Transkriptionsprozesse -aus diesem Grund ist bei lingeren Inkubationszeiten mit
der Beeitrichtigung des gesamtes Zellstoffwechsels und daher massiven Storeffekten auf den
natiirlichen mRNA-Abbau zu rechnen. Bisherige Erfahrungen zeigen jedoch, dafl Actino-
mycin D dennoch als Transkriptionsinhibitor in Pflanzen eingesetzt werden kann, wenn die
Inkubationszeiten kurz genug sind, um Nebenwirkungen zu vermeiden (Klaff & Gruissem,
1991; Ylstra & McCormick, 1999).

Arabidopsis thaliana

Etwa sechs Wochen alte Pflanzen wurden aus der Kulturschale genommen und unter Was-
ser vorsichtig von anhaftender Erde befreit. Dann wurden unter Wasser die Wurzeln mit
einem Skalpell abgeschnittten und je ca. 10 — 20 Pflanzen in eine Petrischale (Durchmesser
10 cm) gesetzt, in der 10 ml 200 pM Actinomycin D in Leitungswasser vorgelegt waren.
Zur Kontrolle wurden immer jeweils eine gleiche Anzahl Pflanzen in Petrischalen mit Lei-
tungswasser tiberfiithrt. Die nun folgende Inkubation der Pflanzen erfolgte auf der Laborbank
unter kontinuierlicher Beleuchtung (Philips SON-T 400 Natriumdampf-Hochdrucklampe) bei
23 — 25 °C. Zunichst wurden die Pflanzen bis zur anndhernd vollstdndigen Verteilung des
Actinomycin D im Blattgewebe vorinkubiert (ca. 30 min). Dann erfolgte in geeigneten
Zeitabstédnden (vgl. Ergebnisse) die Probenentnahme: Je ca. 15 Pflanzen wurden vorsichtig
auf Papierhandtiichern abgetrocknet und dann sofort in fliisssigem Stickstoff eingefroren und
zwecks spéterer RNA-Préiparation (Kap. 3.2.3 A ) bei —70 °C gelagert.

Nicotiana tabacum

Von etwa zwei Monate alten Tabakpflanzen wurden reife expandierte Blétter (ca. 10 — 15 cm
lang) mit einer Rasierklinge unter Wasser abgeschnitten und die Blattstiele in 200 uM Ac-
tinomycin D (in Leitungswasser) getaucht. Kontrollbldtter wurden gleich behandelt, aber
in Leitungswasser getaucht. Die Inkubation mit dem Transkriptionsinhibitor erfolgte im
Gewichshaus bei 25 °C und Dauerbeleuchtung (Philips SON-T 400 Natriumdampf-Hoch-
drucklampen). Es fand zunéchst eine 30-miniitige Vorinkubation statt. Dann wurden in
geeigneten Zeitabstinden Blatter in fliissigem Stickstoff eingeforen bis zur RNA-Isolation
(Kap. 3.2.3 A) und bei —70 °C aufbewahrt.
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3.3.2 mRNA-Abbau in organello

Frisch isolierte Chloroplasten aus reifen Spinatblidttern wurden in Extraktpuffer (siche Kap.
3.1.1, Zusatz von 10 mM MgCls) zu einer Konzentration von ca. 10® — 10? Organellen pro ml
aufgenommen und zunéchst auf Eis gekiihlt, um physiologische Prozesse — und insbesondere
den RNA-Abbau — anzuhalten. Hochstens % Std. nach Isolierung der Chloroplasten wurde die
Organellsuspension in 12 ml-Kunststoffzentrifugenréhrchen auf die Laborbank gebracht und
dort bei Raumtemperatur (23 °C) inkubiert. In geeigneten Zeitabstinden (0 bis 9 Stunden
nach Beginn der Inkubation) wurden Proben der Chloroplastensuspension entnommen und
die RNA daraus nach Kap. 3.2.3 B prapariert.

3.3.3 in-vitro-RNA-Zerfallsystem

Als in-vitro-RNA-Zerfallsystem dienten lysierte Chloroplasten aus reifen Spinatbléittern. Nach
Lysieren der préparierten Chloroplasten findet keine Neuinitiation der Transkription mehr
statt (Gruissem et al., 1986), die Chloroplasten sind aber nach der angewandten Lysis-
Methode in ihrer Feinstruktur nicht vollkommen zerstort und physiologisch noch einige Stun-
den funktionsfihig. Man kann in frisch lysierten (oder in ,,frisch” aufgetauten) Chloroplasten
den spezifischen Abbau der internen RNA-Spezies verfolgen. Um einheitliche Bedingungen zu
erreichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit alle in-vitro-RNA-Zerfallsexperimente mit Chlo-
roplastenlysat durchgefiihrt, das genau einmal eingefroren war. Die Chloroplastensuspension
wurde nach dem Auftauen auf Eis auf der Laborbank bei 23 °C stehen gelassen; in geeigen-
ten Zeitabstdnden (0 bis zu 180 Minuten nach Auftauen) wurden Proben der Chloroplasten
entnommen und sofort einer RNA-Priparation (Kap. 3.2.3 B) unterzogen. Fiir die Untersu-
chung des Abbaus von extern zugesetzen 3?P-markierten in-vitro-Transkripten wurde dhnlch
verfahren. Hier wurde die Zerfallsreaktion nicht durch das Auftauen des Chloroplastenlysates,

sondern durch Zugabe der markierten RNA gestartet.

3.4 Computer-Simulationen

3.4.1 Vorhersage konservierter RN A-Sekundéirstruktur

Die Vorhersage von konservierten Sekundérstrukturen innerhalb der psbA- und rbcL-mRNAs
in Chloroplasten von Angiospermen wurde mit Hilfe des Programms CONSTRUCT durch-
gefiihrt (Liick et al., 1996, Liick et al., 1999). Dieses Programm kombiniert eine Sekundér-
strukturvorhersage aufgrund thermodynamischer Parameter mit einem klassischen Sequenz-
Alignment und benétigt fiir signifikante Aussagen iiber konservierte Strukturelemente eine
geringere Zahl von Sequenzen als Programme, die allein den Sequenzvergleich zur Identifi-

zierung von konservierten Strukturen nutzen. Im letzteren Fall ist eine hohe Anzahl von
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Einzelsequenzen notwendig, um iiber kompensatorische Basenaustausche signifikante Imfor-

mation iiber konservierte Strukturen zu erlangen.

Das Erstellen einer Consensus-Sekundarstruktur fiir die psbA-und rbcL-mRNA erfolgte fol-

gendermaflen:

e CONSTRUCT verwendet das Programm RNAFoOLD (Hofacker et al., 1994; http://wuw.
tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/), um fiir jede Einzelsequenz auf Basis thermodynami-
scher Parameter (Energieminimierung) eine Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix zu er-
zeugen. Dabei wird fiir jede Sequenz Ry, mit der Sequenzlinge nj eines Satzes homologer
Sequenzen R ... Rjs eine zweidimensionale Wahrscheinlichkeitsmatrix ng x ny erstellt.
RNAfold erstellt die gesamte Strukturverteilung und legt sie un der Matrix ab. Die
Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix zeigen die thermodynamische Gewichtung alterna-

tiver Strukturen.

e Mit dem Programm CLUSTALX (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/clustal/
clustalx) wird fiir den Satz homologer Sequenzen ein Sequenzalignment unter Stan-
dardbedingungen erstellt. Dabei besitzen die Sequenzen nun die gleiche Lénge N,
die aufgrund des Einfithren von Liicken grofler ist, als die Lénge nj; der Einzelse-
quenz. Anhand des Sequenzalignments kann mit dem Programm GENEDOC (http:

//www .psc.edu/biomed/genedoc/) die Sequenzhomologie bestimmt werden.

e Nun werden anhand des Sequenzalignments Liicken in die Basenpaarmatrizen eingefiihrt;
dadurch werden ausgerichtete Basenpaarmatrizen der Linge N x N Nukleotide er-
zeugt. Homologe Basenpaare sollten sich nun bereits an derselben Position befinden,
allerdings wird hier nur eine Ausrichtung auf Basis der Nukleotidsequenz, d. h. der

Primdrstruktur, durchgefithrt und nicht auf Basis der Sekunddrstruktur.

e Im néchsten Schritt werden die einzelnen ausgerichteten Basenpaarwahrscheinlichkeits-
matrizen aufsummiert. Dabei summieren sich die Basenpaarwahrscheinlichkeiten py (3, j)

jeder Einzelsequenz k zur ,konservierten Basenpaar-Wahrscheinlichkeit” p. (i, 7) :

pc(i,j) — (Z]]cul Wi pk(z,])%>b

M
Zk:1 WE

Der Faktor wy, erlaubt die Gewichtung der Einzelsequenzen, um z. B. zu verhindern, daf3
innerhalb eines Satzes homologer Sequenzen eine iiberproportional hiufige Verwandt-
schaftsgruppe die Consensusstruktur dominiert. Die Exponenten % und b ermoglichen
die Unterdriickung indiviueller zugunsten konservierter Wahrscheinlichkeitswerte inner-
halb der Matrix.

e Aus der Consensus-Basenpaar-Wahrscheinlichkeitsmatrix kann nun eine Consensusstruk-

tur erzeugt werden. Mittels einer grafischen Benutzeroberfliche ermdoglicht das Pro-
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gramm CONSTRUCT interaktiv in das Sequenzalignment einzugreifen, um in Einzelse-
quenzen gegeneinander verschobene Strukturelemente in die gleiche Position zu brin-
gen, d. h. das Alignment hinsichtlich konservierter Strukturmotive und zu Lasten kon-
servierter Sequenzmotive zu optimieren (Details: siehe Ergebnisse). Die Ausgabe der
Consensus-Struktur kann auf dreierlei Weise erfolgen: CONSTRUCTALIGN ist eine Dar-
stellung des Sequenzalignments, wobei die konservierten Sekundérstrukturen roétlich
hervorgehoben werden, auflerdem wird auch die Consensus-Sequenz angegeben. DRAW-
STRUCTURE ist eine graphische Ausgabe der Sekundéarstruktur in konventineller Dar-
stellung. CIRCLES ist eine ringférmige Darstellung der Nukleotidsequenz, bei der die

basenpaarenden Nukleotide durch Bogen verbunden werden.

e Das Pogramm CONSTRUCT ist erhéltlich unter ftp://ftp.biophys.uni-duesseldorf|
de/pub/ConStruct/.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Plastidire mRNA-Stabilitat in vivo

4.1.1 Voraussetzungen und Grundlagen

Die Bestimmung der in vivo-Halbwertszeiten von mRNAs des Chloroplasten bei Tabak und
Arabidopsis sollte Informationen iiber die Charakteristika des mRNA-Metabolismus in zwei
,,Modellpflanzen” liefern: Tabak ist zur Zeit die einzige hohere Pflanze, die die routineartige
Herstellung transplastomischer Linien erlaubt (Svab et al., 1990), Arabidopsis eignet sich be-
sonders fiir genetische Analysen kernkodierter Faktoren der plastiddren Genexpression. Fiir
Tabak sollten die Messungen plastiddarer mRNA-Stabilitdten in im Gewéchshaus kultivier-
ten Pflanzen Aufschlufi dariiber geben, inwieweit der mRNA-Metabolismus der Chloropla-
sten durch die Differenzierung des Blattgewebes beeinflufit wird. — Bisher lagen fiir Tabak
ausschliefilich Daten iiber die Halbwertszeiten plastiddrer mRNAs in sterilen in wvitro kulti-
vierten Pflanzen sowie Mesophyllprotoplasten vor (Horlitz, 1995). Das Prinzip der Messung
von plastiddren mRNA-Halbwertszeiten in vivo bei Tabak- und Arabidopsis-Pflanzen beruht
auf der schnellen Aufnahme des Transkriptionsinhibitors Actinomycin D in das Blattgewebe.
Dabei sollte die Zeit bis zur annéhernd vollstindigen Verteilung des Inhibitors im Gewebe
klein gegeniiber den zu erwartenden RNA-Halbwertszeiten sein. In fritheren Untersuchungen
(Horlitz, 1995) hatte sich bereits gezeigt, dafl eine Vorinkubation von 30 Minuten in Acti-
nomycin D-Losung ausreicht, um eine gleichméflige Verteilung des Transkriptionsinhibitors
im Blattgewebe zu gewéhrleisten. Actinomycin D ist ein pleiotrop wirkender Transkripti-
onshemmstoff, der auf sémtliche Transkriptionsprozesse in einer Zelle einwirkt, da er in die
DNA-Doppelhelix interkaliert. Aus diesem Grund ist bei langerer Inkubation von intakten
Pflanzen oder Blattern mit Nebenwirkungen des Inhibitors zu rechnen. Tatséchlich traten im
Fall von Tabak bei Inkubationszeiten von mehr als zwolf Stunden deutlich sichtbare Gewe-

beschéden auf; bei Arabidopsis zeigten sich derartige Effekte erst nach Einwirkzeiten von mehr

38
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als 18 Stunden. Die Zeitbereiche der RNA-Zerfallsmessungen wurden daher entsprechend be-
grenzt, unter der Annahme, dafl bei Meflzeiten von 12 bzw. 18 Stunden die begleitenden —
makroskopisch unsichtbaren — Nebenwirkungen des Actinomycin D vernachléssigbar waren
(Klaff & Gruissem, 1991; Ylstra & McCormick, 1999; Horlitz, 1995).

Northern-Analysen und untersuchte mRNAs

Die quantitativen Northern-Analysen zur RNA-Stabilitdtsmessung wurden mit 10 — 20 ug
zelluldrer Gesamt-RNA (spektralphotometrisch bestimmt) pro Einzelprobe bzw. pro Spur im
denaturierenden Agarosegel durchgefiihrt. Die RNA-Mengen der Einzelproben eines Zerfalls-
experimentes waren jeweils gleich. Die RNA-Préparationen aus den Gewebeproben lieferten
50 — 200 pg Gesamt-RNA, so dafl mehrfache Northern-Anlysen derselben RNA-Zerfallsreihe
zur Absicherung der gemessenen RNA-Halbwertszeiten moglich waren. Im Detail wurde so
verfahren, dafl jeweils die Proben einer RNA-Zerfallsreihe (Zugabe von Actinomycin D) zu-
sammen mit einer entsprechenden Kontrollreihe und einem RNA-Mengenstandard im selben
Agarosegel aufgetrennt und auf dieselbe Nylonmembran transferiert wurden. Damit fanden
die folgenden Hybrisidierungen mit spezifischen Sonden und die Autoradiographien fiir die
Zerfalls-, Kontroll- und Standardreihen unter identischen Bedingungen statt. Die Signalin-
tensitdten des RNA-Mengenstandards stellten sicher, dal die Hybridisierungen quantitativ
waren und die gemessenen Intensitétswerte der RNA-Zerfalls- und Kontrollreihen im linearen
Nachweisbereich der Autoradiographien lagen. Alle Nylonmembranen wurden nacheinander,
niemals gleichzeitig, mit verschiedenen Oligonukleotidsonden hybridisiert, wobei jeweils die

zuvor gebundene Sonde entfernt wurde.

Im Rahmen der mRNA-Zerfallsexperimente wurden folgende RNA-Spezies untersucht:

e 16S-TRNA: Nachgewiesen wurde die Volldnge des reifen prozessierten RNA (Tabak und
Arabidopsis: 1489 nt). Als stabilste RNA diente sie zur Standardisierung im Rahmen

der quantitativen Northern-Analysen

e psbA-mRNA: Hier wurde die intakte monocistronische mRNA nachgewiesen (Tabak:
1239 nt, Arabidopsis: 1238 nt).

e rbcL-mRNA: Diese ebenfalls monocistronische mRNA besitzt in Tabak eine Linge von
1757 nt, bei Arabidopsis 1708 nt.

e psaA-psaB-rpsi1/-mRNA: Diese tricistronische mRNA stellt das Transkript des psaA-
Operons dar (Meng et al., 1988; Westhoff et al., 1983), entsprechend wurde in der
Northern-Analyse diese ca. 5 kb grofle mRNA nachgewiesen.

e atpB-atpE-mRNA: Die etwa 3 kb grofie dicistronische mRNA liegt in vivo in mehreren

Varianten mit unterschiedlichen 5 “-Enden vor (Orozco et al., 1990). In Falle von Tabak
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konnten diese Varianten nicht einzeln im Agarosegel aufgelost werden; sie erschienen
vielmehr als eine diffuse Bande (s. u.). Bei Arabidopsis konnten zwei mRNA-Varianten

nachgewiesen werden.

Auf die Analyse polycistronischer mRNAs, die einer komplexen Prozessierung unterliegen
(Beispiel: psbB-Operon, Tanaka et al., 1987; Westhoff et al., 1985) wurde verzichtet, da in
einem solchen Fall die Prozesse der RNA-Prozessierung und des RNA-Abbaus ineinander-
greifen. Eine getrennte Untersuchung der mRNA-Stabilitidt ist dabei ohne weiteres nicht

moglich.

Annahmen zur Kinetik des mRNA-Abbaus

Um die Lebensdauer bzw. Halbwertszeit von mRNAs aus den quantitativen Northern-Ana-
lysen bestimmen zu kénnen, wurden einige Annahmen zum Mechanismus des mRNA-Abbaus

unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen zugrunde gelegt:

Als mRNA-Abbau wird hier die Abnahme des Spiegels der mRNA-Volldnge angesehen, wie
sie in der Northern-Analyse nachgewiesen werden kann; dies gilt sowohl fiir mono- als auch

fiir polycistronische mRNA-Spezies.
erster Reaktionsschritt:
mRNA + H,O — Fragment 1 + Fragment 2

Diese Reaktionsgleichung gilt sowohl fiir endonukleolytischen als auch fiir exonukleolytischen
Abbau der mRNA; im letzteren Fall kann ein Zerfallsfragment auch ein Mononukleotid sein.
Die Zerfallsreaktion wird durch diverse Proteine vermittelt/katalysiert, deren Aktivitét iiber
den Zeitraum der experimentellen Betrachtung als konstant angesehen wirdf]. Da auch die
Konzentration des Reaktionspartners HoO im wéfirigen Milieu des Chloroplasten als konstant
angenommen werden kann, 148t sich der mRNA-Zerfall als Reaktion pseudo-erster Ordnung

beschreiben:
UZerfall = k‘ . [mRNA]

Die Zerfallgeschwindigkeit ist der Konzentration der intakten mRNA proportional. Fiir die
mRNA-Konzentration zur Zeit t gilt:

—k RNA
[MRNA], = [nRNA], -e "t < ln% =kt
Die Halbwertszeit t1 der mRNA (also die Zeit, in der die Konzentration der mRNA auf die
2
Halfte Thres Ausgangswertes sinkt) ist in der hier angenommenen Reaktion pseudo-erster Ord-
nung eine charakteristische Groie der Reaktion und nur von der Geschwindigkeitskonstante

k abhéngig.

!Die mégliche Verarmung von bestimmten Proteinen als Nebenwirkung des Actinomycin D wird hier ver-
nachléssigt.
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Auf der Grundlage dieser Annahmen wurden die mRNA-Zerfallsexperimente folgendermafien
ausgewertet: Die jeweils anhand der Signalintensitéiten in der Northern-Analyse bestimm-
ten mRNA-Mengen wurden fiir jeden Zeitpunkt der RNA-Zerfallreihe zu der entsprechenden
Menge der 16S-rRNA ins Verhiltnis gesetzt. Die so erhaltenen gegen 16S-rRNA standardi-
sierten mRNA-Mengen wurden in Prozent des Anfangswertes (100 % fiir t = 0) ausgedriickt,
um anschauliche Zahlenwerte zu erhalten. In einem RNA-Menge/Zeit-Diagramm wurden den
Mefwerten Exponentialfunktionen geméfl der angenommenen Kinetik angepafit, aus denen

dann tiber die Zerfallskonstanten k die Halwertszeiten t1 berechnet wurden.
2

Die 16S-rRNA wurde als Mengenstandard gewihlt, um etwaige Unterschiede in den pro Zeit-
punkt analysierten Gesamt-RNA-Mengen auszugleichen. Dariiberhinaus besitzt sie die die
grofite in-vivo-Stabilitéit der bisher untersuchten plastidiren mRNAs (Klaff & Gruissem, 1991;
Kim et al., 1993).

4.1.2 Plastidire mRNA-Stabilitidt in Tabak

Reife expandierte Tabakblédtter wurden nach vier Stunden Vorbelichtung mit 200 pM Acti-
nomycin D in Leitungswasser fiir 30 Minuten vorhandelt (Kontrolle: reines Leitungswasser).
Die RNA-Spiegel wurden zu folgenden Zeitpunkten bestimmt: 0 h (Start der Messung), 1 h,
3h,5h,8h, 12 h. Als RNA-Mengenstandard dienten Proben zu 20 pg, 15 pug, 10 ug und
5 ug Gesamt-RNA.

Die 16S-rRNA (Abb. 4.1) zeigt weitgehend konstante Signalintensitéten iiber den gesamten
MefBzeitraum. Dies gilt sowohl fiir die RNA-Zerfallsreihe in Anwesenheit von Actinomycin D,
als auch fiir die Kontrollreihe. Damit ist ein signifkanter Abbau der 16S-rRNA wihrend der
Dauer des Experimentes nicht nachweisbar, wie es die Verwendung dieser RNA als Standard

fiir die Bestimmung von Halbwertszeiten anderer RNA-Spezies erfordert.

Die psbA-mRNA (Abb. 4.2) zeigt ebenfalls weitgehend konstante Spiegel im Verlauf der
Actinomcin D-Behandlung, wie auch in der Kontrollreihe. Ein spezifischer Zerfall ist nicht
zu beobachten; vergleicht man die Signalintensititen der psbA-mRNA mit denen der 16S-
rRNA; so ergibt sich eine Halbwertszeit, die ein Vielfaches des Mefizeitraums betrdagt. Die
Halbwertszeit der psbA-mRNA diirfte damit bei deutlich mehr als 50 Stunden liegen.

Bei der rbcL-mRINA (Abb. 4.2) lafit sich eine leichte zeitliche Abnahme der Signalinten-
sitdt unter Actinomycin D-Einwirkung nachweisen, wihrend die Signalintensititen in der

Kontrollreihe weitgehend zeitlich konstant sind. Nach Standardisierung der Intensitidtswerte
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Tabak: Zerfall der 76S-rRNA in vivo
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Abbildung 4.1: Tabak — Zerfall der 16S-rRNA in vivo. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der
16S-TRNA-Spiegel im RNA-Zerfallsexperiment als Ergebnis der Northern-Analyse. Die RNA-Spiegel
wurden in intakten Blattern nach Hemmung der Transkription mit 200 pM Actinomycin D beobachtet;
als Kontrolle diente Leitungswasser. Pro Spur wurden 20 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Die Intensitéiten
der 16S-rRNA-Banden wurden quantitativ bestimmt (siehe Kap. 3.2.7) und dienten als Standard fiir
die mRNA-Zerfallsanalysen (siche Abb. 4.2, 4.3).

der rbcL-mRNA gegen die 16S-TRNA-Werte ergibt sich fiir die rbcL-mRNA eine Halbwertszeit
von 25,2 + 5,6 Stunden.

Die psaA/B-rps14-mRNA (Abb. 4.3) zeigt in der RNA-Zerfallsreihe eine im Verlauf
von 12 Stunden deutlich abnehmende Signalintensitét: Bei t = 12 h ist die mRNA-Volldnge
kaum noch detektierbar, wihrend in der Kontrollreihe keine deutliche Abnahme des RNA-
Spiegels sichtbar ist. Nach Standardisierung ergbt sich fiir diese mRNA eine Halbwertszeit
von 4,5 + 0,7 Stunden.

Im Fall der atpB/E-mRNA (Abb. 4.3) ist ebenso eine deutliche Abnahme des RNA-
Spiegels im Verlauf der Actinomycin D-Behandlung zu beobachten. Die Signale in der Kon-
trollreihe zeigen hingegen nur eine sehr schwach abnehmende Tendenz. Im Vergleich mit der
16S-rRNA 148t sich fiir die atpB/E-mRNA eine Halbwertszeit von 8,0 £ 2,3 Stunden ermit-
teln. Bei dieser mRNA ist zu beachten, daf} sie in vivo ein heterogenes 5 -Ende besitzt. Bei
Tabak konnen bis zu sechs Varianten unterschieden werden, die jeweils von verschiedenen Pro-
motoren transkribiert werden, also keine Prozessierungsprodukte sind (Orozco et al., 1990).
Da in den verwendeten Agarosegelen die Groflenunterschiede der atpB/E-mRNA-Varianten
nicht aufgelost werden, wurde hier anhand der sichtbaren etwas diffusen Bande die mittlere

Halbwertszeit aller mRNA-Varianten bestimmt.
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Tabak: Zerfall der psbA-mRNA in vivo
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Tabak: Zerfall der rbocL-mRNA in vivo
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Abbildung 4.2: Tabak — Zerfall der psbA-mRNA und rbcL-mRNA in vivo. Linke Sei-
te: Zeitlicher Verlauf der Signalintensititen der jeweiligen mRNA in der Northern-Analyse (20 ug
RNA /Spur) - RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 M Actinomycin D / Kontroll-
reihe: Inkubation in Leitungswasser. Rechte Seite: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden fiir jeden
Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen.
Den MeBwerten wurde eine Exponentialfunktion ([mRNA], = [mRNA], -e %) gemiB der theoreti-
schen Ableitung in Kap. 4.1 angepafit; aus dieser wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.
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Tabak: Zerfall der psaA/B-rps14-mRNA in vivo
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Tabak: Zerfall der atpB/E-mRNA in vivo
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Abbildung 4.3: Tabak — Zerfall der psbA /B-rps14-mRNA und atpB/E-mRNA in vivo.
Linke Seite: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitéiten der jeweiligen mRNA in der Northern-Analyse
(20 pg RNA/Spur) - RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 pM Actinomycin D
/ Kontrollreihe: Inkubation in Leitungswasser (Pfeil: Position der mRNA-Volldnge). Rechte Sei-
te: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden fiir jeden Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-
Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen. Den Meflwerten wurde eine Exponentialfunkti-
on ([mRNA], = [mRNA], -e~*") gemif der theoretischen Ableitung in Kap. 4.1 angepaft; aus dieser
wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.




4.1. PLASTIDARE RNA-STABILITAT 45

4.1.3 Plastidire mRNA-Stabilitit in Arabidopsis

Arabidopsis: Zerfall der 16S-rRNA in vivo
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Abbildung 4.4: Arabidopsis — Zerfall der 16S-TRNA in vivo. Dargestellt ist der zeitliche
Verlauf der 16S-rRNA-Spiegel im RNA-Zerfallsexperiment als Ergebnis der Northern-Analyse. Die
RNA-Spiegel wurden in intakten Blidttern nach Hemmung der Transkription mit 200 pM Actino-
mycin D beobachtet; als Kontrolle diente Leitungswasser. Pro Spur wurden 10 pg Gesamt-RNA
eingesetzt. Die Intensititen der 16S-rRNA-Banden wurden quantitativ bestimmt (siehe Kap. 3.2.7)
und dienten als Standard fiir die mRNA-Zerfallsanalysen (sieche Abb. 4.5, 4.6).

Ganze Arabidopsis-Blattrosetten wurden nach vier Stunden Vorbelichtung mit 200 M Acti-
nomycin D in Leitungswasser fiir 30 Minuten vorinkubiert (Kontrolle: reines Leitungswasser).
Unmittelbar danach wurden zu folgenden Zeitpunkten die RNA-Spiegel bestimmt: 0 h (Start
der Messung), 2 h, 6 h, 12h, 18 h. Fiir eine Einzelprobe wurden 10 ug Gesamt-RNA in der
Northern-Analyse eingesetzt. Als RNA-Megenstandard dienten Proben zu 10 ug, 5 ug, 2,5 ug
und 1,3 pg Gesamt-RNA.

Die 16S-rRNA (Abb. 4.4) zeigt weitgehend konstante RNA-Spiegel iiber den gesamten
Mefzeitraum. Dies gilt sowohl fiir die RNA-Zerfallsreihe in Anwesenheit von Actinomycin D,
als auch fiir die Kontrollreihe. Ein Abbau der 16S5-rRNA wéhrend der Dauer des Experimentes
ist nicht nachweisbar, wie es die Verwendung dieser RNA als Standard fiir die Bestimmung

von Halbwertszeiten anderer RNA-Spezies verlangt.

Die psbA-mRNA (Abb. 4.5) zeigt ebenfalls weitgehend konstante Spiegel im Verlauf der
Actinomycin D-Behandlung, wie auch in der Kontrollreihe. Ein spezifischer Zerfall ist nicht
zu beobachten; vergleicht man die Signalintensitéiten der psbA-mRNA mit denen der 16S-
rRNA; so ergibt sich eine Halbwertszeit, die ein Vielfaches des Mefizeitraums betriagt. Die
Halbwertszeit der psbA-mRNA diirfte damit — d&hnlich wie bei Tabak — bei deutlich mehr als
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Arabidopsis: Zerfall der psbA-mRNA in vivo
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Abbildung 4.5: Arabidopsis — Zerfall der psbA-mRNA und rbcL-mRNA in vivo. Linke
Seite: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitéiten der jeweiligen mRNA in der Northern-Analyse (20 pg
RNA /Spur) - RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 pM Actinomycin D / Kontroll-
reihe: Inkubation in Leitungswasser. Rechte Seite: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden fiir jeden
Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen.
Den MeBwerten wurde eine Exponentialfunktion ([mRNA], = [mRNA], -e %) gemiB der theoreti-
schen Ableitung in Kap. 4.1 angepafit; aus dieser wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.
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Arabidopsis: Zerfall der psaA/B-rps14-mRNA in vivo
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Arabidopsis: Zerfall der atpB/E-mRNA in vivo
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Abbildung 4.6: Arabidopsis— Zerfall der psbA/B-rps1j-mRNA und atpB/E-mRNA in
vivo. Linke Seite: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitdten der jeweiligen mRNA in der Northern-
Analyse (20 ug RNA/Spur) — RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 uM Actino-
mycin D / Kontrollreihe: Inkubation in Leitungswasser (Pfeil: Position der mRNA-Vollidnge). Rechte
Seite: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden fiir jeden Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-
Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen. Den Meflwerten wurde eine Exponentialfunkti-
on ([mRNA], = [mRNA], -e~*") gemif der theoretischen Ableitung in Kap. 4.1 angepaft; aus dieser
wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.
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50 Stunden liegen.

Bei der rbcL-mRNA (Abb. 4.5) 148t sich eine leichte zeitliche Abnahme der Signalinten-
sitdt unter Actinomycin D-Einwirkung nachweisen, wéhrend die Sinalintensitéten in der Kon-
trollreihe weitgehend zeitlich konstant sind. Nach Standardisierung der Intensitédtswerte der
rbcL-mRNA gegen die 16S-TRNA-Werte ergibt sich fiir die rbcL-mRNA eine Halbwertszeit

von 14,4 4+ 1,9 Stunden; sie ist damit in Arabidopsis etwas instabiler als in Tabak.

Wie bei Tabak, so zeigt die psaA /B-rps14-mRNA (Abb. 4.6) auch bei Arabidopsis in der
RNA-Zerfallsreihe eine im Verlauf von 12 Stunden deutlich abnehmende Signalintensitéit — bei
t = 12 h ist die mRNA-Volldnge nur noch schwach detektierbar, wihrend in der Kontrollreihe
keine deutliche Abnahme des RNA-Spiegels zu erkennen ist. Nach Standardisierung ergibt
sich fiir diese mRNA eine Halbwertszeit von 6,5 & 2,7 Stunden. Wegen der Streuung der RNA-

Intensitatswerte ist hier die Genauigkeit des t1-Wertes geringer als bei anderen mRNAs.
2

Die atpB/E-mRNA (Abb. 4.6) zeigt in der Northern-Analyse zwei Banden, die darauf
zuriickzufithren sind, dafl diese mRNA in vivo ein heterogenes 5°-Ende besitzt (Orozko et
al., 1990). Da noch keine Klarheit dariiber besteht, in welchem Mafe die einzelnen mRNA-
Varianten translatiert werden, also zur Synthese der Genprodukte beitragen, wird hier eine
mittlere Halbwertszeit beider mRNA-Formen bestimmt. Fiir beide mRNA-Varianten ist eine
deutliche Abnahme des RNA-Spiegels im Verlauf der Actinomycin D-Behandlung zu beob-
achten. Die Signale in der Kontrollreihe zeigen hingegen nur keine abnehmende Tendenz. Im
Vergleich mit der 16S-TRNA 148t sich fiir die atpB/E-mRNA eine Halbwertszeit von 7,3 +

1,3 Stunden ermitteln.

psbA rbel psaA/B-rps14 atpB/E
Tabak > 50 h 252 +5,6h 45+ 0,7h 80+23h
Arabidopsis > 50 h 144 4+19h 6,5 +27h 72+ 13h

Tabelle 4.1: in vivo bestimmte Halbwertszeiten von mRNAs reifer Chloroplasten

4.1.4 mRNA-Halbwertszeiten in vivo in Chloroplasten von Tabak und
Arabidopsis

In Tabelle 4.1 sind die in vivo bestimmten Halbwertszeiten plastiddrer mRNAs zusammen-
gefafit. Es 148t sich ablesen, dafl die hier untersuchten mRNA-Spezies hinsichtlich ihrer Sta-

bilitdt dhnliche Eigenschaften in beiden Pflanzenarten aufweisen. Dies gilt sowohl fiir die
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Abstufung der mRNA-Stabilitét in der Reihenfolge psbA > rbcL > atpB/E > psaA/B-rps1/,
als auch fiir die absoluten in vivo-Halbwertszeiten, die fiir die einzelnen mRNAs bei Tabak

und Arabidopsis sehr dhnlich sind.

4.2 Konservierte mRNA-Sekundarstrukturen

Die Messungen der in vivo-mRNA-Stabilitdten von Chloroplasten-mRNAs, die im Rahmen
dieser Arbeit in Tabak und Arabidopsis durchgefithrt wurden, wie auch frithere Untersu-
chungen in Spinat (Klaff & Gruissem, 1991) und Gerste (Kim et al., 1993) zeigen eine hohe
Langlebigkeit der plastidiren mRNAs. Auch die Abstufung der Stabilititen verschiedene-
ner analysierter mRNA-Spezies ist bei den betrachteten Pflanzen weitgehend konserviert.
Dies deutet darauf hin, dafl der mRNA-Metabolismus der Chloroplasten bei den Angiosper-
men generell dhnliche Eigenschaften zeigt. Es gibt seit lingerem starke Hinweise darauf,
da RNA-Strukturmotive fiir die Stabilitdt plastidirer mRNAs von grofler Bedeutung sind
(z. B. Schuster et al., 1999). Dabei werden zum einen Haarnadel-Sekundérstrukuturen in
der 3 -untranslatierten Region einer mRNA diskutiert, die — neben einer Funktion als Pro-
zessierungssignal — als Barriere fiir 3"— 5 -exonukleolytischen Abbau dienen. Zum ande-
ren wird auch Strukturelementen in der 5’-untranslatierten Region eine Funktion bei der
Regulation der mRNA-Stabilitét zugeschrieben (Higgs et al., 1999). Um der Frage nachzu-
gehen, in welchen Mafle Strukturelemente eine Bedeutung fiir die mRNA-Stabilitéit generell
haben kénnen, wurde bei mRNAs aus Chloroplasten hoherer Pflanzen nach konservierten Se-
kundérstrukturmotiven gesucht; dabei wurde mit dem Programm CONSTRUCT eine Kombina-
tion aus Sequenzalignment und thermodynamischer Sekundarstrukturvorhersage angewandt.
Dieser Ansatz ist hier die Methode der Wahl, da Aussagen iiber konservierte Strukturele-
mente auf der Basis der begrenzten Zahl von Sequenzen moglich sind, die fiir mRNAs aus

Chloroplasten hoherer Pflanzen zur Verfiigung stehen.

4.2.1 Betrachtete mRNAs und verwendete Sequenzen

Der Auswahl der mRNAs des Chloroplasten, die auf konservierte Sekundérstrukturen unter-

sucht werden sollten, lagen folgende Kriterien zugrunde:

e Die zu betrachtenden mRNAs sollten monocistronisch in Chloroplasten vorliegen. —
Aussagen iiber mogliche Zusammenhénge zwischen RNA-Sekundéarstruktur und RNA-
Stabilitét lassen sich leichter treffen, wenn die untersuchte mRNA einen moglichst einfa-
chen funktionellen Aufbau zeigt. Das bedeutet, dafi es sinnvoller ist, eine monocistroni-
sche mRNA zu betrachten als eine polycistronische, selbst wenn diese nicht prozessiert
wird. Polycistronische mRNA besitzen fiir jede vorhandene kodierende Region spezi-

elle cis-Elemente fiir die Translationsregulation, die sich nicht unbedingt a priori von
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Signalen fiir die mRNA-Stabilitét unterscheiden lassen; dariiberhinaus kénnen verschie-
denen kodierende Regionen auf der selben mRNA Proteine mit fundamental verschie-
denen biologischen Funktionen — und damit mit unterschiedlicher Translationskontrolle
— kodieren, wie zum Beispiel bei der psaA/B-rps14-mRNA, bei der zwei Proteine des

Photosystems I und eine ribosomales Protein von derselben RNA translatiert werden.

e Die Sequenzlinge der zu untersuchenden mRNAs soll unterhalb von 2000 nt liegen.
Mit zunehmender Sequenzlinge N der RNA nimmt der Rechenaufwand mit N? zu.
Abhéngig von der Leistungsfihigkeit des verwendeten Rechners ist das ConStruct-
Programm bei ldngeren Sequenzen nicht mehr sinnvoll anwendbar, da insbesondere
die interakive Verdnderung des Sequenzalignments zur Optimierung der Consensus-

Struktur, die iiber die graphische Oberflache gesteuert wird, nicht mehr moglich ist.

e Verschiedene zu analysierende mRNAs sollten sich in der Kontrolle ihrer Stabilitdt un-

terscheiden, um regulatorisch bedeutsame Strukturelemente identifizieren zu kénnen.

e Es sollten nur mRNA-Vollingensequenzen aus Angiospermen fiir die Analyse konser-
vierter Sekundérstukturen beriicksichtigt werden. Die Regulation und Mechanismen des
mRNA-Abbaus in htheren Pflanzen unterscheiden sich von der in Algen wie Chlamydo-
monas. Beispielsweise wurde in Chlamydomonas eine 5°—3 -Exonuklease als Kompo-
nente der plastidiren mRNA-Degradationsmaschinerie beschrieben, fiir deren Existenz

es in Angiospermen keine Hinweise gibt (Drager et al., 1999; Schuster et al., 1999).

Auf der Grundlage dieser Kriterien wurden fiir die Strukturvorhersage daher die psbA- und
rbcL-mRNA herangezogen. Beide mRNAs werden in ihrer Stabilitéit unterschiedlich reguliert:
Die Stabilitdt der psbA-mRNA nimmt in Spinat wéihrend der Chloroplastenreifung deutlich
zu, wihrend die rbcL-mRNA nur schwach stabilisiert wird (Klaff & Gruissem, 1991). Beide
mRNAs liegen monocistronisch im Chloroplasten vor und sind mit Groflen von ca. 1250 nt
(psbA) und ca. 1700 nt (rbcL) fiir das Programm CONSTRUCT gut handhabbar.

4.2.2 ConStruct-Rechnungen: Wahl der Parameter

Fiir die Identifizierung konservierter Strukturelemente miissen zunéchst Basenpaarwahrschein-
lichkeitsmatrizen fiir jede einzelne betrachtete Sequenz innerhalb eines Satzes homologer Se-
quenzen unter Anwendung des Programms ¢csRNAFOLD berechnet werden (vgl. Kap. 3.4).
Die Berechnungen von Sekundérstrukturen erfolgten unter Standardbedingungen des Pro-
gramms, d. h. sie wurden fiir eine Temperatur von 25 °C durchgefiihrt; als kleinstmdogliche
Lénge einer Helix wurden 2 bp gewéhlt, um das Auffinden von kleinen konservierten Struk-

turelementen nicht zu behindern.

Bei der Aufsummierung der einzelnen Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrizen eines Satzes ho-

mologer Sequenzen nach dem beschriebenen Algorithmus (Kap. 3.4) wird die Gewichtung der
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Basenpaarwahrscheinlichkeiten der Einzelsequenzen durch die Wahl der Exponenten é und b
bestimmt. Der Exponent % bestimmt die Gewichtung der Wahrscheinlichkeit von Basenpaa-
ren innerhalb einer Einzelsequenz vor der Summierung zur konservierten Wahrscheinlichkeit.
Fiir a > 1 werden Basenpaarungen verstéirkt représentiert, die zwar jeweils keine sehr hohe
Wahrscheinlichkeit in den Einzelsequenzen aufweisen, dafiir aber in den meisten der betrachte-
ten Sequenzen vorkommen, also konserviert sind. Fiir 0 < a < 1 werden Helices mit niedriger
Wahrscheinlichkeit unterdriickt. Der Parameter b bestimmt die Gewichtung von Strukturele-
menten innerhalb der Consensusstruktur nach der Aufsummierung. Die Wahl von b > 1 fiihrt
zur Unterdriickung von Helices mit geringer Wahrscheinlichkeit; fiir 0 < b < 1 ergibt sich ei-
ne verstiarkte Représentanz von Helices mit niedrigeren Basenpaarungswahrscheinlichkeiten

innerhalb der konservierten Sekundarstruktur.

Fiir die Untersuchung moglicher konservierter Sekundérstruktur innerhalb der psbA- und
rbcL-mRNA wurden folgende Parameter gewéhlt: Die Identifizierung konservierter Struktur-
elemente sollte sich auf Basenpaarungen stiitzen, die in den Einzelsequenzen eine hohe Wahr-
scheinlichkeit (d. h. eine hohe thermodynamische Stabilitit) aufweisen. Dies wurde mit der
Wahl von a = 0,3 gewéhrleistet. Bei der Berechnung der Consensus-Basenpaarwahrscheinlich-
keiten wurde der Exponent b auf 0,5 festgesetzt, sodafl auch konservierte Helices mit méfligeren

Wahrscheinlichkeiten in der Consensusstruktur reprisentiert sein sollten (Liick et al., 1996).

4.2.3 Konservierte Sekundirstrukturen der psbA-mRNA

In der GENBANK-Sequenzdatenbank fanden sich — wie in der Tabelle 4.2 aufgelistet — 17
Vollingen-Sequenzen der psbA-mRNA von Vertretern der Angiospermen, darunter 13 Se-
quenzen aus dikotylen und vier Sequenzen aus monokotylen Pflanzen. Die mRNA-Sequenzen
besitzen eine relativ einheitliche Linge von 1230 — 1250 nt. Die Faltungsenergien AG der mit
dem Programm CSRNAFOLD berechneten thermodynamisch optimalen Sekundéarstrukturen
lagen im Bereich von ca. 480 — 515 kJ-mol™!, die auf die Sequenzlinge normierte mittlere
Energie pro Nukleotid (AG/nt) lag bei 0,38 — 0,41 kJ-mol~!. Die Berechnung der indi-
viduellen Sekundérstrukturen der mRNAs ergab, dafl die einzelnen RNAs unterschiedlich
stark strukturiert sind, wobei neben lokalen Haarnadelstrukturen auch Basenpaarungen iiber
lingere Distanzen der RNA-Sequenz vorkommen. Beispielhaft sind hier die thermodynamisch

optimalen Strukturen der psbA-mRNA aus Spinat und aus Arabidopsis dargestellt:

Bei Spinat ist die psbA-mRNA sehr strukturreich (Abb. 4.7). Es finden sich ausgedehnte
zum Teil verzweigte Haarnadelstrukturen, aber auch Helices, in denen weiter entfernte Be-
reiche der psbA-Sequenz miteinander basengepaart sind. Beispielsweise bildet im Bereich des
5 -Endes die Region von Position 44 bis 89 mit der Region von Position 839 bis 868 eine un-
terbrochene Helix aus, die ihrerseits stark strukturierte Bereiche der psbA-mRNA einschlief3t;

auch das Translationsstartcodon liegt hier basengepaart vor. Am 3’-Ende der mRNA findet
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sich eine lokale Haarnadelstruktur zwischen Position 1187 und 1243. Die Faltungsenergie
AG der thermodynamisch optimalen berechneten mRNA-Struktur betréigt 513,6 kJ-mol~!,
bzw. AG/nt = 0,412 kJ-mol 1.

Bei Arabidopsis (Abb. 4.8) ist die psbA-mRNA deutlich weniger reich an Sekundéarstrukuren
als bei Spinat; hier finden sich iiberwiegend lokale Strukturelemente. Die 5 -untranslatierte
Region der mRNA enthélt eine isolierte Haarnadelstruktur zwischen Position 2 und 34, das
Translationsstartcodon ist in einem einzelstriangigen Bereich der RNA. Im Bereich des 3°-
Endes finden sich zwei lokale Haarnadelstrukturen zwischen Position 1097 und 1159, sowie
zwischen Position 1168 und 1234. Die kodierende Region der psbA-mRNA enthélt mehre-
re teilweise stark verzweigte Haarnadelstrukturen. Die Faltungsenergie AG der berechneten
mRNA-Struktur betréigt hier 510,8 kJ-mol~!, bzw. AG/nt = 0,413 kJ-mol~!. Es zeigt sich
hier, dafl allein die freie Energie der thermodynamisch optimalen Faltung keine Information
iiber die tatséichliche RNA-Sekundérstruktur liefert, zumal eine beliebige mRNA generell ei-
ne dhnliche Faltungsenergie besitzt wie eine gleich lange Zufalls-Sequenz (Wokman & Krogh,
1999). Lokale Strukturelemente spielen bei der biologischen Funktion einer mRNA eine be-
deutende Rolle — gerade derartige lokale Elemente lassen sich nur identifizieren, wenn bei der
Strukturberechnung — wie hier durchgefiihrt — die Verteilung der thermodynamisch optimalen
und suboptimalen Strukturen beriicksichtigt wird (Liick, 1997; Wokman & Krogh, 1999).

Die hier verwendeten 17 Volldangensequenzen der psbA-mRNA zeigten im Bereich der kodie-
renden Region eine sehr hohe Konserviertheit auf Sequenzebene (95 —99 % in der kodierenden
Region und 45 — 55 % in den 5°- und 3 -untranslatierten Regionen). Bei der interaktiven
Optimierung der Consensus-Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix wurde daher so vorgegan-
gen, dafl das Alignment der kodierenden Regionen unangetastet blieb. In den untranslatier-
ten Bereichen wurden aber kleinere Verschiebungen von Sequenzen vorgenommen, um die
Consensus-Struktur zu verbessern. Ferner wurden die Sequenzen bei der Summierung der
Basenpaarwahrscheinlichkeiten hinsichtlich ihrer verwandtschaftlichen Nahe gewichtet. Dies
sollte verhindern, dafl Gruppen eng verwandter Arten die Consensus-RNA-Struktur dominie-
ren. Als einfache Regel galt hier, daf} alle Vertreter einer Gattung jeweils in der Summe den

Gewichtungsfaktor 1 erhalten.

Die Aufsummierung der Basenpaarwahrscheinlichkeiten der einzelnen mRNA-Sequenzen zur
Consensus-Struktur ergab folgendes Bild (Abb. 4.9): Im Vergleich zu den Sekundérstrukturen
der Einzelsequenzen ist die Consensus-Struktur der psbA-mRNA deutlich weniger reich an
Strukturelementen. Somit ist nur ein kleiner Teil der in einzelnen psbA-Sequenzen vor-
hersagbaren Strukturen auch zwischen verschiedenen Angiospermenarten konserviert. Die
psbA-Consensus-Struktur enthélt ausschliefilich lokale Strukturelemente. Im Bereich der 3°-
untranslatierten Region findet sich eine stark konservierte unterbrochende Haarnadelstruktur,
ebenso enthélt auch die 5 -untranslatierte Region ein solches Strukturelement, das allerdings

weniger strak konserviert ist. Weitere Haarnadelstrukuren finden sich in der kodierten Regi-
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A
Familie Art mRNA-Lange Gewicht AG [% AG/nt [%
Brassicaceae Arabidosis thaliana 1238 nt 1,0 -510,8 —0,413
Brassica napus 1247 nt 1,0 —506,1 —0,406
Sinapis alba 1249 nt 1,0 —502,5 —0,402
Solanaceae Nicotiana debneyi 1248 nt 0,25 —502.4 —0,403
Nicotiana glutinosa 1249 nt 0,25 -510,3 —0,409
Nicotiana plumbaginifolia 1229 nt 0,25 —490,8 —0,399
Nicotiana tabacum 1249 nt 0,25 —508,0 —0,407
Solanum niger 1249 nt 1,0 —515,3 —0,413
Fabaceae Glycine max 1241 nt 1,0 —489,9 —0,395
Pisum sativum 1251 nt 1,0 —490,3 —0,392
Vicia faba 1250 nt 1,0 —488,4 —0,391
Malvaceae Gossypium hirsutum 1233 nt 1,0 —498,1 —0,404
Chenopodiaceae  Spinacia oleracea 1247 nt 1,0 —513,6 —0,412
Poaceae Hordeum vulgare 1241 nt 1,0 —484,7 —0,391
Oryza sativa 1243 nt 1,0 —481,8 —0,388
Secale cereale 1354 nt 1,0 —511,3 -0,378
Zea mays 1237 nt 1,0 —498,9 —0,403
B
Sequenzhomologie: 5-UTR ORF 3°-UTR
ca. 55 % ca. 98 % «ca. 45 %

Tabelle 4.2: A: Pflanzenarten, deren psbA-mRNA-Sequenzen fiir die CONSTRUCT-Rechnungen
Verwendung fanden. — mRNA-Lénge: Liange der fiir die Sekundérstruktur-Rechnungen verwende-
ten mRNA-Sequenz. — Gewicht: Dieser Wert gibt den Gewichtungsfaktor fiir die Erstellung der
Consensus-Struktur an. Jede Gattung erhdlt den Wert 1. — AG: Faltungsenergie der thermodyna-
misch optimalen Sekundérstruktur (Programm CSRNAFOLD, 25 °C). — AG/nt: Durchschnittliche
Faltungsenergie, bezogen auf die Linge der mRNA-Sequenz. — B: Homologien der 5 "-untranslatierten
Regionen (5°-UTR), der kodierenden Regionen (open reading frames / ORF) und 3 -untranslatierten

Regionen (3°-UTR) der psbA-Sequenzen (Programm GENEDOC).
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on der mRNA. In der hier gewéhlten Strukturdarstellung, bei der nur Basenpaare mit einer
Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % gezeigt werden, kénnen insgesamt 15 Haarnadelstruk-

turen unterschieden werden, die hier in 5°—3’-Richtung mit I bis XV bezeichnet werden.

4.2.4 Konservierte Strukturelemente der rbecL-mRNA

Aus der GENBANK-Sequenzdatenbank konnten von insgesamt 23 Angiospermenarten Voll-
Léngensequenzen der rbcL-mRNA entnommen werden (Tabelle 4.3). Dikotyle Pflanzen wa-
ren mit 10 Familien und 15 Arten vertreten, die acht monokotylen Pflanzen gehérten ohne
Ausnahme zur Familie Poaceae. Die einzelne Sequenzen besaen eine Lénge von 1650 bis
1750 Nukleotiden. Eine Ausnahme in diesem Satz homologer mRNA-Sequenzen bildete die
rbcL-Sequenz aus Gerste, bei der die 3 -untranslatierte Region in der Datenbank fehlte. Die
Sequenz wurde aber dennoch in die Analyse konservierter Strukuren mit einbezogen, da Ger-
ste zu den vier Angiospermenarten gehort, fiir die experimentelle Daten zur in vivo-Stabilitéit
der rbeL-mRNA vorliegen (Kim et al., 1993). Ahnlich wie bei der psbA-mRNA zeigen auch die
einzelnen rbcL-mRNA-Sequenzen Unterschiede in Lage und Umfang von Sekundérstrukturen.

Stellvertretende werden hier die mRNAs aus Spinat und Arabidopsis ndher vorgestellt:

Die rbcL-mRNA aus Spinat (Abb. 4.10) ist deutlich weniger stark strukturiert als die ps-
bA-mRNA. Allerdings finden sich auch hier Helices, die zwischen weiter entfernt gelegenen
Abschnitten der mRNA-Sequenz ausgebildet werden und groflere ungefaltete Bereiche der
mRNA-Sequenz einschliefen. Dariiber hinaus finden sich isoliert angeordnete Haarnadel-
Strukturen in der kodierenden Region. Das 5’-Ende und das 3’-Ende der mRNA werden
jeweils durch eine Haarnadelstruktur abgeschlossen, das Translationsstartcodon liegt einzel-
strangig vor. Die Freie Energie der thermodynamisch optimalen Struktur betrigt AG =
682,0 kJ-mol~!, bzw. AG/nt = 0,405 kJ-mol~*.

In Arabidopsis (Abb. 4.11) enthilt die rbcL-mRNA deutlich weniger Struktur als in Spinat.
In der 5°- und 3’- untranslatierten Region findet sich jeweils eine Haarnadelstruktur. Weitere
isolierte Strukturelemente sind verteilt iiber die kodierende Region angeordnet, auch hier ist

die Region der Translationsinitiation einzelstréngig. Die Freie Energie der thrmodynamisch
optimalen Struktur betriigt hier AG = 684,7 kJ-mol~!, bzw. AG/nt = 0,401 kJ-mol~!.

Die rbeL-mRNA ist — &hnlich wie die psbA-mRNA bei Angiospermen auf der Sequenzebene
sehr stark konserviert. Sequenzhomologie betrigt in der kodierenden Region ca 90 — 95 %
und in den untranslatierten Bereichen 43 — 58 %. Bei der interaktiven Opimierung des Se-
quenzalignments zugunsten einer verbesserten Consensus-Sekundérstruktur wurden wie im
Fall der psbA-mRNA Verschiebungen einzelner Sequenzbereiche im Alignment ausschliefllich
innerhalb der untranslatierten Regionen vorgenommen. Auch bei der Berechnung der rb-

cL-Consensus-Struktur wurden die einzelnen Sequenzen auf der systematischen Ebene der
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Abbildung 4.7: Spinat: Sekundirstruktur der psbA-mRNA. Die Struktur wurde mit dem
Programm CSRNAFOLD/CONSTRUCT bei 50 °C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlichkeiten
als Maf fiir die Stabilitiit einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung ange-
geben.
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Abbildung 4.8: Arabidopsis: Sekundirstruktur der psbA-mRNA. Die Struktur wurde mit
dem Programm CSRNAFOLD/CONSTRUCT bei 50 °C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlich-
keiten als Maf fiir die Stabilitéit einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung
angegeben.
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Abbildung 4.9: psbA-mRNA, Consensus-Struktur. Dargestellt sind alle Basenpaare mit einer
Wahrscheinlichkeit von mindestens 0,5. Die einzelnen lokalen Haarnadelstrukturen sind von I bis XV
in 5°—3’-Richtung numeriert.
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Gattung gleich gewichtet, d. h. alle Vertreter einer Gattung erhielten in der Summe den
Gewichtungsfaktor 1 (vgl. Tabelle 4.3).

Die Bestimmung der Consensus-Struktur aller 23 rbcL-mRNA-Sequenzen ergab, dal nur ein
kleiner Teil der in den einzelnen Sequenzen vorkommenden Sekundérstrukturmotive innerhalb
der Bliitenpflanzen konserviert ist. Dariiberhinaus fillt auf, dafi die rbcL-mRNA weitaus
weniger konservierte Strukturen enthélt als die psbA-mRNA. Allerdings enthélt die rbclL-
mRNA in der Consensusstruktur wie die psbA-mRNA je eine Haarnadelstruktur in der 3°-
und 5 -untranslatierten Region, wobei die Struktur in der 3 -untranslatierten Region stérker
konserviert ist. Bei einer Darstellung der rbcL-Consensus-Struktur mit allem Basenpaaren
einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % lassen sich insgesamt 16 Haarnadelstrukturen
unterscheiden, von denen alllerdings die meisten nur wenige Basenpaare enthalten (siehe
Abb. 4.12).

Tabelle 4.3 (folgende Seite) — Pflanzenarten, deren rbcL-mRINA-Sequenzen fiir die CONSTRUCT-
Rechnungen Verwendung fanden. — mRNA-Linge: Linge der fiir die Sekundérstruktur-Rechnungen
verwendeten mRNA-Sequenz. — Gewicht: Dieser Wert gibt den Gewichtungsfaktor fiir die Erstel-

lung der Consensus-Struktur an. Jede Gattung erhilt den Wert 1. — AG: Faltungsenergie der
thermodynamisch optimalen Sekundérstruktur (Programm cSRNAFoOLD, 25 °C). — AG/nt: Durch-
schnittliche Faltungsenergie, bezogen auf die Linge der mRNA-Sequenz.. — B: Homologien der

5 -untranslatierten Regionen (5°-UTR), der kodierenden Regionen (open reading frames / ORF)
und 3 -untranslatierten Regionen (3°-UTR) der rbcL-Sequenzen (Programm GENEDoOC). — !Der
verfiigbaren mRNA-Sequenz fehlt die 3 -untranslatierte Region. Da fiir Gerste in vivo-Daten zu
mRNA-Stabilitéiten in Chloroplasten vorliegen (Kim et al., 1993), wurde die Sequenz dennoch in die

Analyse einbezogen.
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A
Familie Art mRNA-Liange Gewicht AG [%] AG/nt [%
Basellaceae Basella alba 1723 nt 1,0 —693,2 —0,402
Brassicaceae Arabidopsis thaliana 1708 nt 1,0 —684,7 —0,401
Solanaceae Nicotiana acuminata 1755 nt 0,33 —726,6 —0,414
Nicotiana otophora 1755 nt 0,33 —721,4 —-0,411
Nicotiana tabacum 1752 nt 0,33 —728,1 —0,415
Petunia hybrida 1731 nt 1,0 —709,7 —0,410
Malvaceae Gossypium hirsutum 1664 nt 1.0 —678,4 —0,408
Chenopodiaceae  Spinacia oleracea 1684 nt 1,0 —682,0 —0,405
Atriplex rosea 1691 nt 1,0 —671,7 -0,397
Asteraceae Flaveria pringlei 1705 nt 1,0 —698,4 —0,410
Convolvulaceae  Cuscuta reflexa 1788 nt 1,0 —701,7 —0,392
Ipomoea purpurea 1764 nt 1,0 —726,1 —0,411
Phytolaccaceae  Gisekia pharnacioides 1712 nt 1,0 —686,1 —0,401
Orobranchaceae  Orobranche corymbosa 1699 nt 1,0 —679,0 —0,400
Salicaceae Populus deltoides 1691 nt 1,0 —692,6 —0,410
Poaceae Hordeum vulgare1 1478 nt 1,0 —583,5 —0,395
Avena sativa 1623 nt 1,0 —644.,8 —0,397
Neurachne munroi 1757 nt 0,5 —694,6 —0,395
Neurachne tenuifolia 1755 nt 0,5 —696,6 —0,397
Oryza sativa 1784 nt 1,0 —707,4 -0,397
Triticum aestivum 1673 nt 1,0 —645,9 —0,386
Setaria italica 1715 nt 1,0 —699,0 —0,408
Zea mays 1744 nt 1,0 —693,7 —0,398
B
Sequenzhomologie: 5-UTR ORF 3°-UTR
ca. 58 % 98 % ca. 43 %
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Abbildung 4.10: Spinat: Sekundirstruktur der rbcL-mRNA. Die Struktur wurde mit dem
Programm CSRNAFOLD/CONSTRUCT bei 50 °C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlichkeiten
als MafB fiir die Stabilitéit einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung ange-
geben.
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4.2.5 Zusammenfassung der Strukturberechnungen

Die Vorhersage der konservierten Sekundérstrukturen der psbA- und rbcL-mRNAs der An-

giospermen ergab:

e Sowohl die psbA- als auch die rbcL-mRNA weisen konservierte Strukturelemente im
Bereich der untranslatierten Regionen wie auch in der kodierenden Region auf. Dabei
handelt es sich ausnahmslos um kleinere lokale Haarnadelstrukturen. Diese Haarnadel-
strukturen sind bei der psbA-mRNA grofer (sie entalten mehr Basenpaare) und auch

generell stirker konserviert als bei der rbcL-mRNA.

e Die in der Literatur beschriebene Harnadelstruktur innerhalb der 3 -untranslatierten
Region plastiddrer mRNAs (Stern & Gruissem, 1989; Drager et al., 1999) ist in der
psbA- und rbeL-mRNA ein stark konserviertes Strukturelement. Dies stimmt mit der
postulierten Bedeutung dieser Struktur als Prozesierungssignal sowie als Barriere fiir

3"—5 "-Exonukleasen iiberein.

e In beiden untersuchten mRNAs konnte eine konservierte Harnadelstruktur innerhalb
der 5 “-untranslatierten Region identifiziert werden, die allerdings deutlich weniger stark

konserviert ist als die Struktur der 3 “-untranslatierten Region.

In Kap. 7 (Dokumentationen) finden sich Darstellungen der Consensus-Basenpaarwahrschein-
lichkeitsmatrizen der psbA- und rbcL-mRNA (untranslatierte Regionen), sowie Darstellungen

der psbA- und rbcl-Sequenzalignments inklusive der konvervierten Strukturelemente.



62 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

~ n

3’-Ende  5'-Ende

Stop-Codon AUG-Codon .

’ (

Farbskala der Basenpaarwahrscheinlichkeit
0,5 | 11,0

Abbildung 4.11: Arabidopsis: Sekundirstruktur der rbcL-mRNA. Die Struktur wurde mit
dem Programm CSRNAFOLD/CONSTRUCT bei 50 °C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlich-
keiten als Maf fiir die Stabilitéit einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung
angegeben.
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Abbildung 4.12: rbcL-mRNA, Consensus-Struktur. Dargestellt sind alle Basenpaare mit einer
Wahrscheinlichkeit von mindestens 0,5. Die einzelnen lokalen Haarnadelstrukturen sind von I bis XV
in 5°—3’-Richtung numeriert.
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4.3 Mechanismus des Abbaus der psbA-mRNA

Es konnte bereits in fritheren Arbeiten gezeigt werden, dafl der Abbau der psbA-mRNA in
Spinatchloroplasten durch endonukleolytische Schnitte eingeleitet wird, die das RNA-Molekiil
vom 5’-Ende her in definierte Fragmente zerlegen (Klaff, 1995). Diese endonukleolytischen
Schnitte erfolgen an exakt definierten Positionen des mRNA-Molekiils; die identifizierten
Schnittstellen liegen mit einer Ausnahme (Position —48) innerhalb der kodierenden Regi-
on. Im folgenden werden die Analyse von Richtung und Reihenfolge der Spaltungsereignisse
sowie die relative Bedeutung einzelner Schnittstellen innerhalb der psbA-mRNA beschrieben.
Methodisch wurde dazu die hochauflésende Northernanalyse eingesetzt. Auflerdem wurde
anhand des Abbaus von teilweise doppelstrangigen in wvitro-Transkripten der psbA-mRNA
(Volléinge) in lysierten Chloroplasten der EinfluB der mRNA-Struktur auf den Abbauprozef3

untersucht.

4.3.1 Prinzip der Analyse von mRNA-Abbau mittels
hochauflésendem Nachweis von Degradationsfragmenten

Die hochauflésende Northernanalyse des RNA-Abbaus nutzt die hohere Trennschérfe eines
Polyacrylamidgels im Vergleich zu einem Agarosegel aus, die im Fall der psbA-mRNA die Iden-
tifizierung distinkter Degradationsprodukte ermoglicht. Dabei wird in Kauf genommen, dafl
der Transfer der RNA aus dem Polycrylamidgel auf die Nylon-Membran bei lingeren RNA-
Molekiilen nicht vollstdndig erfolgt. Genaue quantitative Aussagen iiber relative oder absolute
Mengen bestimmer RNA-Spezies sind nicht méglich, dennoch lassen sich qualitative Mengen-
abschéitzungen durchfiihren. Verwendet man bei der Analyse von RNA-Abbaukinetiken zum
Nachweis einer bestimmten RNA Oligonukleotide als Sonden, so lassen sich iiber die Position,
an der das Oligonukleotid die Ziel-RNA bindet, und die Lénge der nachgewiesenen Fragmen-
te Aussagen iiber die Position von Schnittstellen gewinnen. Bei den hier durchgefiihrten
Untersuchungen konnten allerdings keine auf das Nukleotid genauen Langenbestimmungen
von RNA-Degradationsfragmenten durchgefithrt werden, daher wurde auch auf die bereits

bekannten Positionen von generell identifizierten Schnittstellen zuriickgegriffen.

Die Abb. 4.13 zeigt das Prinzip der hier durchgefiihrten hochauflésenden Northernanaly-
se: Im einfachsten Fall werden zur Bestimmung der Richtung, in der der endonukleolytische
Abbau des RNA-Molekiils erfolgt, zwei Oligonukleotid-Sonden verwendet. Die erste erkennt
das 5°-Ende der RNA, die zweite das 3’-Ende. Laufen die endonukleolytischen Schnitte in
5"—3’-Richtung iiber das RNA-Molekiil, so ist zu erwarten, dal die 5’-spezifische Sonde
nur die Volldnge der RNA und im giinstigen Fall auch das durch den ersten Schnitt erzeug-
te Zerfallsprodukt erkennt. Die 3’-spezifische Sonde sollte hingegen eine Leiter zahlreicher
Fragmente erkennen, die allesamt ein intaktes 3 "-Ende besitzen. In Fall eines mRNA-Abbaus

in 3’—5"-Richtung sind die Verhiltnisse entsprechend umgekehrt: Hier sollten zahlreiche
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Abbaumechanismus einer mRNA: hochaufldsende Northernanalyse

5’-Sonde 3’-Sonde 5’-Sonde 3’-Sonde 5’-Sonde 3’-Sonde

ljj \m / \ jv/ \.Lf
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NS
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Abbildung 4.13: Identifizierung der Abbaurichtung einer RNA. — Die wihrend eines Zer-
fallsexperimentes préiparierte RNA wird in einer hochauflésenden Polyacrylamidgelelektrophorese auf-
getrennt; nach Transfer auf eine Membran werden die Degradationsfragmente mit Oligonukleotiden,
die jeweils spezifische das 5°- und 3’-Ende der RNA erkennen, nachgewiesen. LINKS: Erfolgen endo-
nukleolytische Schnitte in 5“—3’-Richtung, so erkennt die 5 -spezifische Sonde nur die RNA-Volldnge
sowie ein am 5’-Ende abgespaltenes Fragment, wihrend eine 3’-End-spezifische Sonde einer Leiter
vieler Fragmente nachweist. MITTE: Beide Oligonukleotidsonden erkennen bei ungerichteten endo-
nukleolytischen Schnitten eine Leiter von Degradationsintermediaten. RECHTS: Nachweismuster der
Sonden bei Abbau in 3"—5"-Richtung.
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Fragmente mit intaktem 5’-Ende nachweisbar sein. Erfolgt der endonukleolytische Abbau
in ungerichteter Weise, so sollten sich zahlreiche Fragmente mit jeweils intaktem 5°- oder

3’-Ende detektieren lassen.

Fiir die Analyse des Abbaus der psbA-mRNA wurde auf der Grundlage der bereits gezeigten
Tatsache, dafl endonukleolytische Schnitte in 5°—3 -Richtung erfolgen, ein préziserer Ansatz
verfolgt. Insbesondere sollte geklédrt werden, ob die einzige Schnittstelle, die sich in der
5“-untranslatierten Region der mRNA befindet, eine besondere Rolle bei der Initiation des
Abbaus der mRNA spielt. Abb. 4.14 zeigt die fiir die Northern-Analysen verwendeten

Sonden:
psbA -86 psbA -46 psbA +13 psbA +1057

5’-Ende J L ﬁF3’-Ende
f f tt

-86 +1 +1061 +1161

Abbildung 4.14: Bindestellen der Oligonukleotidsonden auf der psbA-mRNA zum Nach-
weis der mRNA-Abbaurichtung. Die kodierende Region ist durch eine dickere Linie hervorge-
hoben, ferner sind die postulierten Haarnadelstrukturen in der 5’- und 3 -untranslatierten Region
dargestellt. Die Oligonukleotidsonde ,,psbA +13” wurde nur bei den Untersuchungen zum Mechanis-
mus der magnesiuminduzierten RNA-Stabilisierung verwendet (siehe Kap. 4.5).

Oligonukleotid-Sonden und ihre Bindesstellen auf der psbA-mRNA. Die Sonde ,,psbA -86”
bindet 5’-terminal, die Sonde ,,psbA -46” bindet innerhalb der 5 -untranslatierten Region
stromabwérts der bei Position -48 liegenden Schnittstelle. Die Sonde ,,psbA +13” bindet
am Anfang der kodierenden Region, das Oligonukleotid ,,psbA +1057” innerhalb der 3’-

untranslatierten Region.

4.3.2 Intakte und lysierte Chloroplasten: Abbau der endogenen psbA-
mRNA

Die Abb. 4.15 zeigt das Ergebnis eines RNA-Zerfallsexperimentes iiber 120 Minuten in
lysierten bzw. iiber 9 Stunden in intakten Chloroplasten, die in Gegenwart von 10 mM MgCl,
prépariert wurden. Die Inkubation fand bei Raumtemperazur (23 °C) statt. Die intakten

Chloroplasten wurden zuvor auf ca. 10% — 10? Organellen pro ml eingestellt, die Konzentration
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Abbildung 4.15: Abbau der psbA-mRNA in organello und in lysierten Chloroplasten
(Lysat).— A: Hochauflésende Northernanalyse des RNA-Abbaus gemifl der Beschreibung in Kap.
3.3.2/3.3.3. Intakte und lysierte Chloroplasten wurden in Extraktpuffer in Gegenwart von 10 mM
MgCl, inkubiert. Nach den angegeben Zeitpunkten wurde plastiddre Gesamt-RNA préipariert und
auf einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente der DNA-
Marker pBR322/Hinfl. — B: Schematische Ubersicht iiber die Positionen, an denen die verwendeten
Oligonukleotidsonden an die psbA-mRNA binden. Die kodierende Region der mRNA ist durch eine
dickere Linie hervorgehoben, ebenso sind die postulierten Sekundérstrukturen inerhalb der 5°- und
3’- untranslatierten Regionen dargestellt. Die Positionsangaben beziehen sich auf den Translations-
startpunkt (Zurawski et al., 1982).
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der lysierten Chloroplasten betrug 5 mg/ml Protein. Nach den in der Abblidung angegebenen
Zeitpunkten wurde aus dem Extrakt RNA préapariert und fiir die Northern-Analyse 5 ug
Chloroplasten-RNA pro Spur eingesetzt.

Bei der Analyse der RNA-Degradation in intakten Chloroplasten kénnen durch die 5°-
terminal bindenden Sonde (psbA —86) neben der mit der Zeit abnehmenden Volldnge der
psbA-mRNA nur einige kleinere Fragmente mit Léngen von weniger als 70 nt nachgewiesen
werden. Diese Degradationsfragmente sind zu Beginn des Zerfallsexperimentes nicht detek-
tierbar und akkumulieren wéhrend der Dauer der Inkubation im Verlauf von 9 Stunden. Die
weiter stromabwirts innerhalb der 5 -untranslatierten Region bindende Sonde ,,psbA —46”
markiert eine Leiter zahlreicher Fragmente, die sich nahezu iiber die gesamte Linge der Gel-
spur verteilen. Dabei nimmt die Konzentration von Degradationsintermediaten mit einer
Lange von ca. 300 nt Nukleotiden und mehr wihrend der Dauer der Zerfallsreihe ab; kleinere
Fragmente akkumulieren jedoch wéhrend dieser Zeit. Die kleinsten Degradationsintermedia-
te, die mit der 5 -terminalen Sonde nachgewiesen werden, sind durch die Sonde ,,psbA —46”
nicht detektierbar. Neben der vollen Lange der psbA-mRNA wird nur ein ca. 70 nt grofles
Fragment von beiden innerhalb der 5 -untranslatierten Region bindenden Sonden markiert.
Die Sonde ,,psbA +1057”, die innerhalb der 3 “-untranslatierten Region bindet, weist ebenso
wie die Sonde ,,psbA —46” neben der Vollingen-mRNA eine Leiter zahlreicher Fragmente
nach, die sich unterhalb der Vollingen-Bande iiber die gesamte Gelspur verteilen. Das Mu-
ster der nachgewiesenen Degradationsintermediate unterscheidet sich erwartungsgeméf von
dem der nahe des 5 -Endes der psbA-mRNA bindenden Sonden.

Im Fall der lysierten Chloroplasten zeigen die Signale Sonde ,,psbA —86” neben der mit
der Zeit abnehmenden vollen Lénge der psbA-mRNA drei weitere Spezies, bei denen es sich
um Degradationsintermediate der psbA-mRNA handelt: Zwei mRNA Fragmente von ca. 170
nt Lénge, deren Signal auch bereits beim Start der RNA-Zerfallsreihe nachweisbar sind und
ein Fragment von ca. 80 nt Linge, das wéihrend der Dauer des Zerfallsexperimentes stark
akkumuliert. Weitere Signale kleinerer Degradationsfragmente laufen im Gel im Bereich ei-
ner Salzfront und werden daher nicht weiter aufgetrennt. Die Sonde ,,psbA —46” markiert
deutlich mehr Degradationsintermediate, insbesondere im Bereich hoherer Molekulargewich-
te. Kleinere Fragmente, die am unteren Rand des Gels im Bereich der Salzfront laufen, werden
durch diese Sonde nicht nachgewiesen. Die Sonde ,,psbA +13” markiert zahlreiche iiber die
Zeit akkumulierende Fragmente der psbA-mRNA | allerdings nur oberhalb einer Léinge von ca.
140 nt. Die in der 3 -untranslatierten Region bindende Sonde (psbA +1057) weist - neben der
Volléingen-mRNA - ebenfalls zahlreiche Degradationsintermediate nach. Insgesamt zeigt sich
also, da3 mit der 5’-terminalen Sonde nur sehr wenige distinkte Degradationsintermediate
nachgewiesen werden koénnen, wiahrend die iibrigen Sonden jeweils zahlreiche Intermediate

markieren.

Aus fritheren Arbeiten geht hervor, dafl zwischen den Bindestellen der beiden Oligonukleo-
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tidsonden, die innerhalb der 5 -untranslatierten Region binden, nur eine einzige Schnittstelle
liegt (Position —48). Offenbar fiihrt ein Schnitt an dieser Position dazu, da§ der distale Teil
der pshbA-mRNA, der die gesamte kodierende Region enthilt, fiir endonukleolytischen Abbau
zugénglich wird. Die Lingenbestimmung der mit der 5’-terminalen Sonde nachgewiesenen
Fragmente 148t eine grobe Kartierung der korrespondierenden Schnittstellen zu. Neben einem
den mRNA-Abbau initiierenden Schnitt an Position —48 fiihrt sehr frither Schnitt im Bereich
der Nukleotide +80 bis +90 zur Entstehung der beiden prominenten Fragmente der Lénge
von 160/170 nt. Ein weiterer frither Schnitt im Bereich des Translationsstartcodons erzeugt
das 80 nt-Fragment. Es ist jedoch zu beachten, dafl von einer hohen Abundanz bzw. starken
Akkumulation eines Degradationsintermediates nicht zwingend auf eine hohe Spaltungsrate
an bestimmten Positionen der mRNA geschlossen werden kann. Die Akkumulation von De-
gradationsintermediaten hingt auch von deren inhérenter Stabilitdt ab. Die hochauflésende
Northernanalyse des mRNA-Abbaus im Chloroplastenlysat zeigt dennoch klar, dal der 5’-
untranslatierten Region der psbA-mRNA eine zentrale Rolle bei der Initiation des mRNA-
Abbaus zukommt: Eine Spaltung der mRNA innerhalb dieser Region fithrt zu eine starken
Erhohung der Sensitivitdt der kodierenden Region gegeniiber weiteren endonukleolytischen
Angriffen und entscheidet daher {iber die Stabilitdt der psbA-mRNA.

Abbau exogener psbA in vitro-Transkripte

Es gibt Hinweise aus fritheren Arbeiten (Klaff, 1995), daf} die endonukleolytischen Schnittstel-
len der psbA-mRNA, die die Initiation des RNA-Abbaus vermitteln, einzelstringig vorliegen.
Dariiberhinaus zeigen die identifizierten Schnittstellen auch keine Konserviertheit auf Se-
quenzebene. Daraus 148t sich ableiten, dafl die Struktur oder die strukturelle Umgebung der
Schnittstellen die Zugénglichkeit fiir eine Endonuklease bestimmen bzw. regulieren koénnte.
Daher wurden RNA-Zerfallsexperimente in lysierten Chloroplasten durchgefiihrt, in denen
der Abbau exogener psbA-Vollangentranskripte betrachtet wurde. Diese in vitro-Transkripte
wurden durch Anlagerung von psbA-Antisensetranskripten in Teilbereichen in doppelstringige
RNA iiberfiihrt. Insbesondere wurde untersucht, inwieweit doppelstringige Bereiche der ps-
bA-mRNA die Stabilitdt des Vollingentranskriptes erhthen und ob doppelstringige RNA

iiberhaupt eine signifikant erhéhte Stabilitéit in lysierten Chloroplasten aufweist.

In Abb. 4.16 ist der Aufbau der verwendeten RNA-Konstrukte dargestellt. Radioaktiv mar-
kierte psbA-Vollangentranskripte wurden mit verschiedenen unmarkierten psbA-Antisense-
Transkripten zu teilweise doppelstriangigen Konstrukten hybridisiert. Die Hybridisierung
erfolgte durch Mischen von Sense- und Antisense RNA in Extraktpuffer mit 20 mM ED-
TA, wobei das Antisense-Transkript in dreifachen molaren Uberschufl eingesetzt wurde. Die
Mischung von Sense- und Antisense-RNA wurde durch kurzes Aufheizen (95 °C) und an-
schlieffendens langsames Abkiihlen iiber Nacht bis auf Raumtemperatur in teilweise doppel-

stringige psbA-Vollaingen-RNA iiberfiithrt. Folgende Antisense-Transkripte wurden verwen-
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Abbildung 4.16: psbA-antisense-Transkripte zur Herstellung teilweise doppelstringiger
RNA.— Im oberen Teil ist das Sense-in-vitro-Transkript der psbA-mRNA (Volldinge) schematisch
dargestellt. Die kodierende Region ist hervorgehoben, ebenso sind die postulierten Sekundérstrukturen
der 5’- und 3’-untranslatierten Regionen. Der untere Teil zeigt die verwendeten Antisense-in-vitro-
Transkripte, die durch Hybridisierung mit der psbA-sense-RNA zur Ausbildung teilweise doppel-
strangiger Transkripte fiihrten. Die Positionsangaben beziehen sich auf der Translationsstartpunkt
der psbA-mRNA (Zurawski et al., 1982). Die Bezeichnungen der Antisense-Transkripte (5 H, 3 H,
284, 115) waren auch zugleich die Bezeichnungen der hergestellten entsptrechenden teilweise doppel-
stringigen psbA-Vollingenkontrukte (vgl. Abb.4.21).

det: Die Transkripte psbAab "H und psbAa3 "H umfafiten jeweils etwa die 5 - bzw. 3 -seitige
Halfte der psbA-mRNA. Das Transkript psbA«a284 entsprach etwa einem Viertel der psbA-
Vollange und reichte vom 5 -Ende bis zur Position 4+284. Das kiirzeste Antisense-Transkript

war psbAal15, das komplementér zur 5 -Region bis zur Position +115 war.

Die Abb. 4.17 das Ergebnis eines Zerfallsexperimentes mit teilweise doppelstrangigen in
vitro-Transkripten: Die RNA-Konstrukte wurden wie im Methoden-Teil (Kap. 3.2.4) be-
schrieben hergestellt und mit lysierten Chloroplasten (5 ug/ul Proteingehalt) inkubiert. Die
Endkonzentration der psbA-Transkripte betrug 5 fmol/ul. Die erfolgreiche Herstellung von
RNA-Doppelstrangen wurde mit einem RNase-Schutz-Experiment kontrolliert: Unter Hoch-
salzbedingungen (500 mM NaCl) wird doppelstringige RNA von RNase A nicht angegriffen,
wohl aber einzelstringige RNA. Nach Inkubation der Antisense-Konstrukte in Gegenwart von
RNAse A und 500 mM NaCl bleiben die doppelstriangigen Bereiche der Transkripte geschiitzt

und lassen sich im denaturierenden Elektrophoresegel nachweisen.

Teil A des Experimentes zeigt RNA-Zerfallsreihen in Abwesenheit von freiem Magnesium, das
durch Zugabe von 20 mM EDTA entfernt wurde. Es zeigt sich, dafl psbA-Vollingentranskripte,
die etwa zur Hélfte doppelstringig vorliegen (Konstrukte a3 “H und o5 H) im Vergleich zur
einzelstrangigen Kontrolle deutlich stabiler sind. Dieser stabilisierende Effekt des doppel-

stringigen Anteils im Transkript nimmt bei den Konstrukten mit kiirzeren Doppelstrang-
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Abbildung 4.17: Bedeutung der mRNA-Struktur fiir den mRNA-Abbau in vitro. —
A: Analyse der Degradation in wvitro transkribierter und teilweise doppelstriangiger psbA-Vollangen-
RNA gemifl der Beschreibung in Kap. 3.3.3. Lysierte Chloroplasten (5 mg/ml Protein) wurden in
Extraktpuffer in Gegenwart von 20 mM EDTA ohne zugesetztes MgCl, inkubiert. Die
RNA-Zerfallsreihe wurde durch Zugabe von 3?P-markierter teilweise doppelstringiger psbA-RNA
(0,5 fmol = 500 cpm Volldngen-Transkript pro ul Chloroplastenlysat) gestartet. Nach den angegeben
Zeitpunkten wurde aus je 20 ul Lysat die RNA (ca. 10000 cpm Aktivitét) priapariert und auf einem
5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard dienten in wvitro-Transkripte
bekannter Linge. — RECHTS: Ergebnis des RN Ase-Schutz-Experimentes (siehe Kap. 3.2.4) zur Kon-
trolle der erfolgreichen Hybridisierung von Sense- und Antisense-RBA zum teilweise doppelstriingigen
Konstrukt. — B. Gleiches Experiment wie unter A, aber mit Zusatz von 25 mM MgCl; zum Ex-
traktpuffer (der bereits 20 mM EDTA enthilt). — Die Pfeile zeigen die Akkumulation von Fragmenten
des markierten psbA-Sense-Transkriptes wihrend des Degradation der Volldnge (VL) an.
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bereichen, o284 und «l15, ab. Im letzteren Fall ist keine signifikante Stabilisierung der
Transkript-Volldnge gegeniiber der Kontrolle zu erkennen. In allen Zerfallsreihen wird die
Transkript-Volldnge innerhalb von 20 min nahezu vollstéindig abgebaut; dabei zeigt sich, dafl
die doppelstriangig vorliegenden Bereiche akkumulieren. Die Akkumulation setzt sich fort,
wenn die Inkubationszeit auf zwei Stunden ausgedehnt wird. Nach dieser Zeit ist einzel-
striangige RNA vollstdndig degradiert worden, wie das Kontrollexperiment ausweist. Dop-
pelstrangige RNA ist in lysierten Chloroplasten allerdings weitgehend abbauresistent. Bei
niherer Betrachtung der Akkumulation der doppelstringigen Transkriptfragmente zeigt sich,
dafl das Verhalten des Konstruktes a3 "'H von den Konstrukten mit 5 “seitigen Doppelstrang-
bereichen abweicht: Das stabile a3 H-Produkt erscheint zunéchst als diffuse Bande leicht
oberhalb der Position des nach 120 Minuten Inkubationszeit klar erkennbaren Degradations-
produktes. Bei den anderen Konstrukten akkumuliert das stabile Zerfallsprodukt unmittel-
bar als distinkte Bande an zeitlich unverdnderter Position. Dies 148t Riickschliisse auf die
am RNA-Abbau beteiltigen Nukleasen zu: Nach der derzeitigen Modellvorstellung sind am
RNA-Abbau in Chloroplasten hohrerer Pflanzen Endonukleasen und 3°—5 “-Exonukleasen be-
teiligt. Eine 5°—3 -Exonukleaseaktivitéit konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Damit
148t sich der vorstehende Beobachtung erkléiren: Transkripte mit 5’ -seitigen Doppelstrang-
bereichen werden durch distale endonukleolytische Schnitte und 3 —5 “-exonukleolytischen
Angriff abgebaut, wobei insbesondere letzteres zum frithen Auftreten von stabilen RNA-
Doppelstrédngen mit homogenem 3’-Ende fiihrt. Liegt aber das 3’-Ende geschiitzt vor (Kon-
strukt @3 H), so kann ein einheitliches 5’-Ende des Transkriptes nur durch fortschreitende
endonukleolytische Schnitte erzeugt werden. Geringfiigig voneinander abweichende 5’-Enden
des doppelstrangigen Degradationsproduktes fithren so zu einer diffusen Bande in der elek-

trophoretischen Auftrennung.

Teil B zeigt den gleichen Satz von RNA-Zerfallsreihen bei Zusatz von 25 mM MgCl,. Im
Vergleich zur Situation in Abwesenheit von freiem Mg?* sind hier alle psbA-Transkripte sta-
biler. Auch hier sind die psbA-Konstukte mit dem hoéchsten Doppelstranganteil in lysierten
Chloroplasten am stabilsten. Die Konstukte @284 und «115 sind nicht signifikant stabiler
als das einzelstringige Kontroll-Transkript. In Gegenwart von freiem Mg?* akkumulieren
die doppelstrangigen Bereiche der psbA-Vollingentranskripte im betrachteten Zeitraum von
bis zu 120 Minuten nicht zu Produkten einheitlicher Linge. Dies kann darauf hindeuten,
dafl unter dem EinfluB von Magnesiumionen die einzelstringigen Bereiche der Transkripte
in Strukturen falten, die durch interne Basenpaarungen den Angriff von Nukleasen erschwe-
ren. Dariiberhinaus ist hier auch eine Magnesium-vermittelte Hemmung von Nukleasen bzw.

akzessorischen Proteinen eine mogliche Erklarung.
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4.3.3 Ergebnisse zum Mechanismus des psbA-mRNA-Abbaus

e Das Muster der beim Abbau der psbA-mRNA entstehenden Degradationsintermediate
ist in intakten Chloroplasten (in organello) und in lysierten Chloroplasten (in witro-
Zerfallssystem) weitgehend gleich, wobei der Abbau der mRNA in lysierten Chloropla-

sten langsamer verlduft als im intakten Organell.

e Der Abbau der psbA-mRNA wird in organello durch einen oder mehrere endonukleolyti-
sche Schnitte innerhalb der 5 -untranslatierten Region eingeleitet. Erst danach kommt
es zu weiteren Schnitten innerhalb der kodierenden Region und der 3 -untranslatierten
Region, die offenbar keiner genaueren zeitlichen bzw. rdumlichen Reihenfolge unterlie-

gen. Dies gilt tendenziell auch fiir die Situation in lysierten Chloroplasten.

e Doppelstringige RNA (als in wvitro-Transkript) wird in lysierten Chloroplasten nicht
in mefbarem Mafe abgebaut. In Gegenwart von Mg?t wird in vitro transkribierte
psbA-mRNA stabilisiert.

4.4 Einflul von Mg?t auf die mRNA-Stabilitt

In den letzten Jahren konnten eine Reihe von Proteinen in Chloroplasten héherer Pflanzen
identifiziert werden, die an die 3°- und 5 -untranslatierten Regionen von mRNAs binden und
aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften als Kandidaten fiir trans-regulatorische Faktoren
des mRNA-Metabolismus anzusehen sind (Hsu-Ching & Stern, 1991; Stern & Gruissem, 1989;
Hayes et al., 1996, Alexander et al., 1998). Bisher konnte jedoch keinem der identifizieten
mRNA-Bindeproteine eine genspezifische regulatorische Funktion zugeordnet werden. In Die-
ser Arbeit wurde daher in den im folgenden dargestellten Experimenten der Einflufl von nicht-
proteinartigen trans-regulatorischen Faktoren auf die differentielle mRNA-Stabilitét unter-
sucht. Dabei wurde inbesondere die Wirkung von Magnesium-Ionen betrachtet. Mg?*spielt
bei der Aushildung von RNA-Strukturen eine entscheidende Rolle (zur Ubersicht: Misra &
Draper, 1998), ferner deuten die Ergebnisse fritherer Untersuchungen zur Rolle von Magne-
sium bei der Regulation von Enzymen des Calvin-Zyklus (Heldt et al., 1973; Krause, 1977)
darauf hin, daB die Konzentration von Mg?Tin Chloroplasten hoch genug sein kénnte, um die

Faltung von RNA-Molekiilen zu beeinflussen.

Die Wirkung von Mg?* und anderen Ionen auf die Stabilitit von RNAs des Chloroplasten
wurde mit Hilfe des in-vitro-Zerfallssystems (Lysierte Chloroplasten, vgl. Kap. 3.3.3) unter-
sucht. Dieses System hat sich in fritheren Arbeiten als geeignet fiir die Analyse von mRNA-
Stabilitét erwiesen, da die in vivo ablaufenden Prozesse des mRNA-Abbaus (endonukleoly-
tische Schnitte, Prozessierung von Degradationsintermediaten) getreu wiedergegeben werden
(Klaff, 1995; Lisitsky et al., 1996/1997). Lysierte Chloroplasten wurden ohne zugesetztes



74 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Magnesium und in Gegenwart von 20 mM EDTA prépariert. Unter diesen Bedingungen ist
das freie Mg?* des Chloroplasten nahezu vollstéindig durch EDTA komlexiert, d. h. die freie
Mg?*-Konzentration liegt unterhalb von 1 uM (siehe Kap. 4.4.3). In diesem in vitro-System
kann nun die Konzentration von Magnesium (und anderer Ionen) durch gezielte Zugabe var-
riert und Effekte auf die RNA-Stabilitdt per Northern-Analyse beobachtet werden.

4.4.1 Stabilisierung plastidirer RNAs in Gegenwart von Mg?*"

Die Abb. 4.18 zeigt ein RNA-Zerfallsexperiment zum Einflul von Mg?tund Natauf die Sta-
bilitdt von RNAs des Chloroplasten: In lysierten Chloroplasten wurde der Abbau der internen
RNA iiber 150 min bei Raumtemperatur verfolgt. Dabei wurde das interne Mg?* des Chlo-
roplasten durch 20 mM EDTA komplexiert und in einer zweiten Reihe der Magnesiumgehalt
durch Zugabe von 25 mM MgCl, rekonstituiert. Als Kontrolle fiir reine Ionenstirkeeffekte
wurde in einer weiteren Zerfallsreihe dem Chloroplastenlysat 50 mM NaCl zugesetzt. Als Un-
tersuchungsobjekte wurden zwei mRNAs ausgewihlt: Die psbA-mRNA, die wird wéhrend der
Blattentwicklung stabilisiert wird und die rbcL-mRNA, die nur eine schwache entwicklungs-
abhéngige Stabilisierung zeigt (Klaff & Gruissem, 1991). Ferner wurden zwei strukturelle
RNAs (16S-rRNA und tRNAg;s) untersucht, die in allen Stadien der Blatt- bzw. Chloro-
plastenentwicklung als stabil angesehen werden kénnen. Es zeigt sich, dafl drei untersuchte
RNA-Spezies (psbA-mRNA, rbcL-mRNA und 16S-rRNA) bei Magnesium-Zugabe deutlich
stabilisiert werden, wihrend die tRNA f;5, die schon ohne zugesetztes Magnesium im in vi-
tro-System duflerst stabil ist, keinen Stabilisierungseffekt bei MgCly-Zugabe erkennen 148t.
Die Zugabe von NaCl hat offensichtlich keinen Effekt auf die Stabilitdt aller untersuchten
RNAs. Dies deutet darauf hin, dafl die durch Magnesium vermittelte RNA-Stabilisierung
nicht durch einen reinen Ionenstérkeeffekt verursacht wird. Ebenso kann eine spezifische
RNA-stabilisierende Wirkung von Chloridionen ausgeschlossen werden. Die Wirkung von
Magnesium auf die RNA-Stabilitdt zeigt sich in diesem Experiment nicht als spezifisch fiir
bestimmte RNA-Spezies; - im Fall der tRNA g;5 kann zwar auf Grund der inhdrenten hohen
Stabilitdt dieser RNA hier keine weitere Magnesium-vermittelte Stabilisierung gezeigt werden,

eine mogliche Stabilisierung durch Mg?* ist damit allerdings nicht ausgeschlossen.

4.4.2 Titration der RNA-Stabilitit mit Mg?"

Um die Spezifitit der Magnesium-vermittelten Stabilisierung fiir bestimmte RNA-Spezies zu
analysieren, wurde der experimentelle Ansatz verfeinert. Auf der Basis eines RNA-Zerfalls-
experimentes dhnlich wie in Kap. 4.4.1 dargestellt, wurde die Inkubationszeit des Chloro-
plastenlysates ausgewiihlt, bei der die Unterschiede in den Spiegeln der untersuchten RNAs
im Vergleich der Situation mit und ohne zugesetztes MgCls maximal waren. Eine Inkuba-

tionszeit von 150 Minuten erwies sich diejenige, bei der der RNA-Stabilisierungseffekt am
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Abbildung 4.18: Stabilisierung plastidirer RNAs durch Magnesium in vitro. Die Degra-
dation endogener RNAs des Chloroplasten wurde in lysierten Chloroplasten beobachtet. Das Chloro-
plastenlysat (5 mg/ml Protein) wurde in Gegenwart von 20 mM EDTA priipariert und ohne weitere
Behandlung bzw. nach Zugabe von 25 mM MgCly oder 50 mM NaCl bei Raumtemperatur (23 °C)
inkubiert. Pro Zeitpunkt wurden 2 ug plastiddre Gesamt-RNA prépariert und nach Auftrennung in
einem 1,2 %igen denaturierenden Agarosegel einer Northern-Analyse unterzogen. Auf der linken Seite
sind die durch spezifische Oligonukleotidsonden nachgewiesenen RNA-Spezies angegeben.




76 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

deutlichsten sichtbar war. Proben des Chloroplastenlysates (mit 20 mM EDTA prépariert)
wurden mit steigenden Konzentrationen an zugesetztem MgCly fiir 150 Minuten inkubiert
und die Spiegel an intakter Vollingen-RNA per Northern-Analyse bestimmt. Der Start-
Zeitpunkt des RNA-Zerfallsexperimentes diente als Vergleichswert fiir das Ausgangsniveau
der RNA-Spiegel. Wie in Abb. 4.19 gezeigt, hat Magnesium eine RNA-spezifische stabili-
sierende Wirkung. Die 16S-tTRNA und mehr noch die tRNA g;s werden bereits bei niedrigen
Konzentrationen an zugesetztem MgCly (2,5 — 5,0 mM) stabilisiert. Dagegen zeigt sich fiir
die psbA-mRNA erst bei 15 mM zugesetztem MgCly eine deutliche Stabilisierung. Die rbcL-
mRNA zeigt oberhalb von 10 - 12,5 mM MgCl; eine klar erkennbar hohere Stabilitdt. Neben
den ,,Ubergangsbereichen” der RNA-Stabilisierung, die bei den untersuchten RNA-Spezies
offensichtlich bei unterschiedlichen Magnesium-Konzentrationen liegen, zeigen die Stabilisie-
rungsprofile der verschiedenen RNAs auch unterschiedliche qualitative Charakteristika. So
nimmt die Stabilitit der rbcL-mRNA bei steigender MgCla-Konzentration eher allméhlich
zu, wihrend in Fall der psbA-mRNA ein deutlicher Ubergang vom instabilen zum stabilen

Zustand erkennbar ist.

4.4.3 Konzentrationen von freiem Mg?" in RNA-Zerfallstitrationen

Magnesium-abhéngige ,,RNA-Zerfallstitrationen”, wie sie in Kap. 4.4.2 gezeigt wurden, kon-
nen quantitativ ausgewertet werden, wenn fiir die einzelnen MgCls-Titrationspunkte die Kon-
zentration des freien Mg?t bekannt ist. Damit ergab sich die Notwendigkeit, die Konzentra-
tion freier Magnesiumionen in lysierten Chloroplasten zu messen. Zu diesem Zweck wurde
eine potentiometrische Methode zur Magnesium-Konzentrationsbestimmung etabliert, die ur-
spriinglich fiir die Bestimung der freien Mg?*-Konzentration im Rahmen humanphysiologi-
scher Fragestellungen von McGuigan und Mitarbeitern entwickelt wurde (Zhang et al., 1995;
Zhang et al., 1997; Liithi et al., 1997). Die Bestimmung der Konzentration an freiem d. h. che-
misch aktivem Mg?™ in einer Losung erfolgt mittels einer Magnesium-spezifischen Makroelek-
trode. Das elektrische Potential dieser Elektrode, das mit dem Voltmeter eines konventionellen
pH-Mefigeriites bestimmt werden kann, ist geméafl der Nernst “schen Gleichung dem Logarith-
mus der Konzentration an freiem Mg?t proportional. Fiir die Magnesiummessung muflte
das Chloroplastenlysat durch Zentrifugation von Membranbestandlteilen befreit werden, au-
Berdem erwies sich auch eine anschlieende Ultrafiltration durch CENTRICON-R&hrchen mit
30 kDa Ausschlufigréfie als notwendig, um alle Bestandteile des Extraktes zu entfernen, die
mit der Magnesiumelektrode kreuzreagieren konnten. Die Abb. 4.20A zeigt einer Eichkurve
der Magnesiumelektrode: Der Verlauf des Elektrodenpotentials folgt in einem Bereich von

0,15 bis 20 mM Mg?* linear dem Logarithmus der Magnesiumkonzentration (pMg).

In Abb. 4.20B ist die Konzentration an freiem Mg?t in Abhingigkeit von der nominalen
Konzentration des zugesetzten MgCly fiir zwei unabhéingig préparierte Chloroplastenlysate

dargestellt. Eine MgClyo-Zugabe von bis zu 5 mM fiihrt keiner Erh6hung der freien Magnesi-
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Abbildung 4.19: Titration der Mg?T-abhingigen RNA-Stabilisierung in lysierten Chloro-
plasten. Chloroplastenlysat (5 mg/ml Protein) wurde in Gegenwart von 20 mM EDTA pripariert und
fiir 150 min bei Raumtemperatur (23 °C) inkubiert. Zu Beginn des RNA-Zerfallexperimentes wurde
MgCls in den angegebenen Konzentationen zugesetzt. t = 0: Kontrolle der RNA-Spiegel zu Beginn
der Inkubation. Fiir jede Probe wurden 2 ug Chloroplasten-RNA préipariert und einer quantitativen
Northern-Analyse unterzogen. Auf der linken Seite sind die durch spezifische Oligonukleotidsonden
nachgewiesenen RNA-Spezies angegeben. — Rechts sind die Signale eines in der Northern-Analyse
mitverarbeiteten RNA-Mengenstandards dargestellt - dieser diente der Kontrolle des quantitativen
RNA-Nachweises. — Die Bande unterhalb des rbcL-mRNA-Signals ist auf unvollstdndig entfernte
psbA-spezifische Sonde zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.20: Potentiometrische Bestimmung der freien Mg?*-Konzentration in RNA-
Zerfallstitrationen. A: Eichkurve. pMg (= negativer dekadischer Logarithmus der Mg?*-
Konzentration) ist gegen das Elektrodenpotenial U aufgetragen. Die Kalibrierung erfolgte im Bereich
von 20 — 0,15 mM MgCly,. — B: Bestimmung der Konzentration an freiem Mg?T als Funktion des
im Rahmen einer RNA-Zerfalltitration (Abb. 4.19) zugesetzen Mg?T in lysierten Chloroplasten (vor
einem Hintergrund von 20 mM EDTA).

umkonzentration, die iiber den micromolaren Bereich hinausgeht. Hier wird offenber zunéchst
das zugefiigte Magnesium durch das vorhandene EDTA komplexiert. Bei hoheren Konzen-
trationen an zugesetztem MgCly ergibt sich ein annihernd linear ansteigender Verlauf der

Konzentration an freiem Mg?*.

4.4.4 Magnesium-abhingige RN A-Stabilisierungsprofile

Die Bestimmung der freien Mg?t-Konzentration in Chloroplastenlysaten erméoglichte die quan-
titative Auswertung von RNA-Zerfallstitrationen hinsichtlich der Magnesium-abhéngigen Sta-
bilisierungsprofile. Die Intensititen der RNA-Signale der in Kap. 4.4.2 gezeigten Northern-
Analysen wurden densitometrisch bestimmt. Dabei wurde die Menge der nach Ablauf der
Inkubationszeit der lysierten Chloroplasten noch intakten RNA als Prozent des Anfangs-
wertes (Start der RNA-Zerfallsexperimentes) ausgedriickt und gegen die Konzentration an
freiem Mg?t aufgetragen. Die bereits in Kap. 4.4.2 qualitativ beschriebenen Unterschie-
de in den RNA-Stabilisierungsprofilen werden durch die quantitative Auswertung bestétigt
(Abb. 4.21): Bei der tRNAy;, folgt das Magnesium-abhéngige Stabilisierungsprofil einer
sehr steilen Sattigungskurve, einen qualitativ &hnlichen, wenn auch deutlich flacheren Kur-
venverlauf zeigt die Stabilisierung der 16S-rRNA und der rbcL-mRNA. Das Stabilisierungs-
profil der psbA-mRNA nimmt hier eine Sonderstellung ein: Die Stabilisierung der mRNA folgt
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Abbildung 4.21: Mg?*-abhiingige RN A-Stabilititsprofile in vitro. Die im Rahmen der quan-
titativen Northernanalyse einer RNA-Stabilitéitstitration (Abb. 4.19) gewonnenen Daten iiber die re-
lativen RNA-Mengen wurden als Funktion der Magnesiumkonzentration dargestellt. Dabei war die
relative RNA-Stabilitdt die Signalintensitdt nach der Inkubation der lysierten Chloroplasten, die als
Prozent der bei t = 0 vorhandenen RNA-Spiegels ausgedriickt wurde. Den Daten wurde eine Funkti-
on auf der Grundlage des Hill “schen Algorithmus fiir die Beschreibung der Bindung kleiner Liganden
an ein Makromolekiil angepafit (Cantor & Schimmel, 1980). Dabei wurde ,,Bindung” durch ,re-
lative RNA-Stabilitit” ersetzt. Die modifizierte Hill-Funktion lautet: S([Mg¢**]) = So + (Smaz —

SO)~%, mit S = RNA-Stabilitdt in relativen Einheiten als Funktion der Magnesiumkonzen-

tration, Sy = RNA-Stabilitit bei 20 mM EDTA ohne zugesetztes Mg?* ( ,,Grundstabilitit”), Sya. =
maximale RNA-Stabilitit, n = Hill-Koeffizient, K = [Mg?*] bei halbmaximaler RNA-Stabilitét .
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bei steigender Mg?T-Konzentration einem sigmoiden Verlauf; bis zu einem Magnesiumspiegel
von 3 — 4 mM nimmt die Stabilitit kaum zu, um bei einer weiteren Zunahme der Mg?*-
Konzentration sehr abrupt anzusteigen, wobei schon ab 10 mM Mg?* ein Sittigungsniveau

erreicht wird.

Um die Wirkung von Magnesium auf die Stabilitdt der untersuchten RNA-Spezies qualitativ
und quantitativ zu charakterisieren, wurden den Meflwerten Funktionen auf der Grundlage
eines modifizierten Hill-Algorithmus angepafit. Die Hill-Funktion beschreibt die Bindung
von Liganden an ein Makromolekiil (Cantor & Schimmel, 1980). Fiir die hier vorliegende
Situation, bei der nicht die Bindung von Magnesiumionen an RNA, dafiir aber die Wirkung
von Mg?* auf die RNA-Stabilitit betrachtet wird, wurde die Hill-Funktion modifiziert:

e Hill-Funktion: f = 70

f =Anteil besetzter Bindeplitze auf dem Makromolekiil

n = Hill-Koeffizient (bei kooperativer Bindung: n § 1)

L = Konzentration des freien Liganden

K = apparente Bindekonstante fiir miteineander interagierende Bindeplétze

o modifizierte Hill-Funktion: S(Mg**]) = So + (Smas — 50) g sarioe

S = RNA-Stabilitdt in relativen Einheiten als Funktion der Magnesiumkonzentration
So = RNA-Stabilitit bei 20 mM EDTA / kein zugesetztes Mg®™ (,, Grundstabilitit”)
Sinaz = mazimale RNA-Stabilitdt

n = Hill-Koeffizient

K = [Mg*"] bei halbmazimaler RNA-Stabilitit

Die Auswertung der Hill-Koeffizienten und der Magnesiumkonzentration bei halbmaximaler
RNA-Stabilisierung ergibt folgendes Bild (Tabelle 4.3): Die psbA-mRNA wird durch Ma-
gnesium in stark kooperativer Weise stabilisiert: ca. 7 Magnesiumionen pro mRNA-Molekiil
wirken in einem Schritt, um die RNA zu stabilisieren; diese Kooperativitit der Magnesium-
Wirkung ist fiir keine andere der untersuchten RNAs festzustellen. Dariiberhinaus zeigt sich
fir die psbA-mRNA mit 6 mM Mg?* die hochste Mg?t-Konzentration der halbmaximalen

Stabilisierung.

Die priasentierten Daten zeigen, dafl in Chloroplasten die Anwesenheit von freiem Magnesi-

umionen fiir die Ausbildung stabiler RNAs in wvitro notwendig ist. Dariiber hinaus zeigen
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Hill-Koeffizient  [Mg?™] bei halbmaximaler Stabilisierung

165-rRNA 14 +£0,7 2 mM
tRNA ;s 04+04 3 uM
rbcL-mRNA 1,4 +£0,7 3 mM
psbA-mRNA 7,3+206 6 mM
Tabelle 4.3: Bestimmung der Hill-Koeffizienten. — Die urspriingliche Hill-Funktion f =

%, mit f =Anteil besetzter Bindeplitze auf dem Makromolekiil, n = Hill-Koeffizient (bei ko-

operativer Bindung: n ;j 1), L = Konzentration des freien Liganden, K = apparente Bindekonstante
fiir miteineander interagierende Bindepléitze, wurde fiir die Beschreibung der Stabilitétsprofile modi-

fiziert: S([Mg**]) = So + (Smaz — SO).%, mit S = RNA-Stabilitat in relativen Einheiten
als Funktion der Magnesiumkonzentration, S; = RNA-Stabilitdt bei 20 mM EDTA ohne zugesetztes
Mg?* (,,Grundstabilitit”), Spa. = maximale RNA-Stabilitit, n = Hill-Koeffizient, K = [Mg?*] bei

halbmaximaler RNA-Stabilitét.

plastidire RNAs in ihrer Mg?*-abhiingigen Stabilisierung qualitativ und quantitativ unter-
schiedliche Eigenschaften, wobei die relevanten Magnesiumkonzentrationen im Bereich phy-
siologischer Werte liegen (Heldt et al., 1973; Krause, 1977; Barber, 1976). Da die psbA-
mRNA beziiglich ihrer Stabilitit kooperativ auf Anderungen der Mg?t-Konzentration rea-
giert, geniigen bei einem Magnesiumspiegel von 6 mM vergleichsweise kleine Anderungen der
Magnesiumkonzentration im Stroms des Chloroplasten, um die Stabilitdt der psbA-mRNA

drastisch zu beeinflussen.

4.5 Magnesium-Effekt: mRNA-Degradationsmuster

Die zuvor beschriebene Methode der Analyse von mRNA-Zerfallsprodukten wurde auch her-
angezogen, um Einblicke in den Mechanismus der Magnesium-induzierten mRNA-Stabili-
sierung zu erhalten. Die psbA-mRNA wird in Spinat durch Magnesium in besonderem Mafe
stabilisiert, wobei die Stabilisierung im Bereich physiologischer Mgt -Konzentrationen statt-
findet und Mg?*-Ionen offenbar stark kooperativ wirken. Mit Hilfe der hochauflésenden
Northernanalyse sollte gezeigt werden, ob der stabilisierende Effelkt der Mg?*-Ionen definier-
te endonukleolytische Schnitte der mRNA beeinfluf3t oder eher generell auf die Spaltungsrate
wirkt. Dabei wurde dem 5’-Bereich der psbA-mRNA besondere Aufmerksamkeit gewidmet,
da hier — insbesondere in der 5 -untranslatierten Region — die den Abbau des RNA einleiten-

den endonukleolytischen Schnitte erfolgen, wie bereits in Kap. 4.3 gezeigt werden konnte.
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4.5.1 Mg?*t-abhiingige Degradationsmuster der psbA-mRNA in vitro

Abb. 4.22 zeigt das Ergebnis eines mRNA-Zerfallsexperimentes. Spinatchloroplasten wur-
den aus reifen Bldttern prépariert und wie beschrieben in Gegenwart von 20 mM EDTA
lysiert. Ein Teil der lysierten Chloroplasten wurde mit 25 mM MgCly versetzt, um den fiir
reife Blitter typischen physiologischen Gehalt an freiem Mg?* wiederherzustellen. Die lysier-
ten Chloroplasten wurden bei Raumtemperatur inkubiert, um RNA-Degradationsreaktionen
ablaufen zu lassen. Nach den in der Abb. 4.22 angegebenen Inkubationszeiten wurde die
RNA prépariert und der hochauflésenden Northern-Analyse unterzogen. Dabei wurden die
gleichen Oligonukleotidsonden wie bei der Untersuchung des Abbaumechanismus der psbA-
mRNA verwendet. Teil A der Abbildung zeigt die Signale der vier eingesetzten Sonden,
Teil B zeigt schematisch die Positionen, die von den jeweiligen Oligonukleotidsonden auf der
psbA-mRNA erkannt werden.

Die Signale der drei Sonden, die im Bereich des 5’-Endes der mRNA binden (psbA —86, psbA
—46, psbA +13) ziegen an, da} in Gegenwart von Magnesiumionen die Spaltungsaktivitéit
generell reduziert ist. Dennoch lassen sich in Abwesenheit von Mg?* einige Degradations-
fragmente nachweisen, die im Anwesenheit von Mg?T nicht auftreten (in Abb. 4.22 rot
markiert). Die Léngen dieser Fragmente, die im Bereich von ca. 70 bis ca. 200 nt liegen,
lassen darauf schlieflen, dafl diese Zerfallsprodukte durch Schnitte innerhalb des 5’-Bereichs
der psbA-mRNA (bis ca. Position +190) erzeugt werden. Im Bereich hoherer Molekularge-
wichte (groBer als 500 nt) ist das Signal eines mRNA-Fragmentes nachweisbar, das nur in
Gegenwart von Mg?" auftritt (griine Markierung). Es kann hier aber nicht gezeigt werden,
ob dieses Fragment aufgrund von Magnesium-induzierten Schnitten erzeugt wird, oder durch
die Magnesium-vermittelte Hemmung von Schnitten im proximalen 5 -Bereich der mRNA.
Da dieses Fragment aber auch von der 5’-terminal bindenden Sonde psbA —86 erkannt wird,

diirfte letzterer Fall zutreffend sein.

Die Signale der Sonde psbA +1057, die in der 3 -untranslatierten Region bindet, zeigen
keine deutliche generelle Abnahme der Anzahl und Abundanz von Degradationsintermediaten
bei Zugabe von Magnesium. Es ist allerdings klar erkennbar, dafl einige Zerfallsprodukte
der psbA-mRNA (rot markiert) bei Zugabe von Magnesium zugunsten von Fragmenten mit
anderen Léngen (griin markiert) verschwinden. Dies deutet darauf hin, dal Magnesium auch
im 3’-Bereich der psbA-mRNA das Muster der am Abbau der mRNA beteiligten Schnittstellen

verandert.

Insgesamt ist festzustellen, dafl Magnesiumionen die Zugénglichkeit definierter Schnittstellen
im 5°-Bereich der psbA-mRNA hemmen, iiber die der endonukleolytische Abbau der psbA-
mRNA eingeleitet wird.
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Abbildung 4.22: Abbau der psbA-mRNA in lysierten Chloroplasten: Magnesiumeffekt.
— A: Hochauflésende Northernanalyse des RNA-Abbaus geméfl der Beschreibung in Kap. 3.3.2/3.3.3.
Lysierte Chloroplasten wurden in Extraktpuffer (mit 20 mM EDTA) und in Gegenwart von 25 mM
MgCly inkubiert. Nach den angegeben Zeitpunkten wurde plastidire Gesamt-RNA prapariert und
auf einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente der DNA-
Marker pBR322/Hinfl B: Schematische Ubersicht iiber die Positionen, an denen die verwendeten
Oligonukleotidsonden an die psbA-mRNA binden. Die kodierende Region der mRNA ist durch eine
dickere Linie hervorgehoben, ebenso sind die postulierten Sekundérstrukturen inerhalb der 5°- und
3’- untranslatierten Regionen dargestellt. Die Positionsangaben beziehen sich auf den Translations-
startpunkt (Zurawski et al., 1982). Mg?*-abhingige Anderungen des Fragmentmusters sind farbig
gekennzeichnet (vgl. Text Kap. 4.5.1), die Vollinge der psbA-mRNA ist schwarz markiert.
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4.5.2 Degradationsmuster der psbA-mRNA in der Stabilitéitstitration

Die Analyse der Degradationsmuster der psbA-mRNA wurde hier im Hinblick auf die Abhéng-
igkeit der Zuginglichkeit distinkter Schnittstellen von der Konzentration an freien Magnesi-
umionen vertieft. Dazu wurden Titrationen der RNA-Stabilitéit in lysierten Chloroplasten
mit steigender Magnesiumkonzentration vor dem Hintergrund von 20 mM EDTA — wie be-
reits in Kap. 4.4.2 beschrieben — durchgefiihrt. Proben des Chloroplastenlysates (mit 20 mM
EDTA prépariert) wurden mit steigenden Konzentrationen an zugesetztem MgCly fiir 150
Minuten inkubiert und die isolierte RNA einer hochauflésenden Northern-Analyse unterzo-
gen. Der Start-Zeitpunkt des RNA-Zerfallsexperimentes diente als Vergleichswert fiir das
Ausgangsniveau der RNA-Spiegel, insbesondere im Hinblick darauf, ob die nach der In-
kubation nachweisbaren Degradationsintermediate schon unter Gleichgewichtsbedingungen
in Chloroplasten vorliegen oder Priparationsartefakte darstellen. Es wurden die gleichen
Oligonukleotid-Sonden wie in den RNA-Zerfallsreihen (Kap. 4.5.1) verwendet.

Das Ergebnis zeigt die Abb. 4.23: Alle eingesetzten Sonden zeigen, daf die Intensitét des
Signals der vollen Linge der psbA-mRNA nach 150 Minuten Inkubation gegiiber dem Null-
punkt stark abgenommen hat. - Die Intensitdt des Signals der psbA-Vollingen-mRNA sollte
sich Mg?*-abhiingig so verhalten, wie in der in Kap. 4.4.2 dargestellten Stabilitéitstitration.
Dies ist hier nicht klar erkennbar, dabei ist jedoch zu bedenken, dafl in diesem Experiment,
in dem RNA aus einem 5 %igen Polyacrylamidgel auf eine Nylonmembran transferiert wird,

bei Fragmentldngen von mehr als 500 nt kein quantitativer Transfer mehr gewéhrleistet ist.

Die 5 -terminal bindende sonde psbA —86 weist neben der Vollinge auch in diesem Experi-
ment zwei Fragmente der Lénge von ca. 160/170 nt nach, deren Abundanz mit zunehmender
Magnesiumkonzentration zunéchst steigt und dann abnimmt. Gleiches gilt auch fiir ein oder
mehrere kleiner Fragmente mit Léngen von weniger als 75 nt, die im Gel innerhalb einer Salz-
front laufen. Die Sonden psbA —46 und psbA 413 weisen zahlreiche Degradationsintermediate
nach,wobei der Spiegel einiger Intermediate von der Magnesiumkonzentration beeinflult wird:
Vier Fragmente der psbA-mRNA (blaue Markierungen — ca. 80 nt, ca. 120 nt, ca. 140 nt und
ca. 230 nt) sind nur bei zugesetztem Mg?T von weniger als 7,5 mM nachweisbar, d. h. bei
einer freien Mg?*-Konzentration im mikromolaren Bereich (vgl. Kap. 4.3.2 / Abb. 4.20). Eine
zweite Gruppe von Fragmenten ist erst oberhalb von 17,5 mM zugesetztem (ca. 8 mM freiem)
Mg?* in der Intensitit stark herabgesetzt bzw. nicht mehr detektierbar (drei Fragmente:
ca. 85 nt, zweimal ca. 145 nt, rot markiert). FEine dritte Gruppe von Degradationsinter-
mediaten (mehrere Fragmente im Bereich von 154 bzw. 220 nt, griin markiert) zeigt mit
zunehmender Mg?t-Konzentration auch zunehmende Intensitiit, wobei diese Fragmente erst
oberhalb von 5 mM zugesetztem MgCly, d. h. ab millimolaren freien Mg?t-Konzentrationen
detektierbar sind.

Die Analyse der magnesiumabhéngigen Stabilisierungsprofile ergab fiir die psbA-mRNA eine
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Abbildung 4.23: Hochauflosende Zerfallanalyse der psbA-mRNA in lysierten Chloropla-
sten (Mg?*-Titration). — A: Hochauflésende Northernanalyse des RNA-Abbaus gemif der Be-
schreibung in Kap. 3.3.2/3.3.3. Lysierte Chloroplasten wurden in Extraktpuffer (mit 20 mM EDTA)
mit steigenden MgCly-Konzentrationen inkubiert. Nach 150 min (bzw. zum Zeitpunkt 0 als Kontrol-
le) wurde plastidire Gesamt-RNA priipariert und auf einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Als Molekulargewichtsstandard diente der DNA-Marker pBR322/Hinfl B: Schematische Ubersicht
iiber die Positionen, an denen die verwendeten Oligonukleotidsonden an die psbA-mRNA binden. Die
kodierende Region der mRNA ist durch eine dickere Linie hervorgehoben, ebenso sind die postulier-
ten Sekundérstrukturen inerhalb der 5°- und 3’- untranslatierten Regionen dargestellt. Die Positi-
onsangaben beziehen sich auf den Translationsstartpunkt (Zurawski et al., 1982). Mg?*-abhingige
Anderungen des Fragmentmusters sind farbig gekennzeichnet (vgl. Text Kap. 4.5.1), die Vollinge der
psbA-mRNA ist schwarz markiert.




86 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

hochkooperative Mg?*t-induzierte Stabilisierung im Bereich von ca. 6 mM freiem Mg?*. Fiihrt
man die Stabilisierung der mRNA auf den Schutz bestimmter endonukleolytischer Schnitt-
stellen zuriick, so sind die Schnittstellen, die zur Erzeugung der ,,zweiten Gruppe” der ge-
nannten Degradationsfragmente fiihren, Kandidaten fiir eine Mg?T-abhiingige Regulation des
mRNA-Abbaus. — Die Wirkung von Magnesium auf diese Schnittstellen liegt genau in dem
Mg?+-Konzentrationsbereich, in dem auch die kooperative Stabilisierung der psbA-mRNA
beobachtet wird.

4.6 Biologische Bedeutung der Mg?"-vermittelten
RN A-Stabilisierung in Chloroplasten

Zur Uberpriifung der biologischen Relevanz der Mg?*-vermittelten RNA-Stabilisierung in
Chloroplasten wurde die Konzentration von freiem Mg?t im plastidiren Stroma bestimmt.
Der Stromainhalt der Chloroplasten wurde prépariert (Kap. 3.1.1, 3.1.3 / Klein et al., 1988),

etioliert, dann 12 h belichtet regelmasig belichtet
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Abbildung 4.24: Isolierte Chloroplasten. — LINKS: Chloroplasten, aus 8 Tage alten etiolierten
Spinatkeimlingen isoliert, die unmittelbar vor der Chloroplastenpriparation fiir 12 Stunden belich-
tet wurden. (junge Chloroplasten) — RECHTS: Chloroplasten, pripariert aus expandierten Spinat-
Kotyledonen (reife Chloroplasten). Die verwendeten Keimlinge waren 8 Tage alt und wurden im
12 Stunden Licht/Dunkel-Rhythmus belichtet. Derartige Mikrofotografien waren Grundlage fiir die
Bestimmung der Chloroplastenvolumina.

wobei den verwendeten Puffern weder EDTA noch MgCly zugesetzt wurde. Die Stroma-



4.6. BIOLOGISCHE BEDEUTUNG 87

Fraktion wurde durch CENTRICON-RShrchen mit einer Ausschlufigréfe von 30 kDa ultrafil-
triert, um Substanzen abzutrennen, die mit der potentiometrischen Mg?T-Bestimmung inter-
ferierten. Die Konzentration des Stromainhaltes wurde so eingestellt, dal 1 ml das Stromavo-
lumen von 8,5x10® Chloroplaasten reprisentierte. Um entwicklungsabhingige Anderungen
der freie Mg?T-Konzentration zu unteruchen., wurden die Chloropalsten aus zwei Entwick-
lungsstadien prapaiert: Junge Chloroplasten wurden durch solche représentiert, die aus 8 Tage
alten fiir 2 Stunden vorbelichteten etiolierten Spinatkeimlingen isoliert wurden, reife Chloro-
plasten wurden aus expandierten Kotyledonen von unter konstantem 12 Std. Licht/Dunkel-

Rhythmus gewachesenen Keimlingen isoliert.

Die Vermessung von Mikrofotografien der Chloroplasten (Abb. 4.24) nach Klein & Mul-
let, 1987 zeigte, dafl sich dafl junge Chloroplasten nach 12 Stunden Belichtung bereits das
gleiche Volumen wie reife Chloroplasten besitzen (Abb. 4.24 / Tabelle 4.6); dies wurde fiir
Chloroplasten aus Gerste unter vergleichbaren Bedingungen bereits gezeigt (Klein & Mullet,
1987).

Zuniachst wurde die Konzentration an freiem Magnesiumionen in den auf die Chloroplasten-

Entw.- Linge Breite Volumen  [Mg?"]fpe;/mM  [Mg*t]ei/mM  Chl.
Stufe I/ pm w / pm V / pm?3 Extrakt Stroma mg,/ml
jung 59+12 48+08 7294114 A: 0,33 A: 40
n = 229 B: 0,23 B: 3,0
reif 59+10 50+09 736+ 339 A: 0,63 A: 8.2 3,0
n = 201 B: 0,80 B: 9,7 3,3
C: 0,74 C: 90 3,3
D: 0,75 D: 9,2 3,2
Tabelle 4.4: Konzentration freier Mg?t-Ionen in Chloroplasten. — Chloroplasten wurden aus

etiolierten Keimlingen isoliert, die zuvor fiir 12 Stunden belichtet worden waren (,,jung”) bzw. aus
expandierten Kotyledonen von Keimligen, die im 12 Std. Licht/Dunkel-Zyklus heranwuchsen (,,reif”).
Dargestellt sind die Ergebinsse der Bestimmung der Chloroplastenvolumina nach Klein & Mullet (1987)
sowie die Ergebnise der Magnesiumbestimmungen. n: Zahl der zur Volumenbestimmung vermessenen
Chloroplasten. A, B, C, D repriisentieren jeweils unabhéingige Chloroplastenpriparationen. Fiir reife
Chloroplasten wurde das Stromavolumen mit 23 ul pro mg Chlorophyll angesetzt (Heldt et al., 1973).
Fiir junge Chloroplasten wurde angenomen, dafl der Anteil des Stromavolumens am Gesamtvolumen
der Gleiche ist wie bei reifen Chloroplasten, so daf§ hier das Stromavolumen anhand des Chloropla-
stenvolumens abgeschétzt werden konnte. — Chl. = Chlorophyll

,,Konzentration” normalisierten Stromaextrakten bestimmt. Um nun auf die Konzentration
des freien Mg?t im Stromakompartiment der Chloroplasten schliefen zu kénnen, mufite das

Stromavolumen abgeschétzt werden. Dazu wurde die bereits in fritheren Arbeiten etablierte
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Beziehung zwischen Chlorophyllgehalt und Stromavolumen in Spinatchloroplasten herangezo-
gen (Heldt et al., 1973): Reife Spinatchloroplasten enthalten 23 pl Stroma pro pug Chlorophyll.
D. h. die Kombination aus Magnesiumbestimmung und Chlorophyllbestimmung erlaubte die
Abschitzung der Konzentration an freiem Mg?* im Stroma. Diese Beziehung zwischen Stro-
mavolumen und Chlorophyllgehalt wurde auf die Mg?*-Bestimmung in jungen Chloroplasten
iibertragen, da das Plastidenvolumen konstant war. Es ist dabei anzunehmen, dafl der Anteil
des Stromavolumens in jungen Chloroplasten eher unterschitzt — und die Mg?*-Konzentration
iiberschitzt — wird, da junge Chloroplasten weniger Thylakoidmembrankomplexe enthalten

als reife Chloroplasten.

Es zeigte sich (siehe Tabelle 4.6), da8 die Konzentration freier Magnesiumionen wihrend der
Chloroplastenreifung um das zweieinhalbfache von 3 — 4 mM (junge Chloroplasten) auf 8 —
10 mM (reife Chloroplasten) ansteigt. Diese Daten der Magnesiumkonzentrationen stimmen
mit den wirksamen Magnesiumkonzentrationen der RNA-Stabilititsprofile in iiberzeugender
Weise iiberein. Damit ist die in vitro beobachtete differentielle Stabilisierung plastidédrer
RNAs durch Mg?* ein Modell fiir die entwicklungsabhingige differentielle RNA-Stabilisierung

i VIVOo.



Kapitel 5

Diskussion

Die differentielle Regulation der mRNA-Stabilitéit hat in Chloroplasten héherer Pflanzen ent-
scheidenden Einfluf auf die genspezifische Steuerung von mRNA-Spiegeln und ist damit eine
entscheidende Regulationsebene der Genexpression. Im Gegensatz zu Prokaryonten, die sehr
kurzlebige mRNAs besitzen, liegen die bisher aus Chloroplasten von Spinat und Gerste be-
kannten mRNA-Halbwertszeiten im Bereich von Stunden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
in vivo-Messungen von mRNA-Halbwertszeiten in Tabak und Arabidopsis zusammen mit den
bereits bekannten Daten zeigen, dafl die Grundraten des mRNA-Metabolismus in Angiosper-
men &hnlich sind. Inhalt dieser Arbeit war eine vertiefte Analyse der der genspezifischen
Kontrolle der mRNA-Stabilitdt zugrunde liegenden Abbaumechanismen mit dem Ziel, ein
Regulationsmodell entwerfen zu kénnen. Als Beitrag zum Verstéindnis des Abbaumechanis-
mus der stabilitiatsregulierten psbA-mRNA konnte die 5 -untranslatierte Region des mRNA-
Molekiils als guter Kandidat fiir ein cis-regulatorisches Element identifiziert werden, dariiber
hinaus zeigte sich, dal doppelstringig vorliegende Bereiche der psbA-mRNA kein Substrat
fiir den RNA-Abbau in Spinat-Chloroplasten darstellen.

Ein weiteres grundlegendes Ergebnis dieser Arbeit ist die Etablierung der Bedeutung der Kon-
zentration von freien Magnesiumionen fiir die genspezifische mRNA-Stabilisierung wihrend
der Chloroplastenreifung. Die Konzentration von freiem Mgt im Stroma-Kompartiment
steigt wihrend der Chloroplastenreifung deutlich an. In witro fiihrt eine derartige Mg?*-
Konzentrationserh6hung zur einer kooperativen und selektiven Stabilisierung der psbA-mRNA,
die im Verlauf der Blattentwicklung in vivo bereits frither nachgewiesen werden konnte. Bei
der psbA-mRNA kommt es bei Erh6hung der Magnesiumkonzentration zu einer ortsspezifi-

schen Unterdriickung von endonukleolytischen Schnitten wihrend der RNA-Degradation.

89
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5.1 mRNA-Metabolismus in Chloroplasten héherer Pflanzen

Bereits vor einigen Jahren zeigte sich, dafl die Halbwertszeiten plastiddrer mRNAs bei hoheren
Pflanzen im Bereich von Stunden liegen und damit im Groéflenbereich der fiir pflanzliche cy-
tosolische mRNAs typischen mRNA-Halbwertszeiten (Gutierrez et al., 1999). Trotz ihrer
prokaryontischen Herkunft haben Chloroplasten htherer Pflanzen in dieser Hinsicht euka-
ryontische Eigenschaften iibernommen. Die in dieser Arbeit in Tabak und Arabidopsis ge-
messenen mRNA-Halbwertszeiten liegen im Bereich dhnlicher Grofien wie sie zuvor in Spinat
und Gerste bestimmt wurden (Klaff & Gruissem, 1991, Kim et al., 1993 / siehe Tabelle 5.1).

psbA rbcl psaA/B-rps14 atpB/E
Tabak > 50 h 252 £56h 45+ 0,7 h 8,0+23h
Arabidopsis > 50 h 144 +19h 6,5+ 27h 72+ 13h
Spinat! ~ 10 h ~5h nicht bestimmt nicht bestimmt
Gerste? > 40 h ~ 20 h ~ 8 h ~7h

Tabelle 5.1: in vivo bestimmte Halbwertszeiten von mRNAs reifer Chloroplasten.
Daten aus Klaff & Gruissem, 1991. ?Daten aus Kim et al., 1993.

Die psbA-mRNA ist in allen untersuchten Pflanzenarten im Rahmen der untersuchten mR-
NAs die bei weitem stabilste, wobei die in vivo-Halbwertszeit der psbA-mRNA aufgrund des
langsamen Abbaus wihrend der Dauer der mRNA-Zerfallsexperimente nur grob abgeschétzt
werden kann. In allen bisher durchgefiihrten Arbeiten — einschliellich der hier vorliegen-
den — iiberstieg die Halbwertszeit der psbA-mRNA die Dauer des Experimentes. Die fiir
reife Blatter bestimmten Halbwertszeiten von 50 Stunden und mehr zeigen an, daf3 die psbA-
mRNA in reifen Chloroplasten nur mit einer sehr geringen Rate abgebaut wird. Dies dient
offenbar dem Erreichen eines hohen mRNA-Spiegels in photosynthetisch aktivem Gewebe,
um eine hohe Translationsrate des D1-Proteins zu gewéhrleisten. Die D1-Proteinmolekiile,
deren Funktion fiir den Wasserspaltungsapparat des Photosystems II unerlédflich ist, werden
im Zuge des photosynthetischen Elektronentransportes beschadigt und miissen daher mit ho-
her Effizienz nachsynthetisiert werden (Melis, 1999). Die rbcL-mRNA ist nicht so abundant
wie die psbA-mRNA und auch ihre in wvivo-Stabilitdt ist deutlich geringer. Die wesentlich
weniger abundanten mRNAs des psaA/B-rps14- und atpB/E-Operons zeigen auch eine ent-
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sprechend geringere Stabilitét in vivo. Die Abstufung der mRNA-Stabilitéit in der Reihenfolge
psbA > rbeL > atpB/E =~ psaA/B —rps1/ ist bei allen bisher untersuchten htheren Pflanzen

gleich und kann daher als konserviert angesehen werden.

Mit den nunmehr vorliegenden Daten iiber plastidire mRNA-Halbwertszeiten aus Spinat,
Gerste, Tabak und Arabidopsis stehen in vivo gemessene Werte fiir vier Vertreter der Angio-
spermen zur Verfiigung. Innerhalb der systematischen Gruppe der Angiospermen sind diese
vier Pflanzenarten eher entfernt miteinander verwandt (Donoghue & Doyle, 1989; Soltis et
al., 1998; Soltis et al., 1999). Die Ahnlichkeit der gemessenen mRNA-Halbwertszeiten fiir das
jeweilige Gen bzw. Operon bei den untersuchten Pflanzenarten 148t daher darauf schlieflen,
dal der mRNA-Metabolismus in Chloroplasten bei allen Vetretern der Angiospermen hin-
sichtlich der mRNA-Stabilitdten konserviert ist. Dariiber hinaus liegen nun auch Daten iiber
mRNA-Halbwertszeiten aus zwei Pflanzenarten vor, die sich bereits als Untersuchungsobjekte
fiir die genetische und molekulare Charakterisierung von plastidirer Genexpression etabliert
haben. Hierbei liegt die Bedeutung von Arabidopsis eher auf der Seite (molekular-)genetischer
Methoden wahrend Tabak durch die Entwicklung der Technik der effizienten Plastidentrans-
formation (Svab & Maliga, 1990; Staub & Maliga, 1994) eine besondere Bedeutung bei der
Erforschung der plastiddren Genexpression und insbesondere des mRNA-Metabolismus er-

langt hat.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen von mRNA-Halbwertszeiten bei im Gewéchs-
haus kultivierten Tabakpflanzen konnten die Ergebnisse fritherer Messungen bestétigen, bei
denen die Stabilitdt von plastidiren mRNA-Spezies in Mesophyllprotoplasten und in wvitro-
kultivierten Pflanzen untersucht wurde (Horlitz, 1995 / Tab. 5.2). Betrachtet man den Habi-

psbA rbel psaA/B-rps14
Gew.-haus-Kultur (reife Blatter)! > 50 h 25,2 4+ 5,6 h 45+07h
in vitro-Kultur (reife Blatter)? [kein Zerfall iiber 12 h] ~20h ~33h
Mesophyllprotoplasten? ~ 50 h ~22h ~5h

Tabelle 5.2: Halbwertszeiten von mRNAs reifer Chloroplasten in Tabak. !Diese
Arbeit. 2Horlitz, 1995

tus von in vitro kultivierten Tabakpflanzen, so sind diese im Vergleich zu Gewéchshauspflanzen
im Wuchs stark reduziert und besitzen etwa 1 cm lange expandierte Blétter; diese erreichen
jedoch bei im Gewéchshaus oder im Freiland kultivierten Pflanzen eine Lénge von 15 — 20 cm.

Da die gemessenen Halbwertszeiten plastiddrer mRNAs iibereinstimmten, kann davon ausge-
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gangen werden, dafl die mRNA-Stabilitéit weniger vom (Differenzierungs-)Zustand des Gewe-

bes als vielmehr vom Differenzierungs- bzw. Reifegrad des Chloroplasten selbst abhéingt.

5.2 Mechanismus des Abbaus der psbA-mRNA

Erkenntnisse iiber die Mechanismen der mRNA-Degradation und insbesondere die Identifi-
zierung von cis-regulatorisch wirkenden Elementen ist eine entscheidende Voraussetzung fiir
das Verstdndnis der Regulation der mRNA-Stabilitéit. In Chloroplasten von Chlamydomonas
und hoheren Pflanzen konnten in den letzten Jahren eine Reihe von Beispielen fiir das Wir-
ken von cis-regulatorischen Elementen identifiziert werden. Neben der 3 -untranslatier-ten
Region plastiddrer mRNAs, deren Rolle bei der Prozessierung und dem Schutz der reifen mR-
NA vor 3°—5 "-exonukleolytischem Abbau heute gut belegt ist (Ubersicht: Drager & Stern,
1998)f], konnten — im wesentlichen bei Chlamydomonas — auch Elemente innerhalb der 5°-
untranslatierten Region plastididrer mRNAs identifiziert werden, die cis-Determinanten der
mRNA-Stabilitédt enthalten. Ein gut charakterisiertes Beispiel ist die nukledre Mutante nac2-
26, die zur Instabilitdt der psbD-mRNA des Chloroplasten fithrt. Es konnte gezeigt werden,
daf die Destabilisierung iiber die Bindung eines spezifischen Proteins an die 5 “-untranslatierte
Region der psbD-mRNA vermittelt wird (Nickelsen et al., 1994). Fiir die petD-mRNA in
Chlamydomonas konnte gezeigt werden, daf} eine Stabilisierung des Transkriptes iiber die 5°-
untranslatierte Region als Folge von funktionierender Translation erreicht wird (Sakamoto et
al., 1994). Dabei bindet ein kernkodierter Proteinfaktor innerhalb der 5 "-untranslatierten Re-
gion und kann damit als Schutz gegen eine 5°—3 -Exonuklease dienen (Drager et al., 1998).
In Chloroplasten hoherer Pflanzen konnten bisher nur indirekte Hinweise auf eine Bedeutung
der 5 -untranslatierten Region der mRNAs bei der Regulation der RNA-Stabilitdt gewonnen
werden. Fiir Mais-Chloroplasten konnte gezeigt werden, dafl die rbcL-mRNA in Mutanten,
die eine geringe Polysomenassoziation der mRNAs aufweisen, in ihrer Konzentration vierfach
reduziert ist (Barkan, 1993). Dies ist ein Hinweis auf die Bedeutung der Translation fiir die
Aufrechterhaltung der mRNA-Stabilitdt. Ebenfalls fiir die rbeL-mRNA konnte in Tabak an-
hand der Analyse von rbcLb “UTR~uidA-Fusionskonstrukten demonstriert werden, daf eine
Stabilisierung der chimédren mRNA bei Dunkelheit iiber die 5 "-untranslatierte Region vermit-
telt wird (Shiina et al., 1998). Im Fall der 5 -untranslatierten Region der psbA-mRNA zeigte
sich, dafl diese nicht nur die Stabilitdt, sondern auch die Effizienz und Licht-Induzierbarkeit

der Translation auf eine Reporter-mRNA iibertragen kann (Eibl et al., 1999)

Frithere Arbeiten iiber den Mechanismus des Abbaus der psbA-mRNA in hoheren Pflan-
zen (Spinat) konnten bereits einige Teilprozesse der mRNA-Degradation offenlegen. Die ps-

bA-mRNA wird zunéchst durch endonukleolytische Schnitte in definierte Fragmente zerlegt.

1Zur Bedeutung von Strukturelementen innnerhalb der 3’-untranslatierten Region plastidirer mRNAs:
Siehe Abschnitt 5.3
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Diese werden dann an ihren freien 3’-Enden polyadenyliert/polypurinyliert, um dann schnell
exonukleolytisch in 3°—5 -Richtung abgebaut zu werden (Klaff, 1995; Lisitsky et al., 1996,
Lisitsky et al., 1997). Dabei zeigte sich bereits, dafl die den Abbau einleitenden endonukleo-
lytischne Schnitte in 5°—3’-Richtung iiber die mRNA laufen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dafl der Abbau der psbA-mRNA im intakten Chloroplasten durch einen oder meh-
rere frithe endonukleotytische Schnitte innerhalb der 5 -untranslatierten Region eingeleitet
wird. Der sich anschliefende Abbau des verbleibenden distalen Restes der mRNA, welcher
die gesamte kodierende Region enthélt, erfolgt durch weitere endonukleolytische Schnitte, die
ohne klar erkennbare Reihenfolge die kodierenden Region der mRNA in definierte Fragmen-
te spalten . Dieses Szenario des Abbaus der psbA-mRNA ist in Abb. 5.1 dargestellt: Die

57-Ende

i t

.86 +1 +1061 +1161

)
B

+1061 +1161

Abbildung 5.1: Abbaumechanismus der der psbA-mRNA. Die ersten endonukleolytischen
Schnitte finden innerhalb der 5 -untranslatierten Region statt (A), dadurch wird die kodierende Re-
gion fiir weitere endonukleolytische Spaltungen zuginglich (B), durch die die mRNA ohne erkennbare
Reihenfolge in definierte Fragmente zerlegt wird. Diese Fragmente werden polyadenyliert (Lisitsky et
al., 1996) und damit fiir den schnellen Abbau durch 3”—5’-Exonukleasen markiert (C).

frithen Schnitte innerhalb der 5 untranslatierten Region sind als der entscheidende Schritt
des mRNA-Abbaus anzusehen: Die mRNA wird erst durch diese endonukleolytischen Spal-
tungen zum effizienten Substrat fiir den weiteren Abbau durch Endonukleasen. Damit konnte
in dieser Arbeit erstmals auf biochemischem Wege ein starker Hinweis auf die Bedeutung der

5 -untranslatierten Region fiir die Stabilitdt einer plastidiren mRNA in hoheren Pflanzen
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erbracht werden. Dariiber hinaus zeigte sich, daf} lysierte Chloroplasten — trotz erhdhter Zer-
fallsgeschwindigkeit — ein bezogen auf die Fragmentmuster treues Abbild der Situation im
intakten Organell darstellen. Die Reihenfolge der den Abbau initiierenden Schnitte stimmt
ebenfalls weitgehend zwischen Chloroplastenlysat und intakten Chloroplasten iiberein, wobei
allerdings im Lysat die Degradation der psbA-mRNA nicht nur durch Schnitte innerhalb er
5 -untranslatierten Region, sondern auch durch eine weitere Spaltung in der kodierenden Re-
gion etwa bei Position +80/490 eingeleitet wird. Letzteres 148t sich damit erkléren, dafl in
lysierten Chloroplasten keine Translation mehr initiiert wird, sodaf hier keine polysomenasso-
ziierten mRNAs vorliegen; — die Abwesenheit von Ribosomen kann eine erhdhte Suszeptibilitét

fiir Endonukleasen zur Folge haben, wie Arbeiten an Mais ergeben haben (Barkan, 1993).

5.3 Die Bedeutung konservierter mRNA-Strukturen

Die Berechnungen von thermodynamisch optimalen Faltungen der psbA-mRNAs (verfiighare
Volldngensequenzen von Angiospermen) ergaben fiir mRNAs einzelner Spezies einen hohen
Grad an Strukturbildung, insbesondere im Bereich der proteinkodierenden Region. Angesichts
eines hohen Grades an Sequenzhomologie (90 — 95 %) unter den untersuchten psbA-Sequenzen
ist es bemerkenswert, dafl nur einige lokale Strukturelemente innerhalb der Angiospermen
konserviert sind. Bei Beriicksichtigung aller Basenpaarungen mit einer Wahrscheinlichkeit
von mehr als 50 % ergeben sich fiir die psbA-mRNA 15 lokale Haarnadelstrukturen, die iiber
das gesamte Molekiil verteilt sind. Eine Haufung ist allerdings im 3 ’-Bereich der mRNA zu
beobachten.

Die thermodynamisch optimalen Strukturen der einzelnen untersuchten rbcL-mRNA-Sequen-
zen ergaben im Vergleich zu den optimalen psbA-mRNA-Faltungen einen deutlich geringeren
Grad an Strukturbildung. Bei der Betrachtung der konservierten Strukturelemente der rbcL-
mRNA ergeben sich zwar ebenfalls eine Reihe lokaler Haarnadelstrukturen (insgesamt 16),
diese umfassen aber weniger Baenpaarungen als die konservierten Strukuren der psbA-mRNA
und erweisen sich bei genauerer Betrachtung der zugrundeliegenden Basenpaarwahrscheinlich-
keiten als iiberwiegend schwach konserviert. Lediglich die 3 -terminale Haarnadelstruktur, die
in der 3-untranslatierten Region liegt (Strukturelement XVTI) ist mit Basenpaarwahrschein-
lichkeiten von 80 — 90 % stark konserviert. Generell zeigte sich auch fiir die rbcL-mRNA, daf}
die Consensus-Struktur deutlich weniger Strukturelemente enthélt als die thermodynamisch

optimalen Faltungen einzelner rbcL-mRNAs.

Der Befund, dafl innerhalb eines Satzes an homologen mRNAs trotz strukturreicher Einzlese-
quenzen die Consensus-Struktur nur wenige konservierte Strukturmotive aufweist, ist bereits
aus anderen Systemen bekannt: So enthélt die mRNA des Prion-Proteins der Sdugetiere nur
wenige kleine konservierte Haarnadelstrukturen innerhalb der kodierenden Region, obwohl

die einzelnen betrachteten mRNAs sehr reich an Sekundérstruktur sind und die Sequenzho-
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mologie bei 86 % liegt (Liick et al., 1996). Daraus 14t sich in diesem Fall wie auch bei den
hier betrachteten Chloroplasten-mRNAs schlielen, daf} ein betréchtlicher Teil der Strukturen,
die eine Vorhersage der thermodynamisch optimalen Faltung einer einzelnen mRNA liefert,

keine biologische Signifikanz besitzt.

Die Consensus-Struktur der psbA-mRNA zeigt neben einer ebenfalls hochkonservierten Haar-
nadelstruktur in der 3’-untranslatierten Region (Strukturelement XV) weitere stark konser-
vierte Strukturelemente (III, IV, VI und XI). Das Strukturelement III ist besonders auffillig,
da bei Spinat die Position des Loop-Bereiches dieser Haarnadelstruktur genau mit der Position
der in lysierten Chloroplasten identifizierten promintenten Schnttstelle (Position +86/+88;
Klaff, 1995 und diese Arbeit) der psbA-mRNA zusammenfillt. Dieses Strukturelement ist
auch in der einzeln gerechneten thermodynamisch optimalen Struktur der psbA-mRNA als
separates Element enthalten; mit Basenpaarwahrscheinlichkeiten von 99 % gehort diese kur-
ze Haanadelstruktur zu den stabilsten der gesamten psbA-mRNA (Spinat). Die in mRNA-
Zerfallexperimenten beobachtete hohe Spaltungseffizienz an der Position +86/4-88 der psbA-
mRNA in Spinat deutet darauf hin, dafl die beiden Schnittstellen durch ihre exponierte An-

ordnung am Ende einer Haarnadelstruktur besonders gut von Endonukleasen erkannt werden.

Eine Haarnadelstruktur innnerhalb der 3 -untranslatieren Region plastiddrer mRNAs gilt
seit langem als ein biologisch bedeutsames Element, dafl zum einen als Prozessierungsignal
(z. B. Stern & Gruissem, 1989) fungiert, zum andern als genereller Schutz der mRNA ge-
geniiber dem Angriff von 3°—5 "-Exonukleasen. Die hier durchgefithrten Vorhersagen konser-
vierter Strukturen der psbA- und rbcL-mRNA konnten bestétigen, dafl diese Strukturelemente
im Fall beider mRNAs zu den am stéirksten konservierten Strukturen gehéren. Hingegen er-
weisen sich die Haarnadelstrukturen innerhalb der 5’ -untranslatierten Region als deutlich
weniger konserviert. Dies mufl nicht zwangsldufig auf eine geringere Bedeutung bei der Re-
gulation der mRNA-Stabilitéit oder Translation hindeuten. Vielmehr bedeutet eine weniger
konservierte Struktur bzw. eine Struktur mit geringer Faltungsenergie AG auch das Vorlie-
gen einer grofferen strukturellen Flexibilitéit, wie sie fiir dynamische regulatorische Prozesse
sinnvoll ist. Dieses konnte auch experimentell fiir die Struktur der 5 “-untranslatierten Region
der psbA-mRNA in Spinat gezeigt werden: Eine Strukturinderung fithrt hier zum Verlust der
Fahigkeit der RNA, Proteine eines Chloroplastenextraktes zu binden (Klaff et al., 1997). In
Chlamydomonas konnte anhand der rps7-mRNA demonstiert werden, daf Anderungen der
Sekundéarstruktur der 5’-untranslatierten Region mit der Translationseffizienz eines nachge-

schalteten Reportergens korrelieren (Fargo et al., 1999).

Die generelle Bedeutung der mRNA-Struktur fiir den Abbau derselben ergibt sich aus den Er-
gebnissen der Zerfallsexperimente mit teilweise doppelstrangigen psbA-Transkripten in Chlo-
roplastenlysaten. Doppelstringige RNA ist kein nennenwertes Substrat fiir den mRNA-Abbau
in wvitro, dies ist bemerkenswert, da im Chloroplastenlysat die RNA-Degradationaktivitét

deutlich hoher ist als im intakten Organell. Es muf} also aufgrund der hier vorgelegten Da-
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ten davon ausgegangen werden, dafl die auf der psbA-mRNA identifizierten Schnittstellen

einzelstrangig vorliegen miissen, um fiir den Angriff von Exonukleasen zugénglich zu sein.

5.4 Magnesium-induzierte genspezifische
mRNA-Stabilisierung

Zweiwertige Kationen und insbesondere Magnesiumionen stellen eine zentrale Komponen-
te der strukturellen und biologischen Aktivitdt von RNA dar. Dies wurde an einer Reihe
von Modellmolekiilen intenstiv untersucht, wie z. B. Gruppe-I-Introns bei Tetrahymena, dem
Hammerkopf-Ribozym, dem Hepatits-d-Ribozym und der M1-RNA der RNAse P (Ubersicht:
Lilley, 1999; Misra & Draper, 1998; Scott & Klug, 1996). In dieser Arbeit konnte darii-ber
hinaus gezeigt werden, dal Magnesiumionen auch die physikalischen Halbwertszeiten von mR-
NAs in genspezifischer Weise beeinflussen kénnen. In Chloroplasten von Spinat werden RNAs
durch Magnesium spezifisch stabilisiert. Jede der untersuchten RNA-Spezies (tRNA f7;5, 16S-
rRNA, psbA-mRNA, rbcL-mRNA) benétigt eine bestimmte Magnesiumkonzentration, um
eine physikalisch stabile From anzunehmen, ebenso sind die Stabilisierungsprofile verschieden
und typisch fiir jede untersuchte RNA. tRNA - hier am Beispiel der tRNA f;s untersucht —
wird bereits bei sehr niedrigen Magnesiumkonzentrationen im mikromolaren Bereich stabili-
siert, was sich in einer steil ansteigenden Kurve im Stabilisierungsprofil zeigt. Diese niedrige
Magnesiumkonzentration diirfte der bekannten hohen Affinitdit von tRNA zu Mg?*-Ionen
entsprechen. Fiir den Anticodon-Loop der tRNA pp. aus Hefe konnte eine Bindekonstante zu
Mg+ von 2:103 M~! (bei pH 7,1 / 0,1 M Nat-Konzentration) bestimmt werden (Labuda
& Porschke, 1982; Bujalowski et al., 1986). tRNAs besitzen zwischen drei und sechs Bin-
destellen fiir Magnesiumionen, die voneinander unabhéingig sind. — Dies wird ebenfalls vom

Stabilisierungsprofil wiedergegeben, das keine kooperative Wirkung von Mg?T zeigt.

Die ribosomale 16S RNA wird bei einer freien Mg?t-Konzentration von etwa 2 mM stabilisiert.
Es ist bisher nur wenig iiber die Wechselwirkungen von Magnesiumionen mit der kompletten
16S-rRNA bekannt. UV-Quervernetzungsstudien an der 16S-rRNA von Ribosomen aus E. coli
bei steigenden Mg?T-Konzentrationen (1 — 20 mM) ergaben, dafi Effizienz von 12 der 14
gefundenen Vernetzungspositionen kaum beeinfluit wurde. (Noah & Wollenzien, 1998). Zwei
weitere magnesiuminduzierte Vernetzungen liegen im Bereich der Dekodierungsregion der
30S-Untereinheit des Ribosoms und sind nur bei Mg?*-konzentrationen oberhalb von 3 mM
nachweisbar, was darauf hindeutet, dafl in F. coli-Ribosomen isolierte Regionen mit gréfierer
struktureller Flexibitltdt und Ansprechbarkeit fiir Magnesium vorliegen. Die Ribosomen von
Chloroplasten dhneln denen von E. coli und daher kann das hier bestimmte Mg?T-abhingige
Stabilisierungsprofil der 16S-TRNA durch Interaktion der flexiblen Region mit Mg?*-Ionen

erklart werden.
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Bisher wurde noch kein direkter Effekt ein- oder zweiwertiger Kationen auf mRNA-Halbwerts-
zeiten beschrieben. In dieser Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dafl verschiedenen
plastiddre mRNAs auf Magnesium hinsichtlich ihrer Stabilitdt unterschiedlich reagieren. Die
psbA-mRNA, deren Stabilitdt wiahrend der Chloroplastenreifung reguliert wird, zeigt ein sig-
moidales Mg?*-abhiingiges Stabilisierungsprofil; die nur schwach stabilititsregulierte rbcL-
mRNA zeigt ein Stabilisierungsprofil, dafy eher dem der 16S-TRNA &hnelt, wenn auch mit
einer geringeren Steigung. Die Bestimmung der Kooperativitdt anhand der Hillkoeffizienten
ergab, daB 7 (£3) Mg?"-Ionen kooperativ zusammenwirken miissen, um der psbA-mRNA
Stabilitdt zu verleihen, wihrend die Stabilisierung der rbcL-mRNA auf das unabhéingige
Wirken von Mg?*-Ionen zuriickzufithren ist. Diese starke Kooperativitit des Magnesium-
Effektes auf die Stabilitdt der psbA-mRNA erlaubt eine empfindliche Schalter-adhnliche Re-
aktion der mRNA-Stabilitéit auf physiologische Anderungen der Mg?+-Konzentration inner-
halb des Chloroplasten-Stromas, die deutlich weniger als eine Zehnerpotenz ausmachen. Es
ist nicht anzunehmen, dafl Calciumionen eine #hnliche Rolle fiir die Regulation der mRNA-
Stabilitt spielen konnen, da die Konzentrationen von freien Ca?*-Ionen im Stroma-Komparti-
ment von Chloroplasten in vivo unterhalb von 150 nM liegen (Johnson et al., 1995). Die
bekannten Bindekonstanten von Ca?* an RNA liegen im millimolaren Bereich (Menger et al.,
1996) und damit vier Gréfenordnugen hoher als die Konzentration des freien Ca?* in Chlo-
roplasten. Eine direkte Wechselwirkung von Calciumionen mit plastiddren RNAs ist daher

sehr unwahrscheinlich.

Die Beobachtung, dafl das Muster und die Abundanz von Degradationsintermediaten der
psbA-mRNA von der Magnesiumkonzentration in der Weise beeinflufit wird, dafli Magnesi-
umionen eine hemmende Wirkung auf die Spaltungsaktivitéit ausiibt, weist darauf hin, dafl
Mg?* die Zuginglichkeit der Schnittstellen fiir Nukleasen verringert. Zur Erklirung dieser

Magnesiumwirkung sind mehrere Szenarien denkbar:

e Die Wechselwirkung von Magnesiumionen ist eine direkte Bindung an die RNA, die eine
Konformationséinderung der RNA bewirkt. Die magnesiuminduzierte RNA-Konforma-
tion ist starker resistent gegeniiber dem Angriff von Endonukleasen, die ihrerseits — wie
in dieser Arbeit indirekt gezeigt — eine hohe Spezifitdt fiir einzelstrangig vorliegende
RNA aufweisen. Eine Mg?*-abhingige Faltung der 5 “-untranslatierte Region der psbA-
mRNA koénnte dazu fithren, dafl die den Abbau einleitenden Schnittstellen basengepaart
vorliegen und somit geschiitzt sind, was im Endeffekt zu einer stabileren psbA-mRNA
fiihrt.

e Strukturelle Anderungen der RNA in Abhiingigkeit von Magnesium kann die Féhigkeit
der RNA zur Bindung von Proteinen beeinflussen. Die Bedeutung der RNA-Struktur
fiir die Proteinbindung konnte bereits friiher fiir die 5 “-untranslatierte Region der psbA-
mRNA gezeigt werden. In diesem Fall lieflen sich Proteinbindungs-aktive und -inaktive
Konformere der RNA klar voneinander abgrenzen (Klaff et al., 1997).
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e Ein weiteres Modell geht davon aus, dafl Magnesiumionen spezifisch mit RNA-bindenden
Proteine interagieren. Eine Mg?*t-abhiingige Konformationsinderung eines oder meh-
rerer Proteine koénnte deren Bindung an die RNA und damit die RNA-Stabilitdt be-
einflussen. Diese Interpretation der Ergebnisse macht aber die Existenz genspezifischer
mRNA-bindender Proteine zur Voraussetzung. Solche sind — im Gegensatz zu Chlamy-

domonas — bel hoheren Pflanzen bisher nicht beschrieben worden.

Es erscheint aufgrund der vorliegenden Daten dieser Arbeit und auch fritherer Untersuchungen
als naheliegend, den genspezifischen Effekt von Magnesium auf die RNA-Stabilitat in Chlo-
roplasten auf eine direkte Wechselwirkung von Mg?*-Tonen mit der RNA zuriickzufiihren,
wobei mRNA-bindende Proteine durchaus eine vermittelnde Rolle bei der Regulation der
RNA-Stabilitéit spielen kénnen. Durch die Bindung von Magnesiumionen an RNA werden
neben Sekundérstrukturen auch tertidire Faltungen induziert, zur Ausbildung letzterer ist
die Anwesenheit von zweiwertigen Kationen eine Voraussetzung. In Chlamydomonas konnte
die Bedeutung von mRNA-Strukturen fiir die Translation (Fargo et al., 1999; Mayfield et
al., 1994) und auch die mRNA-Stabilitdt (Higgs et al., 1999) gezeigt werden; es bleibt aber
noch zu untersuchen, inwieweit Anderungen der Strukturen einer mRNA ein Bestandteil der

Genexpressionsmaschinerie sind.

Nach klassischer Auffassung wird davon ausgegangen, dafl es sich bei trans-regulatorischen
Faktoren der Genexpression im Allgemeinen und der mRNA-Stabilitdt im Besonderen um
Proteine handelt. Basierend auf den Befunden dieser Arbeit 148t sich eine solche Rolle auch
fiir Magnesiumionen diskutieren. Steigende Magnesiumkonzentrationen fithren zur Stabili-
sierung plastiddrer mRNAs in einer genspezifischen Weise. Die Bestimmung der freien Mas-
gnesiumkonzentration im Rahmen dieser Arbeit ergab eine Konzentration von 3 — 4 mM
Mg?* im Stroma junger Chloroplasten im Licht und 8 — 10 mM Mg?* im Stroma reifer
belichteter Chloroplasten. Der Vergleich dieser Magnesiumkonzentrationen mit den RNA-
Stabilisierungsprofilen zeigt, dafl die psbA-mRNA in Gegenwart einer fiir junge Chloroplasten
typischen Magnesiumkonzentration instabil ist, wihrend ihre Stabilitdt in vitro unter Magne-
siumbedingungen reifer Chloroplasten vierfach erhoht ist. Das Verhéltnis der Megen intakter
RNA nach drei Stunden Inkubation in Extrakten, die hinsichtlich der Mg?*-Konzentration
junge und reife Chloroplasten reprisentieren, ist 1,0 fiir tRNA f;5, 1,4 fiir 16S-TRNA und 1,5
fiir die rbeL-mRNA. Diese Daten passen exakt zu den Anderungen der Halbwertszeiten von
psbA- und rbcL-mRNA in vivo, die im homologen System (Spinat) bereits fither bestimmt
wurden (Klaff & Gruissem, 1991). In jener Arbeit wurde im Verlauf der Entwicklung von
jungen zu reifen Blittern (d. h. wihrend der Chloroplastenreifung) fiir die psbA-mRNA ei-
ne Zunahme der Halbwertszeit um dem Faktor 2 bis 3 relativ zur 16S-rRNA beobachtet,
wihrend die gegen 16S-rRNA normalisierte Halbwertszeit der rbcl-mRNA nur unmerklich
um den Faktor 1,1 zunahm. Vergleicht man nun die Magnesiumkonzentrationen junger und
reifer Chloroplasten und ihre Wirkung auf die mRNA-Stabilisierung relativ zur 16S-rRNA,
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Abbildung 5.2: Magnesium-induzierte genspezifische mRNA-Stabilisierung. Die Rei-
fung des Chloroplasten und die begleitenden Anderungen der freien Mg-Konzentration im Stro-
ma sind schematisch im oberen Teil dargestellt. Darunter ist die magnesiuminduzierte mRNA-
Stabilisierung gezeigt, wobei der Stabilisierungsfaktor auf den Vergleich von mRNA-Stabilitdten bei
Mg?*-Konzentrationen junger und reifer Chloroplasten zuriickgeht. Der untere Teil zeigt die entwick-
lungsabhingige mRNA-Stabilisierung in vivo (nach Klaff & Gruissem, 1991)
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so ergibt sich fiir die psbA-mRNA eine Stabilisierung um den Faktor 2,8 und fiir rbcL-mRNA
um den Faktor 1,1. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 5.2 modellhaft dargestellt. Die in
vitro beobachtete Stabilisierung von mRNAs durch Magnesium entspricht quantitativ genau
der in vivo gemessenen Stabilisierung von mRNAs wihrend der Blattentwicklung. Daher 148t
sich feststellen, daf die Anderungen der Magnesiumkonzentration withrend der Reifung des
Chloroplasten hinreichend sind, um genspezifische Anderungen in den mRNA-Halbwertszeiten

hervorzurufen.

Der in dieser Arbeit beschriebene ,,Magnesium-Effekt”, d. h. die magnesiuminduzierte gen-
spezifische Stabilisierung von (m)RNAs kann als Grundlage eins neuen Konzeptes der ent-
wicklungsabhéangigen Regulation der differentiellen mRNA-Stabilitdt angesehen werden. Die
withrend der Chloroplastenreifung ansteigende Konzentration an freiem Mg?* im Stoma kann
als eine Folge der zunehmenden physiologischen Aktivitédt des Chloroplasten angesehen wer-
den. Die steigende Magnesiumkonzentration fithrt nun genspezifisch zur Stabilisierung von
mRNAs, wobei die Eigenschaften der einzelnen mRNA-Spezies ihre Anwort auf die steigende
Magnesiumkonzentration bestimmen. Im einfachsten Fall erfolgt die stabilisiernde Wirkung
von Magnesium durch direkte Bindung an die mRNA an bestimmten Mg?t-Bindestellen,

deren Bindeeigenschaften durch Sequenz und Stuktur der mRNA bestimmt werden.

5.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die genspezifische stabilisierende Wirkung von Magnesium-
ionen auf RNAs in Chloroplasten hoherer Pflanzen gezeigt werden; dariiber hinaus konnten
Untersuchungen der magnesiunabhiingigen Anderungen des Degradationsmusters der psbA-
mRNA erste Informationen iiber den Mechanismus der Magnesiumwirkung liefern. Auf der
Grundlage dieser Arbeit sollte nun der Mechanismus der RNA-stabilisiernden Wirkung von
Magnesium weiter geklart werden, dabei steht der Vergleich der mRNAs der Gene psbA
und rbcL, die sich hinsichtlich ihrer Reaktion auf steigende Magnesiumkonzentrationen un-
terscheiden, im Vordergrund — die Arbeiten sollten aber zur Klirung genspezifischer Effekte
auf weiter mRNAs des Chloroplasten ausgedehnt werden. Zunéchst ist es erforderlich, die
Bindestellen von Mg?T-ionen auf der psbA-mRNA zu kartieren. Dies lit sich durch Mg?*-
und Pb?*-vermittelte Spaltung von in vitro-Transkripten erreichen, da die Spaltungsstellen
in der Néahe spezifischer Metallionen-Bindestellen lokalisiert sind. Nach der Kartierung von
Mg?*-Bindestellen auf der mRNA wire es notwendig, Magnesium/RNA-Bindungsprofile zu
bestimmen und zu untersuchen, ob und in welchem Mafle die in dieser Arbeit bestimm-
ten ,,Wirkungskurven” der Mg?t-abhiingigen RNA-Stabilisierung durch Bindungskurven re-

prasentiert werden.

Im Zusammenhang mit der Aufkldrung des Mechanismus der Magnesiumwirkung sollte auch

der Abbaumechanismus der psbA-mRNA n&her untersucht werden. Eine besondere Bedeu-
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tung hat hierbei die Identifizierung und Charakterisierung cis-regulatorischer Elemnte im
5’-Bereich der psbA-mRNA. Da es nunmehr als gesichert anzusehen ist, daf3 der Abbau der ps-
bA-mRNA innerhalb der 5 -untranslatierten Region initiiert wird, miifite nun gekléirt werden,
ob diese Region ein cis-reguatorisches Element strenger Definition darstellt, d. h., ob mittels
der psbA-5 untranslatierten Region Stabilitdtseigenschaften auf andere mRNAs iibertragen
werden konnen. Zu diesem Zweck miifiten chimidre mRNA-Konstrukte (Austausch von 5°-
und 3’-Elementen zwischen der psbA- und rbcL-mRNA) hergestellt werden, die dann zunéchst
in vitro, dann aber auch in transplastomischen Pflanzen in vivo untersucht werden konnten.
In diesem Zusammenhang konnte auch gekldrt werden, ob ein bestimmtes Fragment der
psbA-mRNA die hochkooperative Stabilisierbarkeit durch Magnesium auf die rbcL-mRNA

iibertragen kann.

Gelingt die Identifizierung eines sicheren ,,Kandidaten” fiir ein cis-regulatorisch wirkendes
Element auf der psbA-mRNA, so konnte ein solches RNA-Fragment einer detaillierteren
Strukturanalyse unterzogen werden, wobei durch Mg?* induzierte Tertisirstrukturen nach-
gewiesen werden konnten. Je nach Grofle des zu untersuchenden RNA-Fragmentes kénnte
eine Strukturanalyse bis zur atomaren Auflésung mit Hilfe der NMR-Spektroskopie oder der

Rontgenstrukturanalyse durchgefiithrt werden.



Kapitel 6
Zusammenfassung

In Chloroplasten hoherer Pflanzen wird die Akkumulation von mRNAs wihrend der Blatt-
entwicklung durch genspezifische mRNA-Stabilisierung erreicht. Die vorliegende Arbeit hatte
die Untersuchung der Mechanismen zum Inhalt, nach denen der Abbau von mRNA-Molekiilen
in Chloroplasten ablduft, sowie die Art und Weise, wie der mRNA-Abbau genspezifisch regu-
liert wird. Zu diesem Zweck wurde zunéchst ein Uberblick iiber den mRNA-Metabolismus in
Chloroplasten anhand der Bestimmung von in vivo-Halbwertszeiten plastidirer mRNAs ge-
wonnen. Die Bedeutung von mRNA-Sekundérstrukturen wurde durch die Rechner-gestiitzte
Vorhersage konservierter Strukturelemente untersucht. Zur ndheren Charakterisierung von
Mechanismus und Kontrolle des mRNA-Abbaus wurde ein in vitro-RNA-Degradationssystem
eingesetzt, dafl die Identifizierung cis-regulatorischer Elemente und trans-regulatorischer Fak-

toren erlaubte.

In Tabak (Nicotiana tabacum) und Arabidopsis thaliana wurden die Halbwertszeiten t% der
mRNAs der Gene bzw. Operons psbA, rbcL, psaA/B-rpsl4 und atpB/E bestimmt. Diese
liegen im Bereich von 5 bis >50 Stunden und entsprechen den Werten, die bereits fiir mRNA-
Stabilitéten in Chloroplasten von Spinat und Gerste bekannt waren, so daf§ darauf geschlossen
werden kann, dafl die grundlegenden Charakteristika des mRNA-Metabolismus bei allen An-
giospermen gleich sind. Die theoretische Vorhersage konservierter Sekundérstrukturen inner-
halb der psbA- und rbcL-mRNAs der Angiospermen mit Hilfe des Programms CONSTRUCT
ergab, dafl beide mRNAs eine Reihe konservierter Haarnadelstrukturen enthalten, wobei sich
eine hochkonservierte Struktur in der 3 -untranslatierten Region, und eine weniger stark
konservierte Struktur in der 5 -untranslatierten Region befindet. Die psbA-mRNA besitzt
generell deutlich mehr konservierte Struktur als die rbcL-mRNA.

Der Mechanismus des spezifischen Abbaus der psbA-mRNA wurde in lysierten Chloroplasten
sowie in organello untersucht: Hochauflosende Northern-Analysen ergaben, dafl der Abbau
der psbA-mRNA durch spezifische endonukleolytische Schnitte in der 5 -untranslatierten Re-
gion eingeleitet wird, als deren Folge der verbleibende distale Rest der mRNA empfindlich fiir
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weitere Schnitte innerhalb der kodierenden Region wird. Ferner konnte in vitro demonstriert

werden, dafl doppelstriangige RNA kein Substrat fiir plastiddre Nukleasen darstellt.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dafl Magnesiumionen in vitro genspezifisch
die Halbwertszeiten plastiddrer RNAs beeinflussen: In lysierten Chloroplasten benétigt die
tRNA ;s mindestens ca. 3 uM, die 16S-rRNA mindestens ca. 2 mM und die rbcL-mRNA
mindestens ca. 3 mM Mg?T, um physikalisch stabil zu werden. Die psbA-mRNA, deren Sta-
bilitéit als einzige der betrachtene RNAs sich wihrend der Blattentwicklung deutlich erhoht,
wird bei einer Mg?T-Konzentration von ca. 6 mM in hochkooperativer Weise stabilisiert. Da,
die Konzentration an freien Mg?*-Ionen im Stromakompartiment von Chloroplasten wihrend
der Organellentwicklung von 3 — 4 mM auf 8 — 10 mM ansteigt, muBl Mg?* als ein Kandidat
fiir einen genspezifisch wirkenden RNA-Stabilisierungsfaktor angesehen werden. Die Analyse
von Degradationsfragmenten der psbA-mRNA in Abhiingigkeit von der Mg?*-Konzentration
in vitro konnten Hinweise darauf liefern, dafl Magnesium die mRNA durch Blockieren defi-

nierter endonukleolytischer Schnittstellen im 5 -Bereich der mRNA stabilisiert.
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Dokumentationen

Oligonukleotid-Sonden fiir Northern-Analysen

e Primer zur PCR-Herstellung von Transkriptionsmatrizen

Dotplot-Darstellungen der Strukturelemente innerhalb der untranslatierten Re-
gionen der psbA- und rbcL-mRNA

Alignment der psbA- und rbcL-Sequenzen inklusive konservierter Sekundérstrukturen
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7.1. DNA-OLIGONUKLEOTIDE

7.1 DNA-Oligonukleotide

105

7.1.1 Oligonukleotid-Sonden fiir Northern-Analysen

Name
psbA-86
psbA-46
psbA+13
psbA+1057
rbcL-1
rbcL—2
rbcL-A
psaA-1
atpB-1
165-1

trnH-1

Sequenz (5°—37)

ATTCG CTAGA AATAG

TGGTT

GGCTT

ACTAG

GGTCT

GGACT

AGTCA

GCATC

TCTCA

GTCTC

GGCGA

TATTT

TCGCT

TAAAG

ACTCG

TACTC

TGGTA

AGCAT

TAATA

AGTCC

ACGAC

AATTT

TTCGC

GAGCA

ACATA

GGAAT

AAATC

GTAGG

TATAG

CAGTG

AAATT

AATCA

GTCTC

ATAAC

AATTA

GCTGC

CTTGG

TTCCA

TAAAG

TGGCT

Zielsequenz

GAAAG ATTGT TATT psbA-mRNA!, —86/-51

TCAGG G

CG

GG

TTTAT TTAAT A

GATCC AAG

TATGT CG

GATCA

GGGAA TTGAA C

psbA-mRNA!, —46/-21
psbA-mRNA2:3 1+18/4-37
psbA-mRNA!, +1057/+1081
rbcL-mRNAL2, —77 /=50
rbcL-mRNAM2, +110/4-130
rbcL-mRNA3, -25/4-6
psaA-mRNAZ3, +131/+158
atpB-mRNA23, -21/+6
16S-rRNAL23 275—299

tRNAg;5*, 55—75

Tabelle 7.1: Oligonukleotide, die zum RNA-Nachweis in Northern-Analysen ver-
wendet wurden. (siche Kap. 3.2.6) Spezies-Spezifititen: !Spinat - 2Tabak - 3 Arabidopsis.
Die Positionsangaben beziehen sich bei mRNAs auf den Translationstartpunkt, bei rRNA
und tRNA auf das 5’-Ende der reifen RNA.
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7.1.2 Primer zur PCR-Herstellung von Transkriptionsmatrizen

PCR-Produkt
(Transkriptionsmatrize)

psbAV L

psbAabH

psbAa3H

psbAa284

psbAal115

Primer

psbA-ab T7

psbA-3°

psbA-a5 "H-T7

psbA-5

psbA-a3 "'H-T7

psbA-3"H

psbA-a284-T7

psbA-5"

psbA-a115-T7

psbA-5

Sequenz
5" — 37

*ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC T

ACTAG TAAAG GAGCA ATAAC CGATT TCTTG

*GAGCC GCCGA ATACA CACCA GCTAC

ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC

“ACTAG TAAAG GAGCA ATAAC CGATT TCTTG

GTTCC TTGGT AACTT CTAGT TTGAT CA

*TGGAT AAAAG TGCAA CCCTA TAGCT

ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC

*CATCA AAACA CCAAA CCATC CAATG
ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC

*mit T7-Promotorsequenz:
GCGCC AGATC TTAAT ACGAC TCACT ATAGG

Tabelle 7.2: Oligonukleotide (Primer), die fiir die Herstellung transkribierbarer
PCR-Produkte verwendet wurden. (sieche Kap. 3.2.4)




7.2. DOTPLOT-DARSTELLUNGEN 107

7.2 Dotplot-Darstellungen der Strukturelemente innerhalb der

untranslatierten Regionen der psbA- und rbcL-mRNA

Der Consensus-Dotplot stellt die Uberlagerung der Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrizen der
homologen Einzelsequenzen im Rahmen des Programms CONSTRUCT dar (siehe Kap. 3.4).
Dabei ist die Grofle eines Punktes in der Matrix ein Maf} fiir die Wahrscheinlichkeit eines
Basenpaars. Die Liicken einzelner Sequenzen im Alignment sind durch blaue Balken wieder-
gegeben, je intensiver die Farbung desto héufiger kommt an der entsprechenden Stelle im

Alignment eine Liicke vor.

Farbkodierung der Basenpaar-,,Dots”: — Griin: Basenpaare, die in einzelnen Sequenzen vor-
kommen — Blau: Basenpaare, die zu der Sequenz gehoren, die an den Réndern der Matrix
dargestellt ist (hier ist die Spinat-Sequenz angegeben). — Gelb bis Rot: Konservierte Basen-

paare; je tiefer die Rotfarbung, desto stirker ist das betreffende Basenpaar konserviert.
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Consensus-Dotplot der 5 -untranslatierten Region der psbA-mRNA
(Spinat)
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7.3 Alignment der psbA- und rbcL-Sequenzen inklusive

konservierter Sekundarstrukturen

Auf den folgenden Seiten sind die Alignments der psbA-und rbcL-mRNA-Sequenzen dar-
gestellt, die im Rahmen der Vorhersage konservierter Sekundarstruktur Verwendung fan-
den. Die Darstellung entspricht der Ausgabe des Programms CONSTRUCTALIGN (siehe Kap.
3.4.1). — Unterhalb der Sequenzen ist die Consensussequenz und die Consensusstruktur in
Klammernotation angegeben. Strukturelemente sind im Alignment rot hervorgehoben. Die
Farbkodierung der konservierten Strukturen gibt auch die Basenpaarungswahrscheinlichkeit
an: Je tiefer die Rotfarbung desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit.

Die Alignments wurden im Rahmen der Identifizierung konservierter Strukturelemente ge-
ringfiigig im Bereich der untranslatierten Regionen der mRNAs modifiziert (siehe Kap. 4.2);

daher sind jeweils die unveréinderte und optimierte Version des Alignments wiedergegeben.
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ALIGNMENTS

Project: psbA_Alignment_raw; Date: Mar 16, 2000 18:36

1 20 30 40 60 70 80 90 100
b-napus LA CucUCAA UUAUCUBCU . . . . .. uaUagBuuua. . ... . ugugcUugggagUcccUgAugauuaaauAAACCAAGY AUUUUA
s—alba AAUA uc UCAA . BUAECUAC . . . .. ... ..... AUAg! . ugugcUugggagUcccUgAugauuaaauAAACCAAG . AUUUUA
a-thaliana . . iCuc UCAA . UUAUCUAC . .uua. . .. N. . . ugcgcUuggaGucccUgAuuauuaaauaAAc CaAgG . AUUUUA

n-debneyi AAUAAa CUUCCA. ...uuuuau UUg . . gGAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . . .. .. . AUUUUA
n-plumbagin AAUA, CUUCCA. .. .uuuuaulUug . . gGAGUCCCUGAUgAUUAAAU . . . . AUUUUA
n-glutinosa AAUA CUUCCA. .. .uuuuauUug o .GAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . . . AAACCAAG . AUUUUA

n-tabacum  AAUA, 5 6aa 5 .GAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . ... .. . AUUUUA
s—niger AAUA o 600 o .GAUUCCCUGAUgAUUAAAU. . . .. .. . AUUUUA
g-hirsutum . e uut R . .GAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . .. . AUUUUA
s—oleracea AAUA . . e . .GAGUCCCUGAUgAUUAAAUuU . . . AUUUUA

p-sativum ..aAca B [ . AUUUUA
v-faba .UUcUalbAg......... o o . AUUUUA

g-max .. .AACAAGUCc UCAAaUUuUCUAa . . .. ... .. 5 .GAGUCCCUGAUgAUUAAAUgG . . . . ... AACCAAG . AUUUUA
h-vulgare .. AA L . . . AAACCAAG . AUc UUA
s—cereale AAUAACAAGCCUUCUA . UUAUCUALA . . . ... .. .GAGUCCuUGcaAuUUgAAU. . . . AAACCAAG . AUc UUA
o-sativa ~ AAUAACAAGCCUUCUA.UUAUCU. . ......... .GAGUCCuUGcaAuUUgAAU. . . . AAACCAAG . AUc UUA
z-mays .. .GAGUCCuUGcaAuUUgAAU. . . . AAACCAAG . AUc UUA
Cons. seq. CUUAUCUAU . . ....... Uc UAGauAA UUgggguGCUUGG . GAGUCCc UGaUaaUUaAAU. . . .. .. AAACCAAG . AUUUUA
Cons. struct. a, bb ccccccc ccccecec bb a, a

Cons. struct. ( ( (€ CeeeecC )00 i) D) ) )

101 110 120 140 150 160

b-napus CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
s—alba CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
a-thaliana ~ CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
n-debneyi CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
n-plumbagin CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
n-glutinosa CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACC
n-tabacum CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGAI! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACC
s—niger CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
g-hirsutum  CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACc
s—oleracea CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAAU UGGAUAACc
p-sativum  CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAa CCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACc
v-faba CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! c Ac Aa CCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACc
g-max CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACC
h-vulgare CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGc AACUGGAUAACU;
s—cereale CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGc AACUGGAUAACU;
o-sativa CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGE AACUGGAUAACU;
z-mays CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGE AACUGGAUAACU,
Cons. seq.
Cons. struct. dd dd - -
Cons. struct. (( ))

201 210 220 230 240 250 260 280
b-napus UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCc GUu UUUAUUAUCGCa UUCAU ICGUGAaC
s-alba UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUu UUUAUUAUCGCa UUCAU ICGUGAaC
a-thaliana UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUU UUUAUUAUCGCa UUCAU ICGUGAa C
n-debneyi UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAa C
n-plumbagin UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAa C
n-glutinosa UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAa C
n-tabacum UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAaC
s—niger UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAaC
g-hirsutum UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAU ICGUGAaC
s-oleracea UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACuGCAACUUCUGUAUUUAUUAUaGCCUUCAU ICGUGAaC
p-sativum UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCu UUCAU ICGUGA( Cf
v-faba UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCu UUCAU ICGUGAg Cf
g-max UUGAUGAUU CCUACuU UUAUUGACCGCc ACUUCUGUAUUUAUUAUCGCu UUu AU ICGUGA( C
h-vulgare UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGc GAg Cf
s—cereale UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACUGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGUGAg C
o-sativa UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGUGAg C
z-mays UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCc GUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGUGAg C

Cons. seq. UGGUGUUUUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUUGCUGCUCCUCCAGUAGAUAUUGAUGGUAUUCGUGA . CCU
Cons. struct. e h Z
Cons. struct. ) (

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

b-napus AUCUCUu CUUU, UAUUAUUUCa| UAUUGGUU! AuUUUU, g AUCI

s-alba AUCUCUu CUUU, UAUUAUUUCa UAUUGGUU! AuUUUU, gAUC

a-thaliana AUCUCUu CUUU, UAUUAUUUCc UAUuGGa Ul AuUUUU, AUCI

n-debneyi g UCUCUACUUU, UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa BAu UUUU AUCI

n-plumbagin g UCUCUACUUUAS UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa EAu UUUU AUC

n-glutinosa g UCUCUACUUUAS UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa EAu UUUU AUC

n-tabacum g UCUCUACUUUAI UAUUAUUUCC UAUAGGUUUa EAu UUUU AUC

s—niger g UCUCUACUUUA! UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa CAu UUUU AUCI

g-hirsutum AUCUCUACUUU, UAUUAUUUCI UAUAGGUU! ACUUUU, g AUCI

s-oleracea AUCUCUACUUU, UAUUAUUUCg UAUAGGg U! ACUUUU, AUCI

p-sativum AUCUCUACUUU, UAUUAUUUCI UAUc GGUU! ACUUUU, gAUa

v-faba AUCUCUACUUUA UAUUAUUUCIH c AUcGGUU ACUUUU gAUa

g-max AUCUCUACUUUA UAUc AUUUCI UAUAGGUU ACUUUU uAUuU

h-vulgare uUCUu UACUUUA| UAUUAUC UCI gAUcGGaU ACUUUU, AUu

s—cereale uUCUu UACUUUA| UAUUAUC UCI gAUcGGaU ACUUUU, AUu

o-sativa uUCUu UACUUUA! UAUUAUC UCI gAUcGGaU ACUUUU, AUU

z-mays uUCUu UACUUU, UAUUAUC UCI g AUAGGg U AuUUUU, AUu AGCI
Cons. seq. GUUUCUGGAUCUCUACUUUACGGAAACAAUAUUAUUUCUGGUGCCAUUAUUCCUACUUCLKBC GCUAUaGGUUUGCACUUUUACCCAAUC UGGGAAGCUG

Cons. struct. j j j h kk Il k
Cons. struct. ( ) ) ) (( ( ( )) )

401 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
b-napus UCCGUUGAUGAAUGGCc UAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUU UUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
s-alba g UCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUU UUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
a—thaliana ALICCGHTNIGALIGAALIGGA HANACAACGGAGEHCCHUANIGAACHAALNIGHUICHACACHE T HACHUIGEHGHAGCGHALIANGEEHCGHGAGHRRGAACT]
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n-debneyi CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAG AUGGGU%UGAGUGGGAQ cu
n-plumbagin CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
n-glutinosa CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
n-tabacum  CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
s—niger CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
g-hirsutum UCuGUUGAUGAAUGGUUAUACAAUGGc GGUCCUUAUGAg u UAAUUGUUU UACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAACU
s-oleracea UCgGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU

p-sativum UCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGc GGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAACU
v-faba UCCGUUGAUGACc UGGUUAUACAU aGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAACU
g-max UCuGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGc GGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGE UAc AUGGGY CGUGAGUGGGAACU
h-vulgare UCuGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
s—-cereale UCuGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
o-sativa UCuGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
z-mays UCuGUUGAUGAAUGGUUAUACAAUGGCc GGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU

Cons. seq. CAUCc GUUGAUGAAUGGUUAUACAACc GGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
Cons. struct. k
Cons. struct. )

501 510 520 530 540 550 560 570 590
b-napus UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGu CCUUGGAUUG CUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCAAU
s-alba UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCAAU
a-thaliana  UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGU CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCgACUGCUG UAuCCAAU
n-debneyi UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCcGCaG! UACCCAAUC
n—plumbagin UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCcGCaG! UACCCAAUC
n-glutinosa UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACcGCaG! UACCCAAUC
n-tabacum UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACcGCaG! UACCCAAUC
s—niger UAGc UUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACc GCaG UACCCAAUC
g-hirsutum  UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUC GCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCGCUG UAuCCAAU
s-oleracea UAGUUUCCGUCUaGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCE GCUCCaGUUGCAGCgGCUACUGCUG) UACCCAAUC
p-sativum  UAGUUUu CGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCE GUUGCAGCUGCUACUGCaG! UACCCAAU
v-faba UAGUUUu CGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGU UGUUGCAUAUUCAGCUCCc GUc GCAGCUGCUACUGCaG UACCCAAU
g-max UAGUUUu CGUu UGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCc GCUACUGCUG UAuCCuAU
h-vulgare ~ UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGuU CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU
s—cereale UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU
o-sativa g AGUUUCCGUCUGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU
z-mays UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU

Cons. seq.  UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCG . CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUGUUUUCUUGAUCUACCCAAUUGGUCAAGGA
Cons. struct.

601 610 620 630

B
o

660 670 680 690 700

6.

b-napus UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul CUUU, Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
s-alba UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul CUUU, U UUCCAaGCUGAGCACAACAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
a-thaliana UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul CUUU, U UUCCAGGCUGAGCACAACAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
n-debneyi UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul uUUc Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCg UUUCACAUGU
n-plumbagin UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul uUUc Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
n-glutinosa UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul uUUc Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
n-tabacum UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul uUUc Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
s—niger UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul uUUc Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
g-hirsutum UUUUUCUGAUGGUAUGCCc CUAGGAAUCUCUGG Ul CUUc Ul UUCCAGGCUGAa CACAACAUCCUUAUGCAuU CCg UUUCACAUGU
s—oleracea ic UWUWUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCC GG Ul CUUU, Ul UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
p-sativum ic UUUUCaGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul CUUU, Ul UUu CAGGCUGAGCAuUAAuUAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
v-faba ic UUUUCaGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG Ul CUUU, Ul UUu CAGGCUGAGCAuUAAuUAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
g-max ic UUUUCaGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUuUUCaGG Ul uUuu Ul UUu CAGGCUGAGCAuU AAuU AUu CUUAUGCAuU CCAUUUCACAUGU
h-vulgare ic UWUWUUCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUCUCUGG U CUUU, U UUCCAGGCaGAGCACAACAUCCUUAUGCAuUCCAUUc CACAUGU
s—cereale ic UUWUUCUGAUGGUAUGCCUuU UAGGAAUCUCUGG U CUUU, U UUCCAGGCaGAGCACAACAUCCUUAUGCAuUCCAUUc CACAUGU
o-sativa UUUc UCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUa UCUGG U CUUU, U UUCCAGGCaGAGCAuUAACAUCCUUAUGCAuU CCAUUUCACAUGU
z-mays UUUc UCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUa UCUGG] U CUUU, U UUCCAGGCaGAGCACAACAUCCUUAUGCAuU CCAUUUCACAUGU
Cons. seq.  AGUUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGGUACUUUCAACUUUAUGAUUGUAUUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
Cons. struct. n n
Cons. struct. ( )

701 710 720 730 740 790 800
b-napus UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUU AGUGCUAUGCA U A A CAGAAAA] C
s-alba UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUU AGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
a-thaliana  UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUuU UUu AGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
n-debneyi  UAGGcGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
n-plumbagin UAGGc GUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
n-glutinosa UAGGcGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
n-tabacum UAGGcGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
s-niger UAGGc GUgGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAI U CAGAAAA] C
g-hirsutum  UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CAGAAAA] C
s—oleracea UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUUAGUGCUAUGCA! U CAGAAAA] C
p-sativum  UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAC U CAGAAAA] C
v-faba UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAa U CAGAAAA] C
g-max UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAI U CAGAAAA] C
h-vulgare UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCAI U CuGAAAA] C
s—cereale UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CuGAAAA] C
o-sativa UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCA U CuGAAAA| C
z-mays UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCA uGU UGA AA CuGAAAA| CUGC
Cons. seq. UAGGUGUAGCUGGUGUAUU%GOGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAUGGUUCCULBGUAACUUCUAGUULGAUCAGGGAAACCACAGAAAAUG UCUGC
Cons. struct. rrr rrr q-
Cons. struct. ( ( ( (CC 1)) ) ) ) (

801 840 850 860 870 880 890 900
b-napus U UUAc AAc AUUGUAGCUGCUCAC GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUg
s-alba U UUAc AAc AUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU,
a-thaliana g UUAC AAc AUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUU UUCCAAUAUGCU,
n-debneyi UCAA UUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU
n-plumbagin UCAA UUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU
n-glutinosa UCAA UUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU,
n-tabacum UCAA CUUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUAC
s—niger UCAA UUAUAAUAUC GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU,
g-hirsutum Ut UUAUAAUAUC GUAGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU,

e—nlararaa

LIALIAALIAL IS GHAGCHGCHCALGETIATNIGGH CRALIEALICTEICCAALIAL KGO IA
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7.3. ALIGNMENTS

p-sativum
v-faba
g-max
h-vulgare
s—cereale
o-sativa
z-mays
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

b-napus
s-alba
a-thaliana
n-debneyi
n-plumbagin
n-glutinosa
n-tabacum
s—niger
g-hirsutum
s-oleracea
p-sativum
v-faba
g-max
h-vulgare
s—cereale
o-sativa
z-mays
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

1001

b-napus
s-alba
a-thaliana
n-debneyi
n-plumbagin
n-glutinosa
n-tabacum
s—niger
g-hirsutum
s-oleracea
p-sativum
v-faba
g-max
h-vulgare
s—cereale
o-sativa

Cons. struct.
Cons. struct.

1101

b-napus
s-alba
a-thaliana
n-debneyi
n-plumbagin
n-glutinosa
n-tabacum
s—niger
g-hirsutum
s-oleracea
p-sativum
v-faba
g-max
h-vulgare
s—cereale
o-sativa
z-mays
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

b-napus
s-alba
a-thaliana
n-debneyi

AAG
AAG
AAG
AgG
AgG

AgG

AgG
UAAUGAAGGUUACAGAUUCGGUCAAGAGGAAGAAACUUAUAAUAUUG:UAGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCQSAUUGAUCUUCCAAUAUGCUAGUUUCAAC
VVVV

1))

i

901

910

AAUUCUCGUUCUUUACAuU
AAUUCUCGUUCUUUACAuU
AAUUCUCGUUCUUUACAuU
AAc UCUCGUUCg UUACAc
AAc UCUCGUUCg UUACAc
AAc UCUCGUUCg UUACAc
AAc UCUCGUUCg UUACAc
AAc UCUCGUUCg UUACAc
AAUUCUCGUUCUUUACAuU
AAc UCUCGUUCUUUACAc

AAc UCUCGUUCUUUACAc
AAc UCUCGUUCUUUACAc
AAc UCUCGUUCUUUACAc
AAUUCUCGUUCUUUACAc

S

)

920

c UAUAAUAUUGUAGCUGCUCAC GGUUAUUUUGG CCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU,
c UAUAAUAUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU
c UAUAAUAUUGUAGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCa
UUAUAAUAUUGUgGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU
UUAUAAUAUUGUgGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU
UUAUAAUAUUGUgGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU
UUAUAAUAUUGUgGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGU CGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU

uuuuuuuuu vvvv

(CCCCCCCC (oeC

930 940 950 960
AGCgGCUUGGCCgGUAGUAGGUAUU UGGUUUACUGCUU
AGCgGCUUGGCCgGUAGUAGGUAUU UGGUUUACUGCUU
AGCgGCUUGGCCgGUAGUAGGUAUU UGGUUUACUGCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACc GCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACc GCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUU UGGUUUACc GCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUU UGGUUUACc GCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACc GCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUc ACc GCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUU UGGUUUACUGCUU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACcGCgU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACcGCgU
AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUU UGGUUUACc GCUU

CUGCUUGGCCUGUAGUAGGa AUCUGGUUc ACuGCUUI

CUGCUUGGCCUGUAGUAGGa AUCUGGUUc ACuGCUUI

CUGCUUGGCCUGUAGUAGGa AUu UGGUUUACc GCUUI

CUGCUUGGCCUGUAGUAGGg AUCUGGUUc ACuGCUUI

ICAAC
ICAAC
ICAAC
ICAAC
ICAAC
uAAC
ICAAC

AAUUCUCGUUCUUUACA . UUCUUCUUAGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUAC . GCUUUAGGUAUUAGUACUAUGGCUUUCAACCUAAAUGGUU
uuuuuuuuu

)))))))))
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UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUUU
UCAAUUU
UCAAUUUU

1020
UCaGUA{
UCYGUAS
UCCGUAS
UCUGUA{
UCUGUA
UCUGUA{
UCUGUA
UCUGUA

AAUCC GUA(
UCUGUA
UCUGUA

WWWWVWWWY XX
ceeeecce o«

UCAAUUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU
UCAAUUU

UCUGUA(
UCc GUA
UCUGUA(
UCUGUA(
AAUCUGUA(
UCUGUA(

S>> >>>>>>2 >>>>>> D>

GCUGAUAUUAUUAACCH
GCUGAUAUUAUUAACCK
GCUGAUAUC AUc AACCH
GCUGAUAUCc AUc AACCH
GCUGAUAUCc AUc AACCH
GCUGAUAUCc AUc AACCH

z

(
1090

>>>>P>>>P>>>>>>

UCAAUUUCAACCAAUCUG UAGUUGAUAGUCAAGGUOGUGU AUUAAUACUUGGGCUGAUAU . AUUAACCGUGCUAACCUUGGUAUGGAAGUUAUGCAUGA

ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUA
ACGUAA
ACGUAA
ACGUAA
ACGUAA

ACGUAAUGCUCACAACUUCCCUCUAGACCUAGCUGCUg UUGAAGCUCCAUCUAUAAAUGGAUAAgaUUUU. GU. UU

1Y

-9
n-plumbagin . .

n-glutinosa
n-tabacum
s—niger
g-hirsutum
s—oleracea
p-sativum
v-faba
g-max
h-vulgare
s—cereale
o-sativa

7-mave

AgAAAggAAAgcuAGa
AnnAAnAAAARC e A

(ele]
))

WWWWWWWW

))))))))

BBBBB
e )

BBBBBC

EEEE
CC((

1230

UUCUA g
cUagA. al
cUgaA.g
IlllcrA a

1150

ICUAUAA
ICUAUAA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAC AA
ICUAUAA
ICUAUAA
ICUAUUA
CUAUUA
ICUAUUA
ICUc UuA
ulaccUuAAU

u

1160

1170

UAAuucUUUaGeccUU. . .

UAAU U UUUaGc gUU
UAAu U gUUaGUgUU
UAAGAUCccaGecU.
UAAGAUCccaGecU.
UAAGAUCccaGUCU.
UAAGAUCccaGUCU.
UAAGAUCccaGecU.

UAAUAU. UUuGguUU. . .

UAAUAggUUUGGUUU
UAAaAUUUggaUcUU. .

UAAGGUUUUucUgcUa . . . .
UAAGgUUUUuc UgcUa . . . .
UAAGgCUUUuc UgcUa . . . .

UAAGgUUUUucUccUa .

UUUucUuu .
UUUuc Uuu .
UUUucUuu .

uBcuualUuUgaaUculUUuuuuucuucuuaauc . . ... .......

CC .D

1)) ¢

EEEE
))))

.auucuuuuuccaucuaca.

AuugauuaguaaucuuuA..

........... cuUUuuuuuuuuauu . . . ...oovvinn v ...

psbA-mRNA: unverindertes Alignment, Teil 3
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Cons.seq.  a.aAAa .aAAAgGAGCAAUAUCCAC UuUCUUGUU . UA. . CAAGAU . GUGGEUAUUG CUCC UUU. UUUUUU . U « « « « v e ooeeeeee e e
Cons. struct. GGG GG
Cons. struct. (CC )))

psbA-mRNA: unverédndertes Alignment, Teil 4



7.3.

ALIGNMENTS

Project: psbA_Alignment1; Date: Mar 16, 2000 19:40

20 30 40 60 70 80 90 100
b-napus R .UUAUCUAcu . . . ... uaUagBuuua. . ... . ugugcUugggagUcccUgAugauuaaauAAACCAAGY AUUUUA
s—alba CAA . UUAU . AUAg! . ugugcUugggagUcccUgAugauuaaauAAACCAAG . AUUUUA
a-thaliana . .uua. . .. N. . . ugcgcUuggaGucccUgAuuauuaaauaAAc CaAgG . AUUUUA
n-debneyi . ...uuu uauUUg . . gGAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . . .. .. . AUUUUA
n—-plumbagin . .. .uuuuaulUug . . gGAGUCCCUGAUgAUUAAAU . . . . AUUUUA
n-glutinosa o caa o .GAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . . . AAACCAAG . AUUUUA
n-tabacum 5 6aa 5 .GAGUCCCUGAUgAUUAAAU. . ... .. . AUUUUA
s—niger o 600 o .GAUUCCCUGAUgAUUAAAU. . . .. .. . AUUUUA
g-hirsutum . .. 5 {o uuc . 5 .GAGUCCCUGAUg AUUAAAU . o5 . AUUUUA
s-oleracea . ..... o cooo . . AUUUUA

p-sativum .. ..UUclalUAg........... . AUUUUA
v-faba .UUcUalbAg......... o . AUUUUA

g-max .. .AACAAGUCc UCAAaUUuUCUAa . . .. ... .. 5 .GAGUCCCUGAUgAUUAAAUgG . . . . ... AACCAAG . AUUUUA
h-vulgare A .UUAUCUAUa . . ...... . . . AAACCAAG . AUc UUA
s—cereale .UUAUCUAUa . . ...... 5 .GAGUCCuUGcaAuUUgAAU. . . . AAACCAAG . AUc UUA
o-sativa CBUALEH. . .. ....... o .GAGUCCuUGcaAuUUgAAU. . . . AAACCAAG . AUc UUA
z-mays . .. . .GAGUCCuUGcaAuUUgAAU. . . . AAACCAAG . AUc UUA
Cons.seq. .. .UUAUCUAU . ........ Uc UAGauAA UuggGguGCUUGG . GAGUCCc UGaUaaUUaAAU. . . .. .. AAACCAAG . AUUUUA
Cons. struct. a, bb ccccccc ccccecec bb a, a

Cons. struct. ( ( (€ Ceeeec( ) 000 i) D) ) )

101 110 120 140 150 160

b-napus CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
s—alba CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
a-thaliana ~ CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
n-debneyi CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
n-plumbagin CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
n-glutinosa CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACC
n-tabacum CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGAI! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACC
s—niger CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACU;
g-hirsutum  CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACc
s—oleracea CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAAU UGGAUAACc
p-sativum  CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAa CCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACc
v-faba CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! c Ac Aa CCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACc
g-max CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! AAAGCCUAUGGGGUCGCUUCUGUAACUGGAUAACC
h-vulgare CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGc AACUGGAUAACU;
s—cereale CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGc AACUGGAUAACU;
o-sativa CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGE AACUGGAUAACU;
z-mays CCAUGACUGCAAUUUUAGAGAGA! ac AAGCCUg UGGGGUCGCUUCUGE AACUGGAUAACU,
Cons. seq.
Cons. struct. dd dd - -
Cons. struct. (( ))

201 210 220 230 240 250 260 280
b-napus UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCc GUu UUUAUUAUCGCa UUCAU ICGUGAaC
s-alba UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUu UUUAUUAUCGCa UUCAU ICGUGAaC
a-thaliana UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUU UUUAUUAUCGCa UUCAU ICGUGAa C
n-debneyi UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAa C
n-plumbagin UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAa C
n-glutinosa UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAa C
n-tabacum UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAaC
s—niger UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACgGCAACUUCUGUAUUUAUUAUUGCCUUCAU ICGUGAaC
g-hirsutum UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAU ICGUGAaC
s-oleracea UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACuGCAACUUCUGUAUUUAUUAUaGCCUUCAU ICGUGAaC
p-sativum UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCu UUCAU ICGUGA( Cf
v-faba UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCu UUCAU ICGUGAg Cf
g-max UUGAUGAUU CCUACuU UUAUUGACCGCc ACUUCUGUAUUUAUUAUCGCu UUu AU ICGUGA( C
h-vulgare UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGc GAg Cf
s—cereale UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACUGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGUGAg C
o-sativa UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGUGAg C
z-mays UUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCc GUAUUUAUUAUCGCCUUCAUC ICGUGAg C

Cons. seq. UGGUGUUUUGAUGAUCCCUACCUUAUUGACCGCAACUUCUGUAUUUAUUAUCGCCUUCAUUGCUGCUCCUCCAGUAGAUAUUGAUGGUAUUCGUGA . CCU
Cons. struct. e h Z
Cons. struct. ) (

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

b-napus AUCUCUu CUUU, UAUUAUUUCa| UAUUGGUU! AuUUUU, g AUCI

s-alba AUCUCUu CUUU, UAUUAUUUCa UAUUGGUU! AuUUUU, gAUC

a-thaliana AUCUCUu CUUU, UAUUAUUUCc UAUuGGa Ul AuUUUU, AUCI

n-debneyi g UCUCUACUUU, UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa BAu UUUU AUCI

n-plumbagin g UCUCUACUUUAS UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa EAu UUUU AUC

n-glutinosa g UCUCUACUUUAS UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa EAu UUUU AUC

n-tabacum g UCUCUACUUUAI UAUUAUUUCC UAUAGGUUUa EAu UUUU AUC

s—niger g UCUCUACUUUA! UAUUAUUUCc UAUAGGUUUa CAu UUUU AUCI

g-hirsutum AUCUCUACUUU, UAUUAUUUCI UAUAGGUU! ACUUUU, g AUCI

s-oleracea AUCUCUACUUU, UAUUAUUUCg UAUAGGg U! ACUUUU, AUCI

p-sativum AUCUCUACUUU, UAUUAUUUCI UAUc GGUU! ACUUUU, gAUa

v-faba AUCUCUACUUUA UAUUAUUUCIH c AUcGGUU ACUUUU gAUa

g-max AUCUCUACUUUA UAUc AUUUCI UAUAGGUU ACUUUU uAUuU

h-vulgare uUCUu UACUUUA| UAUUAUC UCI gAUcGGaU ACUUUU, AUu

s—cereale uUCUu UACUUUA| UAUUAUC UCI gAUcGGaU ACUUUU, AUu

o-sativa uUCUu UACUUUA! UAUUAUC UCI gAUcGGaU ACUUUU, AUU

z-mays uUCUu UACUUU, UAUUAUC UCI g AUAGGg U AuUUUU, AUu AGCI
Cons. seq. GUUUCUGGAUCUCUACUUUACGGAAACAAUAUUAUUUCUGGUGCCAUUAUUCCUACUUCLKBC GCUAUaGGUUUGCACUUUUACCCAAUC UGGGAAGCUG
Cons. struct. j j j h kk Il k

Cons. struct. ( ) ) ) (( ( ( )) )

401 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
b-napus UCCGUUGAUGAAUGGCc UAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUU UUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
s-alba g UCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUU UUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
a—thaliana ALICCGHTNIGALIGAALIGGA HANACAACGGAGEHCCHUANIGAACHAALNIGHUICHACACHE T HACHUIGEHGHAGCGHALIANGEEHCGHGAGHRRGAACT]

psbA-mRNA: Struktur-optimiertes Alignment, Teil 1
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n-debneyi CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGC GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg cu
n-plumbagin CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
n-glutinosa CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
n-tabacum CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
s—niger CAUCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGE GUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAg CU
g-hirsutum UCuGUUGAUGAAUGGUUAUACAAUGGE GGUCCUUAUGAgG u UAAUUGUUU UACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAACU
s—oleracea UCgGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU

p-sativum UCCGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGc GGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAACU
v-faba UCCGUUGAUGACc UGGUUAUACAU aGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAC AUGGGUCGUGAGUGGGAACU
g-max UCuGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGc GGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGC UACc AUGGGY CGUGAGUGGGAACU
h-vulgare UCuGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
s—cereale UCuGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
o-sativa UCuGUUGAUGAg UGGUUAUACAAUGGUGGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
z-mays UCuGUUGAUGAAUGGUUAUACAAUGGE GGUCCUUAUGAg CUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU

Cons. seq. CAUCcGUUGAUGAAUGGUUAUACAACGGUGGUCCUUAUGAACUAAUUGUUCUACACUUCUUACUUGGUGUAGCUUGUUAUAUGGGUCGUGAGUGGGAACU
Cons. struct. k
Cons. struct. )

501 510 520 530 540 550 560 570 590
b-napus UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCAAU
s-alba UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG| UACCCAAU
a-thaliana  UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGuU CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCgACUGCUG UAuCCAAU
n-debneyi UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACcGCaG UACCCAAUC
n-plumbagin UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACcGCaG UACCCAAUC
n—glutinosa UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCcGCaG UACCCAAUC
n-tabacum UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCcGCaG UACCCAAUC
s—niger UAGc UUCCGUCUGGGUAUGCGa CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCcGCaG| UACCCAAUC
g-hirsutum  UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUCc GCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACCGCUG UAuCCAAU
s—oleracea UAGUUUCCGUCUaGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCCEGCUCCaGUUGCAGCgGCUACUGCUG UACCCAAUC
p-sativum  UAGUUUu CGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCe GUUGCAGCUGCUACUGCaG UACCCAAU
v-faba UAGUUUuU CGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGU UGUUGCAUAUUCAGCUCCe GUc GCAGCUGCUACUGCaG UACCCAAU
g-max UAGUUUu CGUu UGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCc GCUACUGCUG UAUCCuAU
h-vulgare UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU
s—cereale UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGu CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG! UACCCuAU
o-sativa g AGUUUCCGUCUGGGUAUGCGuU CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU
z-mays UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCGc CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUG UACCCuAU
Cons. seq. UAGUUUCCGUCUGGGUAUGCG . CCUUGGAUUGCUGUUGCAUAUUCAGCUCCUGUUGCAGCUGCUACUGCUGUUUUCUUGAUCUACCCAAUUGGUCAAGGA
Cons. struct.

Cons. struct. (

601 610 620 630 660 670 680 690 700

b-napus UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG ACUUU UUCCAGGCUGAGCACAACAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
s-alba UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG ACUUU UUCCAaGCUGAGCACAACAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
a-thaliana UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG ACUUU UUCCAGGCUGAGCACAACAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
n-debneyi IUUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG! AuUUc UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCg UUUCACAUGU
n-plumbagin iUUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG! AuUUc UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
n-glutinosa UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG! AuUUc UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
n-tabacum UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG AuUUc UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
s—niger UUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG AuUUc UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU

UUUUUCUGAUGGUAUGCCc CUAGGAAUCUCUGG ACUUc
ic UWWUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCCGG ACUUU

g-hirsutum
s-oleracea

UUCCAGGCUGAa CACAACAUCCUUAUGCAuU CCg UUUCACAUGU
UUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU

ccccccccccccccccc

p-sativum ic UUUUCaGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG ACUUU UUu CAGGCUGAGCAuU AAUAUU CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
v-faba ic UUUUCaGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGG! ACUUU UUu CAGGCUGAGCAuU AAuU AUu CUUAUGCACCCAUUUCACAUGU
g-max ic UUUUCaGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUU UCaGG! Au UUU UUu CAGGCUGAGCAuUAAUAUU CUUAUGCAU CCAUUUCACAUGU
h-vulgare ic UWUUCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUCUCUGG! ACUUU, UUCCAGGCaGAGCACAACAUCCUUAUGCAuU CCAUUc CACAUGU
s—cereale ic UWUUCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUCUCUGG ACUUU UUCCAGGCaGAGCACAACAUCCUUAUGCAuU CCAUUc CACAUGU
o-sativa UUUc UCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUa UCUGG ACUUU UUCCAGGCaGAGCAUAACAUCCUUAUGCAU CCAUUUCACAUGU
z-mays UUUc UCUGAUGGUAUGCCUu UAGGAAUa UCUGG ACUUU UUCCAGGCaGAGCACAACAUCCUUAUGCAuU CCAUUUCACAUGU
Cons. seq.  AGUUUUUCUGAUGGUAUGCCUCUAGGAAUCUCUGGUACUUUCAACUUUAUGAUUGUAUUCCAGGCUGAGCACAACAUCCUUAUGCACCCAUUUCACAUGU

Cons. struct. In nl . . ln
Cons. struct. ( )
701 710 720 730 740

b-napus UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUU AGUGCUAUGCAI
s-alba UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUU AGUGCUAUGCAI
a-thaliana  UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUU UUu AGUGCUAUGCAI!
n-debneyi UAGGcGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAI
n-plumbagin UAGGc GUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA!
n—glutinosa UAGGc GUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA!
n-tabacum UAGGcGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA!
s—niger UAGGc GUgGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA
g-hirsutum  UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAI!
s-oleracea UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUUAGUGCUAUGCAI
p-sativum UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAC
v-faba UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCAa
g-max UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGCUCCCUAUUCAGUGCUAUGCA
h-vulgare UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCA
s—cereale UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCA
o-sativa UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCA! ACUGAAA

z-mays UAGGUGUAGCUGGUGUAUUCGGCGGU UCCCUAUUCAGUGCUAUGCAI ACUGAAA

Cons. seq. UAGGLGUAGCUGGUGUAUUGBGCGGCUCCCUAUUCAGLKBCUAUGCAUGGUUCCULXBGUAACUUCUAGUULKBAUCAGGGAAACCACAGAAAAUGAAUCUG

Cons. struct. q rrr rrr q s
Cons. struct. (( € ))) )- )) (-

N
=}

790
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACAGAAA,
ACUGAAA,
ACUGAAA,

®©

0000000000000 00000Y

5665606060560

CCCCCCCCCCCCCCCCC%
56566
> >

801 820 840 850 860 870 880 890 900

b-napus U UUAC AAc AUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUg

s-alba U UUAc AAc AUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUG CUA

a-thaliana g UUAc AAc AUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUU UUCCAAUAUGCLU,

n-debneyi U UUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCLU.

n-plumbagin U UUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCLU.

n-glutinosa U UUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCLU.

n-tabacum U CUUAUAAC AUc GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUAC

s—niger U UUAUAAUAUC GUAGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUAS

g-hirsutum U UUAUAAUAUC GUAGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUA

e—nlararea

ol

LINALIAATIALICGHAGCLHGCHCATIGGUHALNGGEH CGALNGALICHTICCAALIALGCT A
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7.3.

ALIGNMENTS

p-sativum ¢ UAUAAUAUUGUAGCUGCUCAC GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUA CAAC

v-faba c UAUAAUAUUGUAGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCU, ICAAC
g-max c UAUAAUAUUGUAGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCa.
h-vulgare UUAUAAUAUUGUgGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU
s—cereale UUAUAAUAUUGUg GCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU
o-sativa UUAUAAUAUUGUgGCc GCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU
z-mays Ag U UUAUAAUAUUGUgGCUGCUCAc GGUUAUUUUGGU CGAUUa AUCUUCCAAUAUGCU!
Cons. seq. UAAUGAAGGUUACAGAUUCGGUCAAGAGGAAGAAACUUAUAAUAUUGUAGCUGCUCAUGGUUAUUUUGGCCGAUUGAUCUUCCAAUAUGCUAGUUUCAAC
Cons. struct. . t s uuuuuuuuu vvvv VvV
Cons. struct. ( ) ) (CCCCCCCe (CoC ))))

901 910 920 930 940 950 960 990
b-napus AAUUCUCGUUCUUUACAuU AGCgGCUUGGCCgGUAGUAGGUAUU UGGUUUACUGCUUU; .CUAAA|
s-alba AGCgGCUUGGCCgGUAGUAGGUAUU UGGUUUACuUGCUUY, .CUAAA
a-thaliana AGCgGCUUGGCCygGUAGUAGGUAUU UGGUUUACUGCUUY, CUAAA
n-debneyi AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACc GCUUU, ,CUAAA
n-plumbagin AAc UCUCGUUCg UUACAc IAGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACCc GCUUU; CUAAA|
n-glutinosa AAc UCUCGUUCgUUACAc AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUuU UGGUUUACc GCUUU; A .CUAAA|
n-tabacum AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUuU UGGUUUACc GCUUU; A .CUAAA|
s—niger AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACc GCUUU; A .CUAAA|
g-hirsutum AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUc ACc GCUUU; A .CUAAAC
s-oleracea AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUU UGGUUUACuGCUUY, A uUAAA|
p-sativum AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACCcGCg UV A uUAAA|
v-faba AGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUACcGCg UV, uUAAA|
g-max IAGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUU UGGUUUACCc GCUUU; uUAAA|
h-vulgare CUGCUUGGCCUGUAGUAGGa AUCUGGUUc ACuGCUUU; A .CUAAA|
s—cereale CUGCUUGGCCUGUAGUAGGa AUCUGGUUc ACuGCUUU; A .CUAAA|
o-sativa CUGCUUGGCCUGUAGUAGGa AUu UGGUUUACc GCUUU; A CUAAAC
z-mays CUGCUUGGCCUGUAGUAGGY AUCUGGUUc ACuGCUUU,; A .CUAAA|
Cons. seq.  AAUUCUCGUUCUUUACA . UUCUUCUUAGCUGCUUGGCCUGUAGUAGGUAUCUGGUUUAC. GCUUUAGGUAUUAGUACUAUGGCUUUCAACCUAAAUGGUU
Cons. struct. uuuuuuuuu WAWWWWWWW - -z
Cons. struct. ))))))))) Ceeeeec( (( (

1001 1010 1020 1050 1060 1070 100
b-napus UCAAUUU UCaGU, CUGAUAUUAUUAACC A
s-alba UCAAUUU UCgGU. CUGAUAUUAUUAACC A
a-thaliana  UCAAUUU! UCcGU, CUGAUAUUAUUAACCK A
n-debneyi UCAAUUU UCUGUA CUGAUAUc AUUAACO! A
n-plumbagin UCAAUUU UCUGUA CUGAUAUCc AUUAACO! A
n-glutinosa UCAAUUUI UCUGUA CUGAUAUC AUUAACCK A
n-tabacum UCAAUUU UCUGUA CUGAUAUC AUUAACCH A
s—niger UCAAUUU UCUGU CUGAUAUC AUc AACCH A
g-hirsutum  UCAAUUUuU UCcGU, CUGAUAUUAUUAACC A
s-oleracea UCAAUUU! UCUGU, CUGAUAUc AUUAACCK A
p-sativum  UCAAUUUu UCUGU. CUGAUAUUAUUAACO A
v-faba UCAAUUUU UCUGUA CUGAUAUUAUUAACO A
g-max UCAAUUUI UCc GUA CUGAUAUUAUUAACO A
h-vulgare UCAAUUU UCUGUA CUGAUAUC AUc AACCX
s—cereale UCAAUUU UCUGUA CUGAUAUC AUc AACCH
o-sativa UCAAUUU AAUCUGU, CUGAUAUC AUc AACCH
z-mays UCAAUUU UCUGU CUGAUAUC AUc AACCH
Cons. seq. UCAAUUUCAACCAAUCUGUAGUUGA AGUCAAGGUCGUGU AUUAAUACUUGGGCUGAUAU . AUUAACCGUGCUAACCUUGGUAUGGAAGUUAUGCAUGA
Cons. struct. - WWWWWAWWW BBBBB BBBBBC! cc .D
Cons. struct. )))))))) CCC(( 1))«

1101 1110 1140 1150 1160 1170 1200
b-napus ACGU .CCUAGCUGCUGUUGAQG ICUAUA UAAuucUUUaGeccUU. . . ..
s-alba ACGU CCUAGCUGCUGUUGAgu ICUAUA UAAuucUUUaGcgUU. . . ..
a-thaliana ~ ACGU CCUAGCUGCUGUUGAgG ICUAC A UAAuucgUUaGUgUU. . . . .
n-debneyi  ACGU, CCUAGCUGCUaUcGAAG ICUAC A UAAGAUcccaGecU. . . ...
n-plumbagin ACGU, CCUAGCUGCUaUcGAAG ICUAC A UAAGAUcccaGecU. ... ..
n-glutinosa ACGU, CCUAGCUGCUaUcGAAG ICUAC A UAAGAUcccaGUcU. . . ...
n-tabacum ACGU CCUAGCUGCUaUcGAAG ICUAC A UAAGAUcccaGUcU. . . . ..
s—niger ACGU CCUAGCUGCUaUcGAAG ICUAC A UAAGAUcccaGecU. . .. ..
g-hirsutum  ACGU CCUAGCUGCUa UUGAAG ICUAC A UAAGAc UUUgGUuUU .
s-oleracea ACGU .CCUAGCUGCUa UUGAAG ICUAC A
p-sativum  ACGU, IAGACCUAGCUGCgGUUGAQG! ICUAUA UAAUAU. UUuGguUU. . . ..
v-faba ACGU JAGACCUAGCUGCaGUcGACcG! ICUAUA UAAuAggUUUGguUU. . . ..
g-max ACGU AuCUAGCUGCgaUcGAcG ICUAUU UAAaAUUUggaUcUU. . . ..
h-vulgare ~ ACGUAA CUCU, CuUAGCUGCUGUUGAAGU CUAUUA UAAGgUUUUucUgcUa. . . .
s—cereale ACGUAA| CU ACuUAGCUGCUGUUGAAGuU ICUAUU UAAGgUUUUucUgcUa. . . .
o-sativa ACGUA, CU  ACCUAGCUGCUc UUGAAGU ICUc Uu UAAGgcUUUucUgcUa. . . .
z-mays ACGUA, CU ACCUAGCUGCUc UUGAAGU ulaccUu UAAGgUUUUucUccUa. . . .
Cons. seq. ACGUAAUGCUCACAACUUCCCUCUAGACCUAGCUGCUg UUGAAGCUCCAUCUAUAAAUGGAUAAQ aUUUU.GU.UU. . ...
Cons. struct. C EEEE EEEE

Cons. struct. ) ) ) )) CCC( 1))

1201 1210 1230 1290 1300
b-napus AauAuuaAAAAc GAGCgAUAUaagCcUlaUVala. . ... .. ..
s-aba  Aa.....AAAAcBGAGCcAUAUaagCcUUCUUUUC . .. ... ...
a-thaliana
n-debneyi .
n-plumbagin . . .
n-glutinosa . . o . UUUucuuu
n-tabacum .. o . UUUucuuu
s—niger .. . . UUUucuuu
g-hirsutum
s—oleracea .
p-sativum o . . . . (A
v-faba
g-max . . . R
h-vulgare . UUcuA.g U
s—cereale .. L cUagA.a u cuuaUUUU aaUcuuuuuuuucuucuuaauc
o-sativa cUgaA.g u uui
7-mave AnnAAnnAAAnc e nl@a IlllcrA A

psbA-mRNA: Struktur-optimiertes Alignment, Teil 3
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Cons.seq.  a.aAAa . aAAAGGAGCAAUAUCCAC ULUCUUGUU . . A. . CAAGAU . GUGGAUAUUG CUCC UUULUUUUUU . . . . o o o veeooe e
Cons. struct. GG
Cons. struct. ((( )))

psbA-mRNA: Struktur-optimiertes Alignment, Teil 4
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ALIGNMENTS

Project: rbcL_Alignment_1; Date: Mar 14, 2000 10:31

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s—oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n—-munroi
n-tenuifoli
s—italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s—oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n—-munroi
n-tenuifoli
s—italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

50 60 70 80 90 100
.uggucucuUGGUCUAAgAAUaAAauAUUCUc AUUCG . UUGc UAAUAUUuUC g
uUGGUCUAAUAAUc AAa CAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA .
aUGGUCUAAUAAUCc AAa CAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA .
aUGGUCUAAUAAUCc AAa CAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA .
aUGGUCUAAUAAUCc AAa CAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA .
aUGGUCUAAUAAUc AAa CAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA .
ugGGUCUAAUCc AUc AAau AUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA . .
aUGGUCUAAUAAUCc AAGCAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUUUUA .

. UGGUCUAU UAgcGAAc CgUUu . GAUUAG . UUGAUAAUAUUA . .

. UGGUCUAU UAAC GAAc CAUUU UGAUUAG . UUGAUAAUAUUA . .

. UGGUCUAAUAACc aAAc CAUUU UGAUUAGC UUGAUAAUAUUA . .

. UGGUCUAAUAAC GAAc CAUUU UGAUUAG . UUGAUAAUAUUA . .
aUGGUCUAAUAAGGAA. .ccUulUc . . ............... g..
aUGGUCUAAUAAUGAA . . AUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAULG . .
aUGGUCUAAUAAaGAAUaAUUCUGAUUAG. . . ... ... v .
. oo 9000000000 CauuaAc UuAAGCAUaCUc c UUuuuUUauUuA . AUgAgu
.................. CauuaAc UuAAGCAUaCUc cUUuuuUUauUuA . AUgAgu
.................. CauuaAc UuAAGCAUaCUc c UUuuuUUauUuA . AUgAgu
.................. acuuaAc UuAAGCAUaCUc cUUuuuUUauUuA . AUgAgu

Qeaeaa

o

.uguAcccaulla u UuauaugaaugaaacauauUCauuaAcUuAAGCAUchccccAuuUUcuUuA AUgAgu
uguAcGcaulalauauGAAUgaaaCAuAUU . . . .. ............. CauuaAccuAAGCAUgCccucaAuuUUcuUuA. AUgAgu
AUGU. AUUUGGC .GAAU. .. .CAAAUACC . . .. ........ UGGUCUAAUAAUg AAg CAUUCUGAUUAG . UUGAUAAUAUUA . .
aa bbbbb bbbbbaa
(CCeeeC )))))))
101 110 120 140 150 160 170 180 190 200
UAUUAuUag . .uauuUaguAuUUUU .AAAGAUUCCUuUAuuuAa. . ......... Ug AACGg Cg AAUUa AUGUCGAGUAGACCUUG

UAUUAGgau . .uaggUGggAAUUUU .
UAUUAGU.

.GUGAAAGAUUCCUGUgAucAaG. .
.GUGAAAGAUUCCUaUgAA . AaG. .

. cU. CAUUAACGCCg AAUUCAUGUCGAGUAGACCUUG
. UU. CAUUAACa Cg g AAUUCG UGUCGAGUAGACCUUG

UAUUAGU. .GUGAAAGAUUCCUaUgAA . AaG. . U. . UU. CAUUAACaCg g AAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG
UAUUAGU. .GUGAAAGAUUCCUaUgAA . AaG. . U. . UU. CAUUAACa Cg g AAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG
UAUUUGU. .GUGAAAGAaUCCUGUgAA . AaG. . U. . UU. CAUUAACGCg g AAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG

S
2

c
c

.GUGAAAGAUC CCUGaAgg - AGU . .
.GUGAAAGgUUCCUGUAAA . AaG . .
- UUaUGAAAGAUUCCUa UAAA] . GG . .
aUGAAAGAUUg CUaUAAAa .GG. .

. CAUg c c CGauUc AUUCg UGUCGAGUAGACCUUa
- UU. CAUUAACGCCUAAUUCAUGUCGAGUAGACCUUG
- UU. CAUUAg gGg CUAAUUU AUGUCGAGUAGACCUUG
- UU. CAUUAAgGCCUAAUUUAUGUCGAGUAGACCUUG

CCCCCCCCCCCCC
c
c

UGAg AAUUUU ¢ UGAAAGAUUCCUGUAAAa .GG . . U. . UU. CAUUAAgGCCUg AUUU uUGUCGAGUAGACCUUG

GU. UGAgAAUUUU . . aUGAAAGAUUCCUaUAAAaAGG. . U. . UU. CAUUAAgGCu UAAUUUAUGUCGAGUAGACuU UUG
gAUUCGU. ... . UGAUAAUUUU. ~.......UUGAAAGAUUUCUUCcgAAaAGG. . U. . UU. CAUUAACuUCCUc AUUuAUa UCGAGUAGACCUUG
UAUUgGU ........ UGAUAAUUUU. . .. ........ GUGAAAGAUUCCUGUUgAaAGG . .U. . CAUUAACu CCaAuUc CuUaUCGAGUuaACCUUG
.............. UGAUAAUUUU. . .. ........GUGAAAGAUUCCUGUg AAaAaGg u UaaUUaaAUc uAuuCCUAAUUUAUGUCGAGUAGACCUUG
UgaUAu Ua .auUGAAuAUUUUugaauauuuuuuuUuuuAGAUUUUUGC AAA. . UUu CAUUuACGCCUAAUc CAUa UCGAGUAGACCUUG
UgaUAuUa . .auUGAAUAUCUUuUg . .uuuuuuuuuUuuuAGAUUUUUGCAAA. . UUu CAUUuACGCCUAAUC CAUa UCGAGUAGACCc UG
UgaUAuUa. . ... auUGAAuAUcUUu . . ... ...... uUuuuAGAUUUUUGCAAA. . UU. CAUU. ACGCCUAAUc CAUa UCGAGUAGACCc UG
UgaUAuUa. . ... auUaAAuAUcaUu.......... uuUuuuAGAUUUUUGCAAA. . UUuCuUU. . CGCCUAAUc C. UaUCGAGUUGuU CCc UG
UgaUAuUa. . ... auUGAAuAUcUUU . . . ....... uuUuuAAGAUUUUUGCAAA. . UUu CAUUuACGCCUAAUC CAUa UCGAGUAGACCc UG
UgaUAuUauauuaauUGAAuAUc c Uu .uuuguuuUacgAGAUUUUUGC uAA . UUu CAUUUACGCCUAAUUaAc aUCGAGUAGACCc UG
UauUagU........ UGAaAAUUUU. . ... ....... gUGAAAGAUUCCUGUAAA . AGG .U. . UU. CAUUAACGCCUAAUUCAUGUCGAGUAGACCUUG

201 230 240 250 260 270 280 290 300

UuGUU uauuuauUCAUGAGUUGUAGGGAGGaAu UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
UUcUU. .........GUGAuUAAUUCUUAAU. . . .. . UCAUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
UUGUU. AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
UUGUU. AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
UUGUU. AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A

UUGUU. AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A

... UEAUGCGUUGUAUGUAGGGAG g UAUGE CACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUGC A

UUGUU. . ........GUGAGAAUUCUUAAU. . . .. . BEAUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
UUGUUuuguu. . . . UgaAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAa UGUUGGAUUUA
UUGcUuuguu. . . . UgaAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGaAUUUA
UUGUUuuguu. . . uaaAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCu uu UGUUGGAUUUA

UUGUUuugcu. . ...GUaAaAAUUuaaAAU. . . .. ... . uUa AGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA

UUGUU. . . . AUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
UUGc U AUGAGUUGUAGGGAGGGY CUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAa CAgGUGUUGGAUUC A
UUGUUuuguuuuau uGc a AUGAC UUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGg UUC A
UcGUU la AUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
UcGUU la AUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
UcGUU AUGA . UUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
Ugc UU AUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
UcGUU AUGAGUUGUAGGGAGGGACg UAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA

a a0 2o AaGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAgGUGUUGGAUUUC

UUGUU. . ........ GUGAGAAUUCUUAAU ....... UCAUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
ccddd ddd cc

(Cec( ))) ))

310 320 330 340 350 360 370 380 390
AAGCUGGUGUUAAAGAC UAc AAAUUGACUUAUUAUACUCCc GAu UAC GAAACCAA UGGCAGCAUUCCGAGUC UCAACCc
AAGCUGGUGUaAAAGAc UAc AAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAC UAc c AAACCAA UCAACCc
AAGCUGGUGUUAAAGAg UAc AAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAGUAC c AAACCAA UCAACCI

400

AAGCUGGUGUUAAAGAg UAc AAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAGUAC c AAACCAA UCAACCI
AAGCUGGUGUUAAAGAg UAc AAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAGUAC c AAACCAA UCAACCI
AAGCUGGUGUUAAAGAg UAc AAg UUGACUUAUUAUACUCCUGAGUAC c AAg CCAA UCAACCI
AAGCgGGUGUUAAAGAg UAc AAAc UGACUUAUUAUACUCCUGAa UAUGAAACCAA UCAACCI

AAGCUGGUGUUAAAGAUUAUAAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAa UAUGAAACCAA UCAACCI
AAGCUGGUGUUAAAGAUUAC AAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAGUAUGAAACCc u UCAACCg
AAGCUGGUGUUAAAGAUUAC AAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAGUAUGAAACCc u UCAACCI
AAGCaGGUGUUAAAGAUUAc AAAUUGAa UUAUUAUACUCCUc AaUAUc AAc CCcu UCAACCI

AAGCUGGUGUUAAAGAUUAc AAAUUGACUUAUUAUACUCCUc AaUAUaAAc CCcu UCAACCI
AAGCUGGUGUUAAAGAg UAUAAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAa UAUGAAg u CAA UCAACCc
AgGCUGGUGUUAAAGAUUAUAAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAa UAUGAAACCAA UCAACCI

AAGCUGGUGUUAAAGAg UAUAAAUUGACUUAC UAUACUCCUGAa UAUGAAACCAA UCAACCI

AAGCUGGUGUUAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC UAc ACc CCgGAGUACGAAACCAA UCAgCCc
AAGCUGGUGUUAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC UAc ACc CCgGAGUACGAAACCAA UCAgCCc
AAGCUGGUGUUAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC UAc ACc CCgGAGUACGAAACCAA UCAgCCc

AAGCUGGUGUUAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC UAc ACc CCgGAGUACGAAACCAA aCAgCuc
AAGCUGGUGUUAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC UAc ACc CCgGAGUACGAAACCAA UCAgCCg
AAGCUGGUGUUAAAGAUUAUAAAUUGACUUAC UAc ACc CCaGAGUAUGAAACUAA ICUGA UCAgCC
AAGCUGGUGUUAAAGAUUAUAAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAg UAUGAAACCAAGGAUACUGAUAUCUUGGCAGCAUUCCGAGUAACUCCUCAACCUGG
eeeee eeeee fEffff ff
CCCC( ))))) CCeec( ))
ana a1n aon 190 aan aen acn a7n aon a0n can

rbcL-mRNA: unverindertes Alignment, Teil 1



122 KAPITEL 7. DOKUMENTATIONEN

414 420 430 440 450 460 470 480 490 500
c-reflexa UCCGCCUGAAGAAGCc GGGGCc GCgGUAGCc GCgGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUg UGGACCGAUGGA|
i—purpurea ICCGCCUGAAGAAGCAGGGGCc GCgGUAGCUGCgGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUg UGGACCGAUGGA
n-acuminata ICCa CCUGAAGAAGCAGGGGCc GCgGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGAUGGA
n-otophora ICCa CCUGAAGAAGCAGGGGCc GCgGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGAUGGA
n-tabacum ICCa CCUGAAGAAGCAGGGGCc GCgGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGAUGGA
p-hybrida ICCa CCUGAAGAAGCAGGGGCc GCgGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGAUGGA
o-corymbosa ICCGCCUGAAGAAGCAGGGGCUGCgGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACg UGGACAACUGUg UGGACCGAC GGA
f-pringlei ICCGCCUGAAGAAGCAGGGGCc GCAGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGAUGGA
a-rosea ICCa CCc GAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCUGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGACGGA
s-oleracea ICCa CCc GAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCUGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGACGGA
b-alba ICCGu CaGAAGAAGCAGGGGCc GCAGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGACGGA
g-pharnaci ICCau CaGAAGAAGCAGGGGCc GCAGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUAUGGACCGACGGA
g-hirsutum ICCGCCUGAgGAAGCAGGGGCc GCgGUAGCUGCUGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACCcGUg UGGACCGAUGGY
p-deltoides ICCGCCc GAgGAAGCAGGGGCc GCAGUAGCUGCUGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUg UGGACCGACGGg
a-thaliana ICCa CCUGAAGAAGCAGGGGCUGCgGUAGCUGCUGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUg UGGACCGAUGGY
n-munroi ICCGCCUGAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCgGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUU UGGACUGAUGG
n-tenuifoli ICCGCCUGAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCgGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUU UGGACUGAUGG
s-italica ICCGCCUGAAGAAGCAGGaGCUGCAGUAGCUGCgGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUU UGGACUGAUGG
z-mays ICCGCCUGAgGAAGCAGGGGCUGCAGUgGCUGCgGAAUCUUCUg CUGC u gGUACAUGGACAACUGUu UGGACUGAUGG
o-sativa ICCGCCc GAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUU UGGACUGAUGG

h-vulgare ICCGCCc GAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCCGAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUU UGGACUGAUGG
Cons. seq. AGUUCCGCCUGAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCc GAAUCUUCUACUG . . . GUACAUGGACAACUGUa UGGACCGAUGGACUUACCAGUCUUGAUCGU
Cons. struct.  ffff gg gg hh
Cons. struct.  )))) « N ((
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
c-reflexa AGCg CGUUau UGGAGAAa AAg AUCAAUAUAUUg c UUAUGUc GCUUACCCu U UG
i-purpurea AGCg CGUUau UGGAGAAa AAg AUCAAUAUAUUg c UUAUGUAGCUUACCCu U UG
n-acuminata AGCguGUUg u UGGAGAAa AAg AUCAAUAUAUUg c UUAUGUAGCUUACCCu U UG
n-otophora AGCguGUUg u UGGAGAAa AAg AUCAAUAUAUUgQ c UUAUGUAGCUUACCCu U UG
n-tabacum AGCguGUUg u UGGAGAAa AAg AUCAAUAUAUUgQ c UUAUGUAGCUUACCCu U UG
p-hybrida UCGAGCg uGUUauUGGAGAAagAg AUCAAUU UAUUg c UUAUGUAGCUUACCCu ULl UG
o-corymbosa AGCCCGUUa CUGGAGAAac Ag AUCAAUAUAUC Uc UUAUa UAGCUUACCCu U UG
f-pringlei AGCCuGUUCCUGGAGAAGAc AAUCAAUAUAUUg c UUAUGUAGCUUACCCAU UG
a-rosea AGCCuGUUg CUGGAGAAGAAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCaUAuUCCc U UG
s-oleracea AGCCCGUUg CUGGAGAAGAAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCg UAUCCu U UG
b-alba Au CCCGUUCCUGGAGAAGACc AAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCUUACCCAU UG
g-pharnaci Au CCuGUUCCUGGAGAAGAAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCUUACCCc U UG
g-hirsutum AGCCCGUUCCUGGAGAAGAAg AUCAAUAUAUa UGUUAUGUAGCUUACCCu U UG
p-deltoides AGCCCGUUg CUGGAGAAGAAAAUCAAUU UAUUg c UUAUGUAGCUUACCCc U UG
a-thaliana AGCCCGUUCCaGGAGAAGAAAC UCAAUU UAUUg c g UAUGUAGCUUAU CCc UUA( UG
n—-munroi AGCCCGUUCCUGGgGAAGAAg AUCAAUAUAUC UGUUAUGUAGCUUAuU CCAU UG
n-tenuifoli AGCCCGUUCCUGGgGAgGAAg AUCAAUAUAUC UGUUAUGUAGCUUAuU CCAU UG
s-italica AGCCCGUUCCUGGgGAgGc Ag AUCAAUAUAUC UGUUAUa UAGCUUAU CCAU UG
z-mays AGCCCGUUCCUGGgGAC ¢ c Ag AUCAAUAUAUC UGUUAUGUAGCUUAuU CCAU UG
o-sativa AGCCCGUUg uUGGgGAgGAUAAUCAAUAUAUC g c UUAUGUAGCUUAuU CCAU UG
h-vulgare AGCCuGUUg CUGGgGAAGACc Ag c CAAUg g AUc UGUUAUGUAGCUUAU CCAUUA( la uUG, cG
Cons. seq. UACAAAGGA(XSAUGCUACCACAUCGAGCCCGUUC CUGGAGAAGAAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCUUACCCa UUAGACCUUUUUGAAGAAGGUUCUG
Cons. struct. hhhiiii Piii jikkkkkkk kkkkkkk jj
Cons. struct. ( ))) CCC( )))) CCeeeeecC ) 01) REDIN) )
601 610 670 680 690 700
c-reflexa UUACc AACc UGUUUACU IUCAA, @aGAUCUc CGAAUa CCUCCgGCUUAUAC uAA
i-purpurea UUACc AACAUGUUUACU UCAA, aGAUu Ua CGAAUCCCUa CgGCUUAUAUUAA
n-acuminata UUACc AACAUGUUUACU! IUCAA, aGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
n-otophora UUACc AACAUGUUUACUY) UCAA, aGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
n-tabacum UUACc AACAUGUUUACUY UCAA, aGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
p-hybrida UUACc AACAUGUUUACU) UCAA, aGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
o-corymbosa UUACUAACAUGUUUACU UCAA, aGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUAUUAA
f-pringlei UUACUAACAUGUUUACUY) UCAA, aGAUu UGCGAAUCCCUa CUGCg UAUg UuAA
a-rosea UUACUAAUAUGUUUACU) UCAA, GAUuUGCGAAUCCCUgu UGCUUAUg UAAA
s—oleracea UUACUAACAUGUUUACU) UCAA, aGAUu UGCGAAUCCCUg u UGCUUAUg UAAA
b-alba UUACUAAUAUGUUUACU) UCAA, GAUuUGCGAAUCCCUg u UGCUUAUAUAAA
g-pharnaci UUACUAACAUGUUUACU) UCAA, aGAUu UGCGAg UCCCUau Uu CUUAUAUAAA
g-hirsutum UUACUAACAUGUUUACU) UCAA, GAUCUGCGAg UCCCUa CUGCUUAUAUUAA
p-deltoides ~ UUACUAACAUGUUUACU UCAA, GAUuUGCGAAUU CCUCCUGCUUAUg UuAA
a-thaliana UUACUAACAUGUUUACCc UCAA, GAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUAC uAA
n—munroi UUACUAACAUGUUUACU uUUCAA, GAUCUa CGAAUu CCc CCUa CUUAUuc AAA
n-tenuifoli UUACUAACAUGUUUACU uJUCAA, GAUCUa CGAAUu CCc CCUa CUUAUuc AAA
s—italica UUACUAACAUGUUUACU uUUCAAAc gCuc GAUCUa CGAAUu CCc CCUGCUUAUg c AAA
z-mays UUACUAACAUGUUUACU uUUCAA, GAUCUa CGAAUu CCc CCUGCUUAUuc AAA
o-sativa UUACUAACAUGUUUACU uJUCAA, GAUCUGCGAAUuU CCc CCUaCUUAUuc AAA
h-vulgare UUACUAACAUGUUUACU| UCAA, uGH GAUCUa CGAAUu CCc CCUaCUUAUuc AAA
Cons. seq. UUACUAACAUGUUUACUUCCAUUGUGGGUAAUGUAUUUGGGUUCAAAGCCCUGCGCGCUCUACGUCUGGAGGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUaUAAA
Cons. struct. Il mmmmmm nn 0000 0000 nn mmmmmm I
Cons. struct. O T NH N ONN) N
701 710 720 730 740 750 760 790 800
c-reflexa AACUUUU CAAGGCCCGCCUCACGGc AUCCAAG . UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
i-purpurea AACUUUuU CAAGGCCCu CCUCAUGGC AUCCAAG . UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCuAAAUUGGG
n-acuminata AACUUUCCAAGGU CCGCCUCAUGGgAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA UUAAACCuAAAUUGGG
n-otophora  AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGgAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA UUAAACCuAAAUUGGG
n-tabacum AACUUUCCAAGGuU CCGCCUCAUGGgAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCuAAAUUGGG
p-hybrida AACUUUCCAAGGg CCGCCUCAUGGUAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCuAAAUUGGG
o-corymbosa AACUUUCCAAGGg CCGCCUCAUGGYAUCCAAG . UUGAAC GAGAUAAAUUGAAUAAGUAI UUAAACCg AAAUUGGG
f-pringlei AACUUUCg AgGGu CCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCuUAAAUUGGG
a-rosea AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAg AGAGAUAAAUUGAAUAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
s-oleracea AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCuUAAAUUaGG
b-alba AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCg AAAUUGGG
g-pharnaci AACUUUCCAAGGCC . GCCUCACGGUAUCCc AGg UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUAC UUAAACCg AAAUUGGG
g-hirsutum AACUUUCCAAGGCCCGCCUCAUGGC AUCCAQG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCuAAAUUGGG
p-deltoides gACUUUU CAAGGCCCa CCUCAUGGUAUg CAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA UUAAACCuUAAAUUGGG
a-thaliana AACUUUCCAAGGa CCa CCUCAUGGUAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
n—-munroi AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
n-tenuifoli AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
s-italica AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
z-mays AACUUUCCAAGGU CCGCCaCg CGGUAUg CAAG . UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGUAC UUAAACCAAAAUUGGG
o-sativa AACUUUCCAAGGU CCGCCUCAUGGUAUCCAAG . UUGAAAGgGAUAAg UUGAACAAaUAC UUAAACCAAAAUUGGG
h-vulgare AACUUUCCAAGGCCCGCCUCAUGGUAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAG UUGAACAAGUA! UUAAACCAAAAUUGGG
Cons. seq. AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG . UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUAUGGUCGUCCCCUAUUGGGAUGUACUAUUAAACCa AAAUUGGG
Cons. struct. ppPP 99qqqq qqqqqq  ppp

Cons. struct. CCC ceeecc )))))) )
801 810 820 830 840

850 860 900
c-reflexa GUUAUCgGCUAAAAACUACGGUAGAGCgGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA! AAAGAUGA UaA UUU
i—purpurea GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCgGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA! AAAGAUGA! UaA UUU
n-acuminata GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCuGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA! AAAGAUGA! UuU
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7.3. ALIGNMENTS

" vopnua
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i—purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i—purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa

Y
GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCc GUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA AAAGAUGA g ﬂ
GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCUGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA AAAGAUGA g ﬂ
GUUAUCUGCUAAAAACUAUGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA AAAGAUGA C
GUUAUCCGCUAAAAACUACGGUAGAGCu ug UUAUGAAUGUCUUCGUGGUGGE AAAGAUGA a C
GUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUc GAGCAGUUUAUGAAQ uc CUUCGUGGUGGA AAAGAUGA A C
uUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUCc Ge GCAGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA AAAGAUGA n c
GUUAUCUGCUAAAAACUAUGGUc GAGCAGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA AAAGAUGA n c
GUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUc GAGCgGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGCE GGA AAAGAUGA n u
GUUAUCCGCUAAg AACUACGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUa CGuGGe GGg AAAGAUGA n c
GUUAUCCGCUAAg AAuUACGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUa CGCGGUGGA AAAGAUGA c
GUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUa CGuGGUGGA AAAGAUGA c
aUUAUCuUGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA AAAGAUGA A A
aUUAUCuUGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA AAAGAUGA n ﬂ
aUUAUCCGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA AAAGAUGA n ﬂ
aUUAUCCGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA AAAGAUGA n ﬂ
aUUAUCuUGCaAAAAAUUAUGGUAGAGCAuU g UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA AAAGAUGA n ﬂ
aUUAUCCGCaAAAAAUUAUGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGuGGUGGA AAAGAUGA n ﬂ
GUUAUCCGCUAAAAACUACGGUAGAGCaGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGACUUGAUUUUACCAAAGAUGAUGAAAACGUGAACUCa CAACCAUUUAUG
rrrrerrereerer ss tttt uuu
ceeeeeeeecd O CecC (((
920 930 990 1000
UUAUUY| iC CUACUGCAGGUA
UUAUUY| iC CUACUGCAGGUA
UUAUUY| iC UACUGCAGGUA
UUAUUY| iC UACUGCAGGUA
UUAUUY| iC UACUGCAGGUA
UUg UUY| iC UACUGCAGGUA
UUAUUY| iC UACUGCgGGUA
UUAUUY| iC UACUGCgGGUA
A c UAUUU Co CUACUGCgGGUA
Al c UgUuU C UACc GCgGGUA
Al UUAUUY| Co UACc GCAGGUA
Al UUAUUY| o UACc GCAGGUA
Al UUAUUY| Co UACUGCAGGUA
Al UUAUUY| o UACUGCAGGUA
Al UUAUUY| Co CUACUGCgGGUA
Al gUc UUU Cg! Cg ACUGCAGGUA
Al gUc UUU Cg! Cg ACUGCAGGUA
Al gUc UUU Cu! g ACUGCAGGUA
Al g Uc UUU Ce g ACUGCAGGUA
Al gUcUuy C g ACUGCAGGUA
Al gUc Uuy C g g ACUGCgGGUA
OGUUGGAGAGACOGUUUCUUAUUUUGUGCCGAAGCAAUUUAUAAAUCACAGGCUGAAACAGGUGAAAUCAAAGGGCAUUACUUGAAUGCUACUGCAGGUA
I l uuu  ttttss XXXX Yyyy yyy XXXX rrrrrrrrrrr zz7227 772217
) ))))))))) CCee ( ))) )))) ))))))))))) Ceeec )))))
1001 1010 1020 1030 1040 1050 1080 1090 1100
CAUGK AUGc UaAAAAGAGCUU GUUI Cl
CAUGK GUUI
CAUGK icGUU
CAUGO uGUU
CAUGO icGUU
CAUGK icGUU
CAUGK GUU|
CAUGO GUU|
CAUGO GUU|
CAUGO icGUU
CAUGO! Gcg
CAUGO Ge U]
CAUGuU GUU|
CAUGO GUU|
CAUGO GUU|
CA gGUUI
CAUGOH AUGAUGAAgAGAGCUa gGUU
CAUGO! AUGAUU AAG AGAGCI gGUUI
CAUGCGA! igGUU
CAUGO! gGUUI
CAUGU
CAUGCGAAGAAAUGAUg AAAAGAGCUGUAUUUGCc AGAGAAUUGGGAGUUCCUAUCGUAAUGCAUGACUACUUAACAGGGGGAUUCACUGCAAAUACUAG
AAAAAA BBBBBBBB Cccccebbb DDD EEEE EEEE FFF FFFCCCCC BBBBBBBB
e CCCCCeeC CCCCeeC 1)) ((( 1)) (( )))))))) ))))))))
1101 1110 1120 1130 1160 1170 1180 1190
UUUGGCUCAUUA g AAUGGUCUACI Al Cc GUUAUUGAUAGACAa AAGAAUCA
UUUGGCUCAUUA UAAUGGUCUACI CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA UAAUGGUCUACI CgGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA UAAUGGUCUACI CgGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA UAAUGGUCUACI CgGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA UAAUGGUCUACI CgGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA UAAUGGc CUACI CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGuU CUCAUUA UAAcGGc CUACI CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
UUUGuU CUCAUUA CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGuU CUCAUUA CAGUUAUUGAUAGg CAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
¢ UUGGCUCAUUA CAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
UUUGGCUCAUUA UAAUGGUu UACH CAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA
UUUGuU CUCAUUA UAAUGGCc CUACH CuGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCA
UUUGu CUaugUA ic AAcGGc CUACH AUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA
UUUGGCUaugUA ic AAcGGc CUACH AUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA
UUUGuU CUUAUUA ic AAcGGc CUACH AUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA
UUUGuU CUCAUUA ic AAcGGc CUACH AUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA
UUUGGCUCAUUAI AUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA
UUUGGCUCAC UA CCGc AC, CAGUUAUUGAUAGACAGAAa AAUCA Au
UUUGGCUCAUUAUUGCCGAGAUAAUGGUCUACUUCUUCACAUCCACCGUGCAAUGCAUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCAUGGUAUGCACUUCCGU
AAAAAA HHHH HHHH Leerrrn Il
)) )))))) (CC( )))) CCCCCCeC ))
1201 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
g UUACGUc UGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCAU UCaGGUACU! UAAa CUUGAAGGC GAAAGAGAAAUUACUUUgGGCUUUG
g UUACGUc UGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACY CgGGUAC UAAa CUUGAAGGGGAAAGAGAG AUUACUUUgGGCUUUG
9 UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC UAAa CUUGAAGGUGAAAGAGAC AUAACUUUgGGCUUUG
g UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC! (UAAa CUUGAAGGUGAAAGAGAC AUAACUUUgGGCUUUG
g UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC! (UAAa CUUGAAGGUGAAAGAGAC AUAACUUUgGGCUUUG
AUUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC! (UAAa CUUGAAGGUGAAAGAGACc AUc ACUUUgGGCUUUG
g UUg CGUAUGUCUGGUGGgGAUCAUAUUCACUCgGGUAC! (UAAa CUUGAAGGaGAAAGAGAc AUc ACUUUgGGCUUUG
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124 KAPITEL 7. DOKUMENTATIONEN
f-pringlei UAAAGCg UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAC AUUCAU UCc GGUACH (UAAa CUUGAAGGGGAAAGAGAAAUC ACUUUgGGCUUUG
a-rosea UAAAGCg UUACGUc UGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCAU UCUGGUAC! (UAAGCUUGAAGGaGAAAGAGAU AUuACUUUAGGU UUUG
s—oleracea g AAAGCg UUACGUc Ua UCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC UAAGCUUGAAGGaGAAAGAGAUAUUACUUUAGGCUUUG
b-alba UAAAGCg UUACGUc UGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCAU g CUGGUAC! UAAGCUUGAAGGGGAAAGAGAU AUc ACUUUAGGCUUUG
g-pharnaci UAAAGCAUUACGUCc UGUCUGGUGGAGAUCAUAUC CAug CUGGUAC! UAAGCUUGAAGGGGAAAGAGAU AUc ACUUUAGGU UUUG
g-hirsutum UAAAGCU UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACgG CUGGUACa UAAa CUUGAAGGaGAAAGYGAUAUAACUUUgGGCUUUG
p-deltoides UAAgGCAUUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC! UAAa CUUGAAGGGGAAAGAGAC AUAACUUUgGGU UUUG
a-thaliana UAAAGCU UUACGUc Ua UCUGGUGGAGAUCAUAUUCACg CgGGUACa UAAa CUUGAAGGaGAc AGgGAguc AACUUUgGGCUUUG
n—munroi UAAAGCAUUg CGc AUGUCgGGgGGAGAUCAUg Uc CACUCCc GGUACa UAAGU UaGAAGGGGAAC GUGAAAUAACUUUAGGU UUUG
n-tenuifoli UAAAGCAUUg CGUAUGUCgGGgGGAGAUCAUg Uc CACg Cc GGUACa UAAGU UaGAAGGGGAAC GUGAAAUAACUUUAGGU UUUG
s-italica UAAAGCAUUg CGUAUGUCgGGgGGAGAUCAUAUC CACUCC GGUACa UAAGU UaGAAGGGGAAC Gc GAAAUAACUUUAGGU UUUG
z-mays UAAAGCAUUg CGUAUGUCgGGgGGAGAUCAUAUC CACUCCGGUACa UAAGU UaGAAGGGGAAc Gc GAAAUAACUUUAGGU UUUG
o-sativa UAAAGCAUUg CGUAUGUCUGGgGGAGAUCAUAUC CACg CUGGUACa UAAGU UaGAAGGGGAAC Gc GAAAUg ACUUUAGGU UUUG
h-vulgare UAAAGCAUUg CGUAUGUCUGGYGGAGAUCAUAUC CACUCCGGUACa UAAGU UaGAAGGGGAAc Gc GAAAUg ACUUUAGGU UUUG
Cons. seq. GUACUAGCUAAAGCa UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUACCGUAGUAGGUAAGCUUGAAGGGGAAAGAGAa AUa ACUUUAGGCUUUG
Cons. struct. 11111133 JJ KKKKKKKK
Cons.struct. ))))))(( ) R«

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
c-reflexa UUGA| cGAUG lUUg UUGAAC A c CGAAGUCGUGGUAUUUAUUUCc CUCAAGAUUGGGUUUCuU uUACCg UUa CGUcGCuUUC
i-purpurea UUGA| UGAUG lUUg UUGAAC A ¢ CGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUUUCU uUACC, UUCH uGUGGCUUC
n-acuminata UUGA UGAUG lUUg UUGAAC A UCGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUC UCu uUACC, UUCH CGUGGCUUC
n-otophora UUGA] UGAUG, lUUg UUGAAC A, UCGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUc UCuuUACC, UUCH CGUGGCUUC
n-tabacum UUGA UGAUG, lUUg UUGAAC A, UCGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUc UCuuUACC, UUCH CGaGGCUUC
p—hybrida UUGA UGAUG, lUUg UUGAAC A, UaGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUC UCuuUACC UUCH CGUGGCUUC
o-corymbosa UUGA| UGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCc Cc CAAGAUUGGGUC UCu ¢ UACCgBBUGUg a Uu EECGUGGCUUC
f-pringlei UUGA UGAUG, JUUAUUGAAAA, UaGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACc CAAGAUUGGGUC UCuc UACC UUCH uGUaGCUUC
a-rosea UUGA UGAUG, la UAC UGAAAA, c CGAAGUCGUGGUAUUUAUUUUAg UCAAU c UUGGGUUUCCAc ACC, UUCH CGUuGCUUC
s—oleracea UUGA UGAUG, la UAC UGAAAA, c CGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAuU ¢ UUGGGUUUCCAc ACC, UUCH uGUuGCUUC
b-alba UUGA UGAUG, la UAUUGAAAU c gac gaUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAC c UUGGGUUUCCAc ACC, UUCH CGUuGCUUC
g—pharnaci UUGA UGAUG, aUAc UGAAAU UCc Ag a UCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAU ¢ UUGGGUUUCCAc ACC, UUCH CGUuGCUUC
g-hirsutum UUGA UGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGAAGg CGuGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUUUCuUAUg CC, UUCH CGUaGCUUC
p-deltoides UUGA UGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGAAGc CGCGGUAUUUAUUUCACUCAAa AUUGGGUc UCuc UACCg UUCH CGUGGCUUC
a-thaliana UUGA cGAUG, laUg UUGAAAA, UCGAAGc CGCGGUAUCc Uu UUUCACUCAAGAUUGGGUc UCac UACC, UUCH uGUGGCUUC
n—-munroi UUGA cGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGAuU ¢ UCGCGGUg Uc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC, UUa gGUGGCUUC
n-tenuifoli UUGA cGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGAuU ¢ UCGCGGUg Uc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC, UUa gGUGGCUUC
s-italica UUGA cGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGu uc UCGCGGUAUc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGc aUCCAUg CC, UUa gGUGGCUUC
z-mays UUGA cGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGu uc UCGCGGUAUc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC, UUa gGUGGCUUC
o-sativa UUGA cGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGu g c UCGCGGUAUc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC, UUa gGUGGCUUC
h-vulgare UUGA cGAUG, JUUAUUGAAAA, UCGu g c UCGCGGUAUc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC, UUa gGUaGCUUC
Cons. seq. UUGAUUUACUGCGUGAUGAUUUUAUUGAAAAAGAUCGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUU UCCAUACCAGGUGUUCUGCCc GUGGCUUC
Cons. struct. KKKKKKKK LL LL MVM MVM
Cons. struct. )))))))) C )) ((( 1))

1401 1410 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
c-reflexa AGGGGGUAUUCACGUUI g GCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGYGGAGGAACUUUAGGg CACCCc UGGGGU
i-purpurea AGGGGGUAUUCACGUUI UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGaGGAGGAACUUUAGGg CACCCUUGGGGU
n-acuminata AGGaGGUAUUCACGUU! UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGU
n-otophora AGGaGGUAUUCACGUUI UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGU
n-tabacum AGGaGGUAUUCACGUUI UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGU
p-hybrida AGGaGGUAUUCACGUUI UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGU
o—-corymbosa uUGGUGGUAUUCACGUU UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUg CAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGU
f-pringlei gGGGGGUAUUCACGUU UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGg CACCCUUGGGGY
a-rosea gGGaGGUAUUCACGUU UGCUCUa ACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUACAGUUUGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGY
s—oleracea AGGc GGUAUUCACGUUI UGCUCUa ACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUACAGUUUGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGY
b-alba 9GGaGGUAUUCACGUUI UGCUCUa ACCGAGAUCUUc GGaGAUGAUUCCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGg
g-pharnaci 9GGaGGUAUUCACGUUI c GCUCUa ACCGAGAUCUUUGGUGAUGAUUCUGUACUACAGUUCGGUGGYGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGA
g-hirsutum 9gGGGGGUAUUCACGUUI UGCUu UGACCGAGAUCUUUGGaGAUGAUUCE GUACUACAa UUCGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGA
p-deltoides ~ gGGGGGUAUUCACGUU! UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGaGAUGAUUCC GUACUACAa UUCGGUGGAGGAACUUUAGGY CACCCUUGGGGA
a-thaliana AGGGGGUAUUCACGUU UGCUu UGACCGAGAUCUUUGGaGAUGAUUCUGUACUACAa UUCGGUGGAGGAACUUUAGGE CACCCUUGGGGA
n-munroi AGGGGGUAUUCAUGUU aGCUCUGACCGAaAUCUUUGGaGAc GAUUCUGUAU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGA
n-tenuifoli AGGGGGUAUUCAUGUU aGCUCUGACCGAaAUCUUUGGaGAc GAUUCc GUAU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGA
s-italica AGGGGGUAUUCAUGUU aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGaGAc GAUUCUGUAU UACAa UUuGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGA
z-mays uGGGGGUAUUCAuUGUU aGCUCUGACCGAaAUCc UUGGaGAUGAUUCaGUAuU UACAa UUuGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGA
o-sativa AGGGGGUAUUCAuUGUUI aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGaGAUGAUUCUGUAuU Ug CAa UUuGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGU
h-vulgare AGGUGGUAUUCAUGUU aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGGGAC GAUUCUGUAU UACAa UUuGGUGGAGGAACUUUAGGACAU CCUUGGGGY
Cons. seq. AGGGGGUAUUCACGUUUGGCAUAUGCCUGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGa
Cons. struct. NNN NNN
Cons. struct. (cC )))

1501 1510 1520 1530 1550 1570 1580 1590 1600
c-reflexa AAUGCg CCgGGUGCCGUAGCUAAUCGAGUC ICUAGA; UGUGUACAAG GGu CGUGAUCUUGCUCagGAaGGc AAUGAc AUUc UuC
i-purpurea AAUGCg CCaGGUGCCGUAGCUAAUCGAGUC ICUAGA; UGUGUACAAG GGACGUGAUCUUGCUCGgGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
n-acuminata AAUGCg CCaGGUGCCGUAGCUAAUCGAC UAS ICUAGA; UGUGUACAAG GGACGUGAUCUUGCUCagGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
n-otophora ~ AAUGCg CCaGGUGCCGUAGCUAAUCGAC UA ICUAGA UGUGUACAAG GGACGUGAUCUUGCUCa gGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
n-tabacum AAUGCg CCaGGUGCCGUAGCUAAUCGAGUAS ICUAGA UGUGUAaAAG GGACGUGAUCUUGCUCagGAaGGUAAUGAAAUUAUuUC
p-hybrida AAUGCg CCaGGUGCCGUAGCUAAC CGAGUAS ICUAGA UGUGUACAAG GGACGUGAUCUUGCUCaaGAaGGUAAUGAg AUUAUuUC
o-corymbosa AAUGCg CCc GGUGCCGUAGCUAAc CGAGUAS ICUAGA UGUGUAaAAG GGACGUGAUCUUGCUCa UGAGGGUAAUGc AAUUAUCuU
f-pringlei AAUGCACCuGGUGCCGUAGCUAAUCGAGUAS ICUAGA UGUGUACAAG gGGACGc GAUCUUGCUa c UGAGGGUAAUGAAAUUAUCC
a-rosea AAUGCACCgGGUGCuGUAGCg AAUCGAGUAS ICUAGA UGUGUACAAG g GGACGUGAUCUUGCUCGUGAGGGUAAUac AAUUAUUC
s—oleracea AAUGCACCaGGUGCuGUAGCaAAc CGAGUAS ICUAGA UGUGUACAAG g GGACGUGAUCUUGCUCGcGAaGGUAAUac AAUUAUUC
b-alba AAUGCACCgGGUGCUGUAGCg AAUCGAGUAGEg CUAGA UGUGUACAAG g GGACGUGAUCUUGCUCGc GAGGGUg c Uac AAUUAUUC
g—pharnaci AAUGCACCgGGUGCuGUAGCg AAUCGAGUAS ICUAGA UGUGUACAAG GGACGUGAUCUUGCUCGc GAGGGUg ¢ Uac AAUUAUUC
g-hirsutum AAUGCACCgGGUGCCGUAGCUAAUCGAGUAS lu UAGA UGUGUACAAG gGGACGUGACc CUUGCc CGc GAGGGUAAUGAAAUUAUCC
p-deltoides ~ AAUGCACCcGGUGCCGUUGCUAAUCGAGUA ICUAGA UGUGUACAAG g GGACGUGAUCUUGCUCGUGAGGGUAAUGAAAUUAUCC
a-thaliana AAUGCACCgGGUGCCGUAGCc AAc CGAGUAS ICUgGA UGUGUACAAG g GGACGUGAUCUUGCagu cGAGGGUAAUGAAAUUAUCC
n—-munroi AAUGCACCuGGUGCaGUAGCUAAUCGUGUg lu UAGA c UGUGUACAAG! GGg CGUGAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCa
n-tenuifoli AAUGCACCuGGUGCaGc AGCUAAUCGUGUg lu UAGA c UGUGUACAAG! GGg CGUGAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCa
s-italica AAUGCACCuGGUa CgGc AGCUAAUCGUGUg lu UAGA c UGUGUACAAGCc \AGGg CGc GAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCa
z-mays AAUGCACauGGUGCaGc AGCUAAUCGUGUAS lu UAGA c UGUGUACAAG! GGg CGc GAUCUaGCUCGCGA . GGUAC . . AAAUUAUCa
o-sativa AAUGCACCuGGUGCaGc AGCUAAUCGgGUg lu UAGA c UGUGUACAAG GGg CGc GAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCC
h-vulgare AAUGCACCuGGUGCaGc AGCUAAUCGAGUg MUEEYY Mo aaooooaooscoocaleonoooonbo000000000000006000000000000000a
Cons. seq. AAUGCACC.GGUGCc GUAGCUAAUCGAGUAGCUCUAGAAGCAUGUGUACAAGCUOGUAAUGAAGGACGUGAUCUUGCUCGU GAgGGUAAUGAAAUUAUCC
Cons. struct. 000 000 PP PP
Cons. struct. ((( 1)) (( ))

1601 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
c-reflexa Gac AaGCUgGCAAAUGGAGc CCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAaGAGA! gAUU .cUUuaAAc . CcGUGGAUACc UUGGAUccaaa
i-purpurea GCc AGGCUUGCAAAUGGAGCc CCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAGGAGAI! gAUU .aUUuaAAc . CAGUGGAUACc UUGGAUccaga
n-acuminata GCGAGGCUUGCAAAUGGAGEc CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUc AAGUAUGGAAaGAGAUCguAUUUaA. . uUUugc AG . CAGUGGAC guUUUGGAU
n-otophora ~ GCGAGGCUUGCAAAUGGAGCc CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUc AAGUAUGGAAaGAGAUCguUAUUUaA . . uUUugcAG. CAGUGGAC guUUUGGAU. . .
n-tabacum GCGAGGCUUGCAAAUGGAGCc CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAaGAGAUCguUAUUUaA . . uUUugcAG . CAGUGGAC guUUUGGAU. . .
p-hybrida GuGAGGCUUGCAAAUGGAGc CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAaGAGAUCc gAUUUaA . . uUUugcAG . CAGUcGAc guUUUGGAU. . .
o-corymbosa GCGAGGCaUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCcGCUUGUGAgGUAUGGAAaGAGA AAUUI .GUUuaAAG . CAGUaGAUACUUUaGAU. . .
f-pringlei GuGAGGCUac CAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAGGAGA! AAUU .GUUCCAQG . CAaUGGAUACUUUGGAU. . .
a-rosea GCGAGGCUaGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAg a UAUGGAAGGAa Al AAUU .aUUCCCcAG.CAaUGGAUAC. . . .........
s-oleracea GCGAGGCUac CAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAGGAaA| AAUU .aUUCCCcAG.CAaUGGAUAC. . . ... ......
h-alha GORAGGCLIne CAAALIGGAGHICCLGAACHAGCLGCHGCHNIGHGANGUANIGGAAGGAA AUGAAALIIL GUICCAAG CAGHGGALACHILILIGGAL
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7.3. ALIGNMENTS

D—aiwa
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

LLLALLLUY C LAAAULLAGULLUGAALUALLUGLUGLUUGUGAGLUAUGLAAGLAL AAUU . . BUULLC AL . LABUGLBAUALUUUGLAU. . . . .
GCGAGGCUaGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCgGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAaGAa AAUU . .aUUCCc gG . CAGUGGAUAU UUUGGAU
GCGAGGCUaGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAGGCG. AAUU . .aUUCgAAG . CAaUGGAUACUULG. . . . . .
GuGAaGCUaGCAAAUGGAGc CCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAGGAG. AAUU . .aUUCCAAG . CAaUGGAUACgULG. . . . . .
GuGAaGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAaGAGAUCAc AUUUaA . . c UUCCc Aa . CcaUcGAUAaaUUaGAU. . . . .
aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAGUAUGGAAGGC G, AAUU . .GUUCgAgc . CJGUGGAUACc gUaGAUaaggu
aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAGUAUGGAAGGC G, AAUU . .GUUCgcgc . CgGUGGAUACc gUaGAUaaggu
aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAGUAUGGAAGGAG, AAUU agGUUCgAAagCgaUGGAUACccUa . . .. .. ..
aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUg Cc GAACUAGCc GCaGCUUGE GAAa UAUGGAAGGAG, AAUUCcGAuUgGUUUCAAagCgaUGGAUACcala . . ... ...
GaucaGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAa UAUGGAAaGCG. AAUUCGA . .GUUCgAgc . CgGUaGAUAaac UaGAUagcua
Gc GAGGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAGGAGAUCAAAUUUGA . . gUUCC AAG . CAgUGGAUACUUUGGAU. . . . .

xQ Q
(( ))
1701 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

ugauaaaaaacaaagagauaaugaggauAccuuagcggauaaauuauucggAgAuAAg . . . gGAUAGG. gAuAAggAAcuUAAGgAAUUAcaa . .ccucU
ugg.aaauuaaauagaaaugaaauaaauAccuuagcagauaaauuauucggAgAuAAa . . . gGAUAQG. gAgAAggAAcucAAGgAAUUAcccUuccuuc
aaguaaaaaca........ guagAcauuagcagauaaauuagcaggAaAuAAagaagGAUAAG. gAgAAAgAAcuc AAGUAAUUAUCCU. . . . . u

. .aaguaaaaaca. ....guagAcauuagcagauaaauuagcaggAaAuAAagaagGAUAAG . gAgAAAgAAcuc AAGUAAUUAUcCU. . . . . u
.aaguaaaaaca. ....guagAcauuagcagauaaauuagcaggAaAuAAagaagGAUAAG . gAgAAAgAAcuc AAGUAAUUAUcCU. . . . . u
....guagAcauuagcag .gAgAAAgAAcucAAGUAAUUAUCCU. . . . . u

oo a ao 90000000000 00000D0AGD0000 D0 oo .UAaAgAUAAc . . AAUuUAAUUAUUCU. . . . . ©
............................ AC . .o .gAuAAggAuaagAAGagAUaAcguU. . . . ..
....................................................................... uuUAgg CuAAGUAAUUAaUGU. . . . .U
90 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000lEbo0o0o0 ucUAgg CuAAGUAAUUAaUGU. . . . . ©
...aagaaaaaagg. .. ..AaAgAAa auAacucUAggCuAAGUAc UUAaUGU. . . . . u
..... aaaaagaaauc AaAgAAa. ....AUAAG. . ...uccAgguuAAGUAcUUAaUGU. ... .U
........................................................................ AUc . .C. .AGUAAUUACUGU. . .. .c
a a0 a .AUc . .C. .AcUAAUUAaUGU. . . .. u

P g..gcca. .. .. aguAgAuG. . . .AAuUAgauuuAGUAAUUcacGU. . . . . u
c.. .uaaauaaa. ......auAaaaaagaag.uaaaauagaaagAgAaAAaauaaGuUAcGaaAugcAguAa. . ... ... UUcUUcU. . . .. u
c.. .uaaauaaa. . .auAaaaaagaag.uaaaauagaaagAgAaAAaaucaGuUAcGaaAugcAguAa . UUcUUcU. . . .. u
.................... uagaaagAgAaAAaaucaGuUAcGaaAugcAguAa. .. .....UUcUUcU. ....U
......auAaaaaaaaag.caaaauaugaagugAaAAaauaaGuUAuGaaAugAAaugaa.AuGacgUaAUUcU. . . .. u

gac.uaaguggauaaa. ......auuagauagaaa.aaaggucuaaauAaAaAAgaagaGAaAuagaAagAucuugC.ucGUgAaggUaal. . . .. g

1801 1810 1820 1830 8. 1850 1860 1870 1880 1890 1900
CcuucuCUUcu . . . . . .. GAAUUGCAAUUAAAC. . . . . UCGGEBCCABUCUBEE. . . . . ACUA . BBBuacBaaABggu..........
ucUUCUCUUc ucuuaaUUGAAUUGCAAUUCAAC. . . . . UCGGCCCAAUCUUU. . . .. ...ttt
CGUUCUCUUAA. . . .. UUGAAUUGCAAUUAAAC. . Cl . .ACUA.
CGUUCUCUUAA. . UUGAAUUGCAAUUAAAC. . . .ACUA.
CGUUCUCUUAA. . . .. UUGAAUUGCAAUUAAAC. . . . . .. .ACUA.
CGUUCUCUUAA UUGAAUUGCAAUUAAAC. . . . . .. .ACUA.
CGUUCUCUUAA . . UUGAAUUaCAAc UAAAC. . . .ACUAu
CGUUCUCUUAA . . UUGAAUUUCAAUgAAAC. . . . . . .ACUA.

CGgUCUCUUAg UUGAAUUGUAAUUAAACaaa . .. .ACUA.
CGgUCUCUUAA UauAAUUGUAAUUAAAC. . . . . .. .ACUA.
CGgUCc CUUAA. . UUGAAUUGUAAUUAAAC. . V] . .ACUA.
CGgUCc CUaAA. . UUG. . ... UAAUUAAAC. . . .ACUA.

gGUUug....... UUGAAUUGCAAUUAAA. . . . .c U . .ACUA.
CaUUCUCgUAA. . UUGAAUUGCAAUUAAAuuaaac . .ACUA.
uGUUuUaUUAg . .. ........ UuuAAUUgcAC. . . ..

uaUUCUucUAAuugauUgcAA. .. ... UUAAAU . .
uaUUCUuc UAAuugauUgcAA. .. .UUAAAU . .
uaUUuUucUAAuugauUgcAA. .. .UUAAAU. .
uaUUCcucUAAuugauUgCcAA. . . ... UUCAAU . .
aaaUuauccgAucguaUcaAAaUcuAuUUAAAC. . . . . UBGGCUCAAUCUUUU. . . . ... ...

CGUUCUCUUAA. . . .. UUGAAUUGCAAUUAAAC . . . . . UCGGCCCAAUCUUUU. . . . . ACUA - AAAGGAUUGAGCCG - - - - - - . . . .
RRRR SSSSSSSSS SSSSSSSSS RRRR
(Cee cececcccd 1)) 1))
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126 KAPITEL 7. DOKUMENTATIONEN

Project: rbcL_Alignment_1; Date: Mar 14, 2000 22:26

1 10 50 60 70 80 90 100
c-reflexa . .. .uggucUcuUgguc BARgAAuAaAaUalilic lic @lUu c g UUGE UAAUAUUUC g
i-purpurea C..ooiit ucAAAc AuUcUga g .. .UUGAUAAUAUUA. g
n-acuminata . ucAAAc AuUcUga g . ..UUGAUAAUAUUA. g
n-otophora .. . R R e ucAAAc AuUcUga g .. .UUGAUAAUAUUA. g
n-tabacum .. . e R e uc AcAuUcUga g .. .UUGAUAAUAUUA. g
p-hybrida . . . . e e .. .aUGGUc UAA Ac AuUcUga g . ..UUGAUAAUAUUA . g
o-corymbosa oo a aaa aoa aoa ... .UGGgUcuAguc] uc ucAaAuaUUc UAg . UUGAUAAUAUUA . .
f-pringlei . . . . e e .. .aUGGUc UAA ucAAgcAuUcUgal . . UUGAUAAUUUUA . c
a-rosea .. . .. . R R UggucUAuu cgaAccg UgaUUAg . UUGAUAAUAUUA . .
s-oleracea oo a aa aoo aooo ... .UGGUc UAu c.caU Uag . . UUGAUAAUAUUA. .
b-alba . . . o e . .ugGucUaAu c.cau agc UUGAUAAUAUUA . .
g-pharnaci . . . . o e . .uggUcu Au cgAaccaUy UAg . UUGAUAAUAUUA . .
g-hirsutum . . . . o e . augchuaAu gAa .cciuC. .. ... g..
p-deltoides . . . o e . auGchuA u A, c gaIUAg . UUGAUAAUAUUg . .
a-thaliana . auGchuA uA, clgalUAg . . . ............
n-munroi UCc UUuuuUUauUuA. AUgAgu

n-tenuifoli UCcUUuuuUUauUuA . AUgAgu
s-italica uguga.cauuauauallg ucAuUAaCuuaagcauac UCcUUuuuUUauUuA. AUgAgu
z-mays .uguau. . .acauaflaUga uAcullAaCuuaagcauac .UCcUUuuuUUauUuA. AUgAgu
o-sativa .. .uguacccauuauauaUlgal uAuAUgaaugaaacauauUcaUUaAc UuAAgcAuge . . . . . cCcccAuuUUcuUuA . AUgAgu
h-vulgare  ........ uguacgcauuauaualiga ucAuUAaCCUaAgCaUgC . . o oo oot cCUcaAuuUUcuUuA . AUgAgu
COoNS. SeQ. .. AUGUAUUUGGC . . . . . AAAUCAAAUACC. . .. ...... ugguuuaauAaaaaaa.a.uuUuUcuUUa . . UUGAUAAUAUUA. .
Cons. struct. aaaaaaaaa aaaaaaaaa bbbbbb bbbbbb
Cons. struct. (CCCeeeeC ))))))))) Ceeecc ))))))

101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
c-reflexa UAUUAuUag . .uauuUaguAublu. . . .. ... ..., .. UUCCUuUAuuuAa. .......... Ug AACGg Cg AAUUa AUGUCGAGUAGACCUUG

i-purpurea UAUUAGgau . .uaggUGggA; .GUGA, UCCUGUgAucAaG. . .cU. CAUUAACGCCg AAUUCAUGUCGAGUAGACCUUG

n-acuminata UAUUAGU. UGg AA .GUGA, UCCUaUgAA. . UU. CAUUAACa CggAAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG
n-otophora ~ UAUUAGU. ... . UGgAAI .GUGA, UCCUaUgAA . . UU. CAUUAACa CggAAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG
n-tabacum UAUUAGU. .GUGA UCCUaUgAA . .UU. CAUUAACa CggAAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG
p-hybrida AaUCCUGUg AA . . UU. CAUUAACGCggAAUUCg UGUCGAGUAGACCUUG

cccccccccccc
c
c

o-corymbosa Abc CCUGaAgg . caUU. CAUgc c CGauUc AUUCg UGUCGAGUAGACCUUa
f-pringlei UCCUGUAAA . . .U. . UU. CAUUAACGCCUAAUUCAUGUCGAGUAGACCUUG
a-rosea o oo o0 UCCUaUAAAa .GG. . U. . UU. CAUUAg gGg CUAAUUUAUGUCGAGUAGACCUUG
s-oleracea  .....aU........UGAgAAUUUg............ UgCUaUAAAa .GG. . U. . UU. CAUUAAgGCCUAAUUUAUGUCGAGUAGACCUUG
b-albba .....GU........UGAgAAUUUU............ lUCCUGUAAAa .GG. . U. . UU. CAUUAAgGCCUg AUUU U UGUCGAGUAGACCUUG
g-pharnaci UCCUaUAAAAAGG . . U. . UU. CAUUAAGGCu UAAUUUAUGUCGAGUAGACU UUG
g-hirsutum . .. . e UuCUucgAAaAGG. . U. . UU. CAUUAACuU CCUc AUUuAUa UCGAGUAGACCUUG
p-deltoides UAUUgGU .................. 5 JUCCUGUugAaAGG. . U. .U. . CAUUAACuCCaAuUc CuUaUCGAGUuaACCUUG
a-thaliana . .....U........UGAUAAUUUU. ........... lUCCUGUg AAaAaGg uUaaUUaaAUc uAuu CCUAAUUUAUGUCGAGUAGACCUUG
n—munroi UgaUAu Ua UuuUGc AAA . UUu CAUUuACGCCUAAUc CAUa UCGAGUAGACCUUG
n-tenuifoli UgaUAuUa oo 5a UuuUGC AAA. . GG .. .. .UUuCAUUuUACGCCUAAUc CAUa UCGAGUAGACCc UG
s—italica UgaUAuUa. ....auUGAAuAUEUUuU . . ... ...... UuuUGC AAA. .GG UU. CAUU. ACGCCUAAUc CAUa UCGAGUAGACCc UG
z-mays UgaUAuUa. ... .auUaAAuAUcalu.......... UuuUGCc AAA. .GG UUuCuUU. . CGCCUAAUc C. UaUCGAGUUGuU CCc UG
o-sativa UgaUAuUa. ....auUGAAuAUCUUu . . .. ... ... UuuUGCAAA. .GG. . . . . UUuCAUUUACGCCUAAUc CAUa UCGAGUAGACCc UG
h-vulgare UgaUAuUauauuaauUGAAu u . .uuuguuulac UuuUGCuAA. .aG. . ... UUu CAUUUACGCCUAAUUaAc aUCGAGUAGACCc UG
Cons. seq. UauUagU........ UGAaAAUUUU ............ gUGAAAGAUUCCUGUAAA . AGG. . U. . UU. CAUUAACGCCUAAUUCAUGUCGAGUAGACCUUG
Cons. struct. ccecce ccece

Cons. struct. (C((( )

201 220 240 250 260 270 280 290 300

c-reflexa uuGuu GUGAG; lauuuauuc AUGAGUUGUAGGGAGGaAu UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A

GUGAu AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
GUG . AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
GUG . AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
. AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
p-hybrida UUGUU. 600 . AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
o-corymbosa UUGUU. . ........GUcAGAAUUCUUAAULEC. . ... .. AUGCc GUUGUAUGUAGGGAg g UAUGc CACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
f-pringlei UUGUU. . . .......GUGAGAAUUCUUAAULC. . . . ... AUGAGUUGUAGGGAGGGAU UUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
a-rosea UUGUUuuguu . .guaaaaAuuuaa.aauugaa........... GUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAa UGUUGGAUUUA
s-oleracea UUGcUuuguu . . UgaAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGa AUUUA

i-purpurea UUcUU.
n-acuminata UUGUU.
n-otophora  UUGUU.
n-tabacum UUGUU.

b-alba UuGUUuuguu. . . uaaAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCuU uu UGUUGGAUUUA
g-pharnaci UuGUUuugcu. . ...GUaAaAAUUuaaAAU. . . ... ... uUa AGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
g-hirsutum UUGUU. . . . ao aoo . AUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUC A
p-deltoides  UUGcU. ....... aoo . AUGAGUUGUAGGGAGGGY CUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAa CAgGUGUUGGAUUC A
a-thaliana aoo . AUGAc UUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGg UUC A
n-munroi ~ UcGUU. .........GUGAGAAUUaUUAAU. . . .. . UaAUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
n-tenuifoli . UaAUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
s-italica . AUGA . UUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
z-mays . GAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
o-sativa a a . AUGAGUUGUAGGGAGGGACg UAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
h-vulgare P g u gaGaauuculaaUUcBAagag u u [« UAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAa ACUAAAGCAgGUGUUGGAUUUC
Cons.seq.  UUGUU. ......... GUGAGAAUUCUUAAULC. . . . . .. AUGAGUUGUAGGGAGGGACUUAUGUCACCACAAACAGAGACUAAAGCAAGUGUUGGAUUUA
Cons. struct. ddddd ddddd

Cons. struct. [QQQqs )))))

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
c-reflexa AAGC UAAAGAC UAc AAAUUGACUUAUU ICCc GAuUACGAAACCA, GCAGCAUUCCGAGUC UCAACCc
i—purpurea AAGC laAAAGAC UAc AAAUUGACUUAUU ICCUGACc UAc c AAACCA GCAGCAUUCCGAG UCAACCc
n-acuminata AAGCI UAAAGAg UAc AAAUUGACUUAUU ICCUGAGUAC c AAACCA GCAGCAUUCCGAG UCAACCI
n-otophora  AAGCI UAAAGAg UAc AAAUUGACUUAUU ICCUGAGUAC ¢ AAACCA| GCAGCAUUCCGAG UCAACC
n-tabacum AAGC UAAAGAg UAc AAAUUGACUUAUU ICCUGAGUAC ¢ AAACCA, GCAGCAUUCCGAG UCAACC
p-hybrida AAGC UAAAGAg UAc AAg UUGACUUAUU ICCUGAGUAC ¢ AAg CCA| GCAGCAUUCCGAG UCAACC
o-corymbosa AAGCg UAAAGAg UAc AAAc UGACUUAUU ICCUGAa UAUGAAACCA, GCAGCAUUCCGAG UCAACCI
f-pringlei AAGC UAAAGAUUAUAAAUUGACUUAUU ICCUGAa UAUGAAACCA| GCAGCAUUuU CGAG UCAACC
a-rosea AAGC UAAAGAUUAC AAAUUGACUUAUU ICCUGAGUAUGAAACCCc u UCAACCg
s—oleracea AAGC UAAAGAUUAC AAAUUGACUUAUU ICCUGAGUAUGAAACCc u UCAACCI
b-alba AAGCa UAAAGAUUAC AAAUUGAa UUAUU ICCUc AaUAUc AAc CCcu UCAACCI
g-pharnaci AAGC UAAAGAUUAC AAAUUGACUUAUU ICCUc AaUAUaAAc CCcu UCAACCI
g-hirsutum AAGC UAAAGAg UAUAAAUUGACUUAUU ICCUGAa UAUGAAg u CA UCAACCc
p-deltoides ~ AgGCl UAAAGAUUAUAAAUUGACUUAUU; ICCUGAa UAUGAAACCA, UCAACCI
a-thaliana AAGC UAAAGAg UAUAAAUUGACUUAC U ICCUGAa UAUGAAACCA UCAACC
n—munroi AAGC UAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC U CCgGAGUACGAAACCA UCAg CCc
n-tenuifoli AAGC UAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC U CCgGAGUACGAAACCA UCAgCCc
s—italica AAGC UAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC U CCgGAGUACGAAACCA UCAgCCc
z-mays AAGC UAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC U CCgGAGUACGAAACCA aCAgCuc
o-sativa AAGC UAAgGAUUAUAAAUUGACUUAC U CCgGAGUACGAAACCA UCAgCCg
h-vulgare AAGC UAAAGAUUAUAAAUUGACUUAC U CCaGAGUAUGAAACUA g UCAgCC
Cons. seq. AAGCUGGUGUUAAAGAUUAUAAAUUGACUUAUUAUACUCCUGAg UAUGAAACCAAGGAUACUGAUAUCUUGGCAGCAUUCCGAGUAACUCCUCAACCUGG
Cons. struct. eeeee eeeee frffff fiffff 999999

99
Cons. struct. (CCC( ))))) CCCCCC )))))) CCCee( ))

ana a1n PEY PEY Ann acn acn PEZS aon ann enn
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7.3.

ALIGNMENTS

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n—munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n—munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea

440 450 460 470

GCcGCgGUAGCCGCgGAAUC
GCcGCgGUAGCUGCgGAAUC
GCcGCgGUAGCUGCCGAAU
GCcGCgGUAGCUGCCGAAU
GCcGCgGUAGCUGCCGAAU
GCc GCgGUAGCUGCCGAAU
GCUGCgGUAGCUGCCGAAU
GCc GCAGUAGCUGCCGAAU
GCUGCAGUAGCUGCUGAAUI
GCUGCAGUAGCUGCUGAAUI
GCc GCAGUAGCUGCCGAAU
GCc GCAGUAGCUGCCGAAU
GCcGCgGUAGCUGCUGAAU
GCc GCAGUAGCUGCUGAAU
GCUGCgGUAGCUGCUGAAU
GCUGCAGUAGCUGCgGAAU!
GCUGCAGUAGCUGCgGAAU!
aGCUGCAGUAGCUGCgGAAU!
GCUGCAGUgGCUGCgGAAUC!
GCUGCAGUAGCUGCCGAAU
GCUGCAGUAGCUGCCGAAU

401 410 420
AGUUCCGCCUGAAGAAGCAGGGGCUGCAGUAGCUGCC GAAUCUUCUACUG
gggg hhhh hhhh
1)) ((C 1))

501 520

((((( )))))

550 560 570
aAAg AUCAAUAUAUUG c UUAUGUc GCUUACCCu Ul
aAAg AUCAAUAUAUUG c UUAUGUAGCUUACCCu U
aAAg AUCAAUAUAUUG c UUAUGUAGCUUACCCu U
aAAg AUCAAUAUAUUG c UUAUGUAGCUUACCCu U
aAAg AUCAAUAUAUUG c UUAUGUAGCUUACCCu U
ag Ag AUCAAUU UAUUg c UUAUGUAGCUUACCCu U
ac Ag AUCAAUAUAUC Uc UUAUa UAGCUUACCCu U
Ac AAUCAAUAUAUUG c UUAUGUAGCUUACCCAU
AAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCa UAu CCc Ul
AAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCg UAu CCu Ul
Ac AAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCUUACCCAU
AAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCUUACCCc Ul
AAg AUCAAUAUAUa UGUUAUGUAGCUUACCCu U
AAAAUCAAUU UAUUg c UUAUGUAGCUUACCCc Ul

(e

AAAc UCAAUU UAUUG c g UAUGUAGCUUAU CCc UUA

AAg AUCAAUAUAUC UGUUAUGUAGCUUAU CCAU
AAg AUCAAUAUAUC UGUUAUGUAGCUUAU CCAU
¢ Ag AUCAAUAUAUC UGUUAUa UAGCUUAuU CCAU
c c c AgAUCAAUAUAUC UGUUAUGUAGCUUAU CCAU
AuAAUCAAUAUAUC g c UUAUGUAGCUUAU CCAU

Ac Agc CAAUg g AUc UGUUAUGUAGCUUAU CCAUUA

EE > > > > > >

490 500

G UACAUGGACAACUG Ua UGGACCGA! UGGACUUACCAG UCUUGAUCGU

kkkk Il
)))) ((

590 600

5560060066006006000600

cG

UACAAAGGACGAUGCUACCACAUCGAGCCCGUUCc CUGGAGAAGAAAAUCAAUAUAUUUGUUAUGUAGCUUACCCa UUAGACCUUUUUGAAGAAGGUUCUG

| 1 Tmmmm mmmm

( ))) (C(( 1))

601 610 620
UUACc AACc UGUUUA
UUACc AACAUGUUUA
UUACc AACAUGUUUA
UUACc AACAUGUUUA
UUACc AACAUGUUUA
UUACc AACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAAU AUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAAU AUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA
UUACUAACAUGUUUA

pPpppp 94999
e ((((((

701 710 720 730

AACUUUU CAAGGCCCGCCUCACGGCE AUCCAAG .
AACUUUU CAAGGCCCu CCUCAUGGCc AUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCAUGGgAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGg AUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCAUGGgAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGG CCGCCUCAUGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGG CCGCCUCAUGGYAUCCAAG .
AACUUUCg AgGGu CCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGCC . GCCUCACGGUAUCCc AGg UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
AACUUUCCAAGGCCCGCCUCAUGGC AUCCAQG .
gACUUUU CAAGGCCCa CCUCAUGGUAUg CAAG .
AACUUUCCAAGGa CCa CCUCAUGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCACGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCa Cg CGGUAUg CAAG .
AACUUUCCAAGGU CCGCCUCAUGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGCCCGCCUCAUGGUAUCCAAG .
AACUUUCCAAGGCCCGCCUCACGGUAUCCAAG .

801 810 820

830

850 860
GUUAUCgGCUAAAAACUACGGUAGAGCgGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA! AAAGAUGA
GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCgGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA! AAAGAUGA
n-acuminata GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCuGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA!

rrrr

cc(

1))

nnooooooo

CCOCCCed(

0000000 nn

)00090) )
690 700

AUCUc CGAAUa CCUCCgGCUUAUAC uUAA
AUu Ua CGAAUCCCUa CgGCUUAUAUUAA
AUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
AUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
AUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
AUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUg UuAA
AUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUAUUAA
AUu UGCGAAUCCCUa CUGCg UAUg UuAA
AUu UGCGAAUCCCUg uUGCUUAUg UAAA
AUu UGCGAAUCCCUg uUGCUUAUg UAAA
AUu UGCGAAUCCCUg u UGCUUAUAUAAA
AUu UGCGAg UCCCUau Uu CUUAUAUAAA
AUCUGCGAgUCCCUa CUGCUUAUAUUAA
AUu UGCGAAUuU CCUCCUGCUUAUg UuAA
AUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUAC uAA
AUCUa CGAAUu CCc CCUaCUUAUuc AAA
AUCUa CGAAUu CCc CCUaCUUAUuc AAA
AUCUa CGAAUu CCc CCUGCUUAUg c AAA
AUCUa CGAAUu CCc CCUGCUUAUuUC AAA
AUCUGCGAAUuU CCc CCUaCUUAUuC AAA

Uu AUCUa CGAAUu CCc CCUaCUUAUuCc AAA
UUACUAACAUGUUUACUUCCAUUGUGGGUAAUGUAUUUGGGUUCAAAGCCCUGCGCGCUCUACGUCUGGAGGAUCUGCGAAUCCCUCCUGCUUAUa UAAA

SSSsS ssssrrrr qqqq ppp

qq pp
(e 1)) ) )))))

740 750 760
UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAACGAGAUAAAUUGAAUAAGU;
UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAg AGAGAUAAAUUGAAUAAGU;
UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAg AGAGAUAAAUUGAACAAGU;

UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGU;
UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGU;
UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGU;
UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGU;
UUGAAAGgGAUAAG UUGAACAAGU;
UUGAAAGgGAUAAgG UUGAACAAa U;
UUGAAAGAGAUAAG UUGAACAAGU;

790 800
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCg AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCuAAAUUaGG
UAAACCg AAAUUGGG
UAAACCg AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCu AAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG
UAAACCAAAAUUGGG

UUGAAAGAGAUAAAUUGAACAAGUAUGGUCGUCCCCUAUUGGGAUGUACUAUUAAACC&AAAUUGGG

tttttuuuuuu

CCeeeeeeeed
840

AAAGAUGA!

uuuuuu

22)))) )))))

900
UUU
UUU
UuU
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" vopnua
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.

Cons. struct. I
)

Cons. struct.

c-reflexa
i—purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana

n-munroi CAl

n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.

1101

c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct.  FF
Cons. struct. ) )

GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCc GUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA!
GUUAUCUGCUAAAAACUACGGUAGAGCuGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA!
GUUAUCUGCUAAAAACUAUGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA!
GUUAUCCGCUAAAAACUACGGUAGAGCu ug UUAUGAAUGUCUUCGUGGUGGCe
GUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUc GAGCAGUUUAUGAAg uc CUUCGUGGUGGA!
uUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUc Gec GCAGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA!
GUUAUCUGCUAAAAACUAUGGUc GAGCAGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGA!
GUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUc GAGCgGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGC GGA!
GUUAUCCGCUAAg AACUACGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUa CGuGGc GGy
GUUAUCCGCUAAg AAU UACGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUa CGCGGUGGA!
GUUAUCCGCUAAAAACUAUGGUAGAGCAGUUUAUGAAUGUCUa CGUGGUGGA!
aUUAUCUGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA!
aUUAUCUGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA!
aUUAUCCGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA!
aUUAUCCGCaAAAAAUUACGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA!
aUUAUCUGCaAAAAAUUAUGGUAGAGCAU g UUAUGAg UGUCUa CGCGGUGGA!
aUUAUCCGCaAAAAAUUAUGGUAGAGCg ug UUAUGAg UGUCUa CGUGGUGGA! a

GUUAUCCGCUAAAAACUACGGUAGAGCaGUUUAUGAAUGUCUUCGCGGUGGACUUGAUUUUACCAAAGAUGAUGAAAACGUGAACUCa CAACCAUUUAUG
WW X XXX

O CecC

920

UUAUUY|
UUAUUY|
UUAUUY|
UUAUUY|
UUAUUY|
UUg UUU
UUAUUY|
UUAUUY|
c UAUUU
c UgUUU
UUAUUY|
UUAUUY|
UUAUUY|
UUAUUY|
UUAUUY|
g Uc UUU
g Uc UUU
g Uc UUU
g Uc UUU
gUc UUU
gUc UUY

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

XXX XWW

))))))

1020
AUGc UaAAAAG,
AUGAUGAAAAG,
AUGAUc AAAAG,
AUGAUc AAAAG]

zZ yyy
)))

1010

EEEEEE
CCeeeC

1110
A

Ceeeecc

1201

c-reflexa
i—purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa

rbeL-mRNA:

FFGGGGGGGG HH
(((((((((((( (Cceeeeecc

KAPITEL 7.

AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA
AAAGAUGA

VVVVVVVVVVV

CCeeeeeeecc

ccc
)))

1040

BBBBB
)))))

1050
GUUI
GUUI

cGUUI

uGUUI
cGUUI
cGUUI
GUUI
GUUI
GUUI
cGUUI
Gcg
Ge Ul
GUUI
GUUI
GUUI

GUUI

GUUI

gGUUI

GUUI

GUUI

[N RNINVNN]

1130
UCUACH
UCUACH
UCUACH
UCUACH
UCUACH

EEEEEE NNNN
1)) C((

1230 1240 1250
UGGAGAUCAUAUUCAUUCaGGUACu
UGGAGAUCAUAUUCACgG CgGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC!

UGGgGAUCAUAUUCACUCgGGUAC!

> > > > >

1260

960

VVVVVVVVVVV

1))))))))))

KKKK
1))

Cc GUUAUUGAU
CAGUUAUUGAU
CgGUUAUUGAU
CgGUUAUUGAU
CgGUUAUUGAU
CgGUUAUUGAU
CAGUUAUUGAU
CAGUUAUUGAU
CAGUUAUUGAU,
CAGUUAUUGAU,
CAGUUAUUGAU,
CAGUUAUUGAU
CAGUUAUUGAU,
CAGUUAUUGAU,
CuGUUAUUGAU,
CAGUUAUUGAUA
CAGUUAUUGAUA
CAGUUAUUGAUA
CAGUUAUUGAUA
CAGUUAUUGAU
CAGUUAUUGAU

DDDDDD
CCeecC

LLL
(

1170

Cee(
1270

DOKUMENTATIONEN

QaQac

>>>>>>QQ > > D> >A ]

yyyz
CCC

g
OGUUGGAGAGACOGUUUCUUAUUUUGUGCCGAAGCAAUUUAUAAAUCACAGGCUGAAACAGGUGAAAUCAAAGGGCAUUACUUGAAUGCUACUGCAGGUA
BBBBB CCC

CCeee oc(

CAUGCGAAGAAAUGAUg AAAAGAGCUGUAUUUGCC AGAGAAUUGGGAGUUCCUAUCGUAAUGCAUGACUACUUAACAGGGGGAUUCACUGCAAAUACUAG
JJJ KKKK
1)) (C((

1160

LLLITTTI

11)))))) 1)) ))

1180

UGGC! CCGc uU, UCA u UUC
UUUGGCUCAUUAUUGCOGAGAUAAUGGUCUACUUCUUCACAUCCACCGUGCAAUGCAUGCAGUUAUUGAUAGACAGAAGAAUCAUGGUAUGCACUUCCGU
MMVVIVIVIM MVMVIVIVM 00000
)))))))

((

1280
CGAAAGAGAAAUU
GAAAGAGAgAUu
UGAAAGAGAC AUA,
UGAAAGAGAC AUA,
UGAAAGAGAC AUA,
UGAAAGAGAc AUc
aGAAAGAGAc AUc

Struktur-optimiertes Alignment, Teil 3

DDDDDD
))))))



7.3. ALIGNMENTS

f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
b-alba
g-pharnaci
g-hirsutum
p-deltoides
a-thaliana
n-munroi
n-tenuifoli
s-italica
z-mays
o-sativa
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct. RR RR PP
Cons. struct. ) (( )) )
1301 1310
c-reflexa UUG;
i-purpurea uuG
n-acuminata UUG
n-otophora  UUG]
n-tabacum UUG]
p—hybrida UUG]
o-corymbosa UUG;
f-pringlei uuG
a-rosea UUG|
s-oleracea UUG;
b-alba UUG;
g-pharnaci uuG
g-hirsutum UUG]
p-deltoides  UUG
a-thaliana UUG;
n-munroi UUG;
n-tenuifoli UUG;
s-italica UUG;
z-mays UUG|
o-sativa UUG
h-vulgare
Cons. seq.
Cons. struct. [SSSSS5SSS)
Cons. struct. )))))))))
1401 1410
c-reflexa AGGGGGUAUUCACGUUI UA
i-purpurea AGGGGGUAUUCACGUUI UA
n-acuminata AGGaGGUAUUCACGUU! UA
n-otophora AGGaGGUAUUCACGUUI UA
n-tabacum AGGaGGUAUUCACGUUI UA
p-hybrida AGGaGGUAUUCACGUUI UA
o—-corymbosa uUGGUGGUAUUCACGUU UA
f-pringlei gGGGGGUAUUCACGUU UA
a-rosea gGGaGGUAUUCACGUU UA
s-oleracea AGGc GGUAUUCACGUU UAI
b-alba gGGaGGUAUUCACGUU UA
g-pharnaci gGGaGGUAUUCACGUU cAl
g-hirsutum gGGGGGUAUUCACGUU UA
p-deltoides  gGGGGGUAUUCACGUU UA
a-thaliana AGGGGGUAUUCACGUU UAI
n-munroi AGGGGGUAUUCAUGUU UAI
n-tenuifoli AGGGGGUAUUCAUGUU UAI
s-italica AGGGGGUAUUCAUGUU UA!
z-mays uGGGGGUAUUCAuUGUU UA
o-sativa AGGGGGUAUUCAUGUU UAI
h-vulgare AGGUGGUAUUCAUGUU UA!
Cons. seq.
Cons. struct.
Cons. struct.
1501 1510
c-reflexa AAUGCg CCg
i-purpurea AAUGCg CCal
n-acuminata AAUGCgCCa
n-otophora ~ AAUGCgCCa
n-tabacum AAUGCg CCalf
p-hybrida AAUGCg CCalf
o-corymbosa AAUGCgCCc
f-pringlei AAUGCACCu
a-rosea AAUGCACCg
s-oleracea AAUGCACCal
b-alba AAUGCACCg
g-pharnaci AAUGCACCg
g-hirsutum AAUGCACCg
p-deltoides ~ AAUGCACCc
a-thaliana AAUGCACCg
n-munroi AAUGCACCu
n-tenuifoli AAUGCACCu
s-italica AAUGCACCu
z-mays AAUGCACau!
o-sativa AAUGCACCu
h-vulgare AAUGCACCu
Cons. seq.
Cons. struct. XXX
Cons. struct. )))
1601 1610
c-reflexa
i-purpurea
n-acuminata
n-otophora
n-tabacum
p-hybrida
o-corymbosa
f-pringlei
a-rosea
s-oleracea
h-alha

UGGAGAUCAc AUUCAUUCCcGGUAC
UGGAGAUCAUAUUCAU UCUGGUAC
UGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCAU g CUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUC CAug CUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCACg CUGGUACa
UGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUAC!
UGGAGAUCAUAUUCACg CgGGUACa
gGGgGGAGAUCAUg Uc CACUCcGGUACa
gGGgGGAGAUCAUg Uc CACg Cc GGUACa
g GGgGGAGAUCAUAUc CACUCcGGUACa
gGGgGGAGAUCAUAUC CACUCCcGGUACa
gGGAGAUCAUAUCc CACg CUGGUACa!
gGGAGAUCAUAUc CACUCcGGUACa
GUACUAGCUAAAGCa UUACGUAUGUCUGGUGGAGAUCAUAUUCACUCUGGUACCGUAGUAGGUAAGCUUGAAGGGGAAAGAGAa AUa ACUUUAGGCUUUG

00000
)))))

1320

uuuuuy
CCCeeC

1420

C(

1520
CCGUAGCUAAUCGAGUc
CCGUAGCUAAUCGAGUc
CCGUAGCUAAUCGAC UA
CCGUAGCUAAUCGAC UA
CCGUAGCUAAUCGAGUA
CCGUAGCUAACc CGAGUA(
CCGUAGCUAACc CGAGUA(
CCGUAGCUAAUCGAGUA(
CuGUAGCg AAUCGAGUA(
CuGUAGCaAAc CGAGUA
CuGUAGCg AAUCGAGUA(
CuGUAGCg AAUCGAGUA(
CCGUAGCUAAUCGAGUA(
CCGUuGCUAAUCGAGUA(
CCGUAGCc AAc CGAGUA(
CaGUAGCUAAUCGuUGUg
CaGc AGCUAAUCGUGUg

)))

laCgGc AGCUAAUCGUGUg

CaGc AGCUAAUCGUGUA
CaGc AGCUAAUCGGGUg
CaGc AGCUAAUCGAGUg

AAUGCACC.GGUGCc GUAGCUAAU(XEAGUAGCUCUAGAAGCAUGUGUACAAGCUOGUAAUGAAGGACGUGAUCUUGCUCGU GAgGGUAAUGAAAUUAUCC
AR

1620

GUGAGGCUUGCAAAUGGAGc CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAA
GCGAGGCaUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCc GCUUGUGAgGUAUGGAAA
GUGAGGCUa c CAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAA(
GCGAGGCUaGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAg a UAUGGAA(
GCGAGGCUac CAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAA(
GOGAGGClHIn e CAAALIGGAGLICCIHIGAACHAGCLGCHGCUUGHGAAGLALIGGAAG

UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGA!
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGA!
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGA!
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUg CAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGA!
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGY
UGCUCUa ACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUACAGUUUGGUGGAGGAACUUUAGGA!
UGCUCUa ACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCUGUACUACAGUUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
UGCUCUa ACCGAGAUCUUc GGaGAUGAUUCc GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGA!
c GCUCUa ACCGAGAUCUUUGGUGAUGAUUCUGUACUACAGUUCGGUGGgGGAACUUUAGGA
UGCUu UGACCGAGAUCUUUGGaGAUGAUUCc GUACUACAa UUCGGUGGAGGAACUUUAGGA
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGaGAUGAUUCc GUACUACAa UUCGGUGGAGGAACUUUAGGY
UGCUu UGACCGAGAUCUUUGGaGAUGAUUCUGUACUACAa UUCGGUGGAGGAACUUUAGGC
aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGaGAc GAUUCUGUAU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGaGAc GAUUCc GUAU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGaGAc GAUUCUGUAU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
aGCUCUGACCGAaAUCc UUGGaGAUGAUUCaGUAuU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGaGAUGAUUCUGUAU Ug CAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
aGCUCUGACCGAa AUCUUUGGGGAC GAUUCUGUAU UACAa UUUGGUGGAGGAACUUUAGGA
AGGGGGUAUUCACGUUUGGCAUAUGCCUGCUCUGACCGAGAUCUUUGGgGAUGAUUCuGUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGACACCCUUGGGGa

1530

1630
Gac AaGCUgGCAAAUGGAGc CCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAA
GCc AGGCUUGCAAAUGGAGc CCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAgGUAUGGAA(
GCGAGGCUUGCAAAUGGAGE CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUC AAGUAUGGAAA
GCGAGGCUUGCAAAUGGAGE CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUC AAGUAUGGAAA
GCGAGGCUUGCAAAUGGAGE CCgGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAA

GAAAGAGAAAUC
aGAAAGAGAUAUU
aGAAAGAGAUAUU

GAAAGAGAUAUC

GAAAGAGAUAUC
aGAAAGgGAUAUA,

GAAAGAGAC AUA
aGAc AGgGAgucA,

GAACGUGAAAUA

GAACGUGAAAUA

GAACcGc GAAAUA

GAACcGc GAAAUA

GAAcGcGAAAUg

GAACGCGAAAUg

SSSSSSSSS
ceeeecece ceccecd

1340 1350 1360 1370 1380
AAGUCGUGGUAUUUAUUUCCc CUCAAGAUUGGGUUUCuU uUACCg
AAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUUUCU uUACC,
AAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUC UCuu UACC;
AAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUC UCuuUACC;
AAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUC UCuu UACC;

laGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUC UCuu UACC;
AAGUCGCGGUAUUUAUUUCc Cc CAAGAUUGGGUC UCuc UACCg

laGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACc CAAGAUUGGGUC UCuc UACC;
AAGUCGUGGUAUUUAUUUU Ag UCAAU c UUGGGUUUCCAC ACC;
AAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAuU ¢ UUGGGUUUCCAC ACC;

TTTTTTT TTTTTTT

)))))))
1390 1400

UUa CGUcGCUUC
UUC! uGUGGCUUC
UUC! CGUGGCUUC
UUCH CGUGGCUUC
UUCH CGaGGCUUC
UUCH CGUGGCUUC
UGUg a UuCECGUGGCUUC
UUCH uGUaGCUUC
UUCH CGUuGCuUUC
UUCH uGUuGCuuUC
UUCH CGUuGCuUUC
UUCH CGUuGCuUUC
UUCH CGUaGCUUC

c Aga UCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAU c UUGGGUUUCCAc ACC,
AAGg CGuGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUUUCUAUg CC;
AAGc CGCGGUAUUUAUUUCACUCAAa AUUGGGUc UCuc UACCg
AAGc CGCGGUAUC Uu UUUCACUCAAGAUUGGGUC UCac UACC;
Auc UCGCGGUg Uc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC;
Auc UCGCGGUg Uc Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC;
uuc UCGCGGUAUC Uu UUUCACUCAgGAC UGGGc a UCCAUg CC
uuc UCGCGGUAUC Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC,
ugc UCGCGGUAUC Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC,
ugc UCGCGGUAUC Uu UUUCACUCAgGAC UGGGUa UCCAUg CC,

UUCH CGUGGCUUC
UUCH uGUGGCUUC
UUa gGUGGCUUC
UUa gGUGGCUUC
UUa gGUGGCUUC
UUa gGUGGCUUC
UUa gGUGGCUUC
UUa gGUaGCUUC

UUGAUUUACUGCGUGAUGAUUUUAUUGAAAAAGAUCGAAGUCGCGGUAUUUAUUUCACUCAAGAUUGGGUU UCCAUACCAGGUGUUCUGCCC GUGGCUUC
uuuuuy
))))))

1430

g GCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGgGGAGGAACUUUAGGY Cc UGGGGuU
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGaGGAGGAACUUUAGGY CUUGGGGU
UGCUCUGACCGAGAUCUUUGGGGAUGAUUCC GUACUACAGUUCGGUGGAGGAACUUUAGGA! CUUGGGGU

W
(((

1480

)))

1440 1450 1460 1470 1490 1500

CUUGGGGU
CUUGGGGU
CUUGGGGU
CUUGGGGU
CUUGGGGg
CUUGGGGg
CUUGGGGY
CUUGGGGY
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGA
CUUGGGGU
CUUGGGGg

(((

1570 1580 1590 1600
GGu CGUGAUCUUGCUCagGAaGGc AAUGAc AUUc UuC
GGACGUGAUCUUGCUCGgGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
GGACGUGAUCUUGCUCagGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
GGACGUGAUCUUGCUCagGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
GGACGUGAUCUUGCUCagGAaGGUAAUGAAAUUAUUC
GGACGUGAUCUUGCUCaaGAaGGUAAUGAgAUUAUUC
GGACGUGAUCUUGCUCa UGAGGGUAAUGCc AAUUAUCU
gGGACGCc GAUCUUGCUa c UGAGGGUAAUGAAAUUAUCC
gGGACGUGAUCUUGCUCGUGAGGGUAAUac AAUUAUUC
gGGACGUGAUCUUGCUCGc GAaGGUAAUac AAUUAUUC
gGGACGUGAUCUUGCUCGCc GAGGGUg ¢ Uac AAUUAUUC
GGACGUGAUCUUGCUCGCc GAGGGUg ¢ Uac AAUUAUUC
gGGACGUGAc CUUGCc CGc GAGGGUAAUGAAAUUAUCC
g GGACGUGAUCUUGCUCGUGAGGGUAAUGAAAUUAUCC
gGGACGUGAUCUUGCagucGAGGGUAAUGAAAUUAUCC
GGg CGUGAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCa
GGg CGUGAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCa
AGGg CGc GAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCa
GGg CGc GAUCUaGCUCGCGA . GGUAc . . AAAUUAUCa
GGg CGc GAUCUUGCUCGUGAaGGUAAUGAAAUUAUCC

1550

1540
GA UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUAaAAG
UGUGUACAAG
UGUGUAaAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG
UGUGUACAAG

ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
ICUAGA|
CUAGA
ICUAGA]
uUAGA|
ICUAGA|
ICUgGA|
UUAGA|
UUAGA|
UUAGA|
UUAGA|
UUAGA|
uUAGA|

UGUGUACAAG
c UGUGUACAAG
c UGUGUACAAG
c UGUGUACAAGCc
c UGUGUACAAG
c UG UGUACAAG!

Yoy

))) (( ))
1640 1650 1680 1690 1700
. CcGUGGAUACc UUGGAUccaaa

. CAGUGGAUACc UUGGAUccaga

. CAGUGGACc g uUUUGGAU
. CAGUGGAc guUUUGGAU. . .

. CAGUGGAc guUUUGGAU. . .

. CAGUcGAc guUUUGGAU. . .

. CAGUaGAUACUUUaGAU. . .

. CAaUGGAUACUUUGGAU. . .
.CAaUGGAUAC. . ..........
.CAaUGGAUAC. . ..........
3 CAGIHIGGALIACHLIIGGALL

DOV OOS S S S DO
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130 KAPITEL 7. DOKUMENTATIONEN

D-aa LLLALLLUY C LAAAULLAGULLUGAALUAGLUGLUGLUUGUGAYLUAUGLAAL 50 LC AL . LALUGLAUALUUUGLBAU. . . . .
g-pharnaci GCGAGGCUaGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCYGCUGCUUGUGAgGUAUGGAAA 50 Cc gG . CAGUGGAUAU UUUGGAU
g-hirsutum GCGAGGCUaGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAA( o0 gAAG . CAaUGGAUACUULG. . . . . .
p-deltoides ~ GuGAaGCUaGCAAAUGGAGc CCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAA( o0 CAAG . CAaUGGAUACQULG. . . . . .

a-thaliana GuGAaGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAA o0 CcAa .CcaUcGAUAaaUUaGAU. . . . .

n—-munroi aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAGUAUGGAA( oo gAgc . CgGUGGAUACc gUaGAUaaggu
n-tenuifoli aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAGUAUGGAA( oo gcgc . CgGUGGAUACcgUaGAUaaggu
s-italica aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCc GCaGCUUGUGAAGUAUGGAA( gAAagCgaUGGAUACccUa. . ... ...
z-mays aaGc aGCUUGCAAAUGGAGUg Cc GAACUAGCc GCaGCUUGE GAAa UAUGGAA( CAAagCgaUGGAUACcaUa. . ......
o-sativa GaucaGCUUGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCcGCaGCUUGUGAAa UAUGGAAa oo gAgc . CgGUaGAUAaac UaGAUagcua
NoVUIgarE L e e e
Cons. seq. GcGAGGCUuGCAAAUGGAGUCCUGAACUAGCUGCUGCUUGUGAAGUAUGGAAGGAGAUCAAAUUUGA . . gUUCC AAG . CAgUGGAUACUUUGGAU. . . . .
Cons. struct. aaa bbb bbb aaa

Cons. struct. CCC ceC 1)) )))

1701 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
c-reflexa ugauaaaaaacaaagagauaaugaggauAccuuagcggauaaauuauucggAgAuAAg . . . gGAUAGG. gAuAAggAAcuuUAAGgAAUUAcaa . .ccucU
i-purpurea ugg.aaauuaaauagaaaugaaauaaauAccuuagcagauaaauuauucggAgAuAAa . . .gGAUAGG. gAgAAggAAcucAAGgAAUUAcccUuccuuc
n-acuminata aaguaaaaaca........ guagAcauuagcagauaaauuagcaggAaAuAAagaagGAUAAG. gAgAAAgAAc uc AAGUAAUUAUcCU. . . . . u
n-otophora . .aaguaaaaaca. ....guagAcauuagcagauaaauuagcaggAaAuAAagaagGAUAAG . gAgAAAgAAc uc AAGUAAUUAUCCU. . . . . U
n-tabacum .aaguaaaaaca. ....guagAcauuagcagauaaauuagcaggAaAuAAagaagGAUAAG . gAgAAAgAAc uc AAGUAAUUAUCCU. . . . . u
p-hybrida ....guagAcauuagcag .gAgAAAgAAcuc AAGUAAUUAUCCU. . . . . u
o—-corymbosa oo a ao 90000000000 00000D0AGD0000 D0 oo .UAaAgAUAAc . . AAUuUAAUUAUUCU. . . . . ©
f-pringlei .. AC e .gAuAAggAuaagAAGagAUaAcguU. ... ..
(el U - G 5 o 0 0 0000000000000 00000000000D000000000000000000006003000300000000lASo0000 uuUAgg CuAAGUAAUUAaUGU. . . . . u
s-oleracea 8006 0060000000000600006aa00A000600000000000000000040000000000000000/AS600005 ucUAggCuAAGUAAUUAaUGU. . . . . c
b-alba ...aagaaaaaagg. .. ..AaAgAAa auAacucUAggCuAAGUAc UUAaUGU. . . . . u
g-pharnaci . .... aaaaagaaauc AaAgAAa. . ... AUAAG. . . .. uccAgguuAAGUAcUUAaUGU. . . . . u
gohirsUtUM e B AUc . .C. .AGUAAUUACUGU. . . .. c
p-deltoides . . . . .AUc . .C..AcUAAUUAaUGU. . . .. u
a-thaliana . g..gcca. .. .. aguAgAuG. . . .AAuUAgauuuAGUAAUUcacGU. . . . . u
n-munroi CR. .uaaauaaa. ......auAaaaaagaag.uaaaauagaaagAgAaAAaauaaGuUAcGaaAugcAguAa. ... ... . UlcUUcU. . . .. u
n-tenuifoli c... .uaaauaaa. . .auAaaaaagaag.uaaaauagaaagAgAaAAaaucaGuUAcGaaAugcAguAa . UUcUUcU. . ... u
s—italica L uagaaagAgAaAAaaucaGuUAcGaaAugcAguAa. . ... ... UUcUUcU. . ... u
z-mays ......auAaaaaaaaag.caaaauaugaagugAaAAaauaaGuUAuGaaAugAAaugaa .AuGacgUaAUUcU. . . .. u
o-sativa gac .uaaguggauaaa. ......auuagauagaaa.aaaggucuaaauAaAaAAgaagaGAaAuagaAagAucuugC.ucGUgAaggUaal. . . .. g
h-vulgare o
Cons. seq.

Cons. struct.
Cons. struct.

1801 1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
c-reflexa CcUUCUCUUCU. . . . ... GAAUUGCAAUUAAAC. . . .ucgGc CCauci@llacua . aAaUAcuARaBggl. . . . ... .........

i—purpurea uc UUCUCUUc ucuuaaUUGAAUUGCAAUUCAAC. . . . . UCGGCCCAAUCUUU. . .. ........
n-acuminata CGUUCUCUUAA. . . . . UUGAAUUGCA AAC. . uc Ct o
n-otophora ~ CGUUCUCUUAA . . UUGAAUUGCA AAC. .

n-tabacum CGUUCUCUUAA . . . . . UUGAAUUGCA AAC. . ...

p-hybrida CGUUCUCUUAA. . . . . UUGAAUUGCA AAC. . ...

o-corymbosa CGUUCUCUUAA . . UUGAAUUaCAAc UJAAAC. .

f-pringlei CGUUCUCUUAA . . UUGAAUUuU CA AAAC. ... .UC 6a 5 aaa ccoa
a-rosea CGgUCUCUUAG . . . . . UUGAAUUGU A AACaaa . c UCY ooa . AAAGGAUUGAGCCG . . . .. ... ..
s-oleracea CGgUCUCUUAA. . . .. UauAAUUGUAAUUAAAC. . . . . A . AAAGGAUUGAGCCG. . . . ... ...

b-alba CGgUCc CUUAA. .

g-pharnaci CGgUCcCUaAA. ... . UUG. .. ..
g-hirsutum gGUUug . .

p-deltoides ~ CaUUCUCg

a-thaliana uGUUuUaUU

n—munroi uaUUCUuc UAAuugauUgcAA

n-tenuifoli uaUUCUuc UAAuugauUgcAA.

s—italica uaUUuUuc UAAuugauUgcAA.

z-mays uaUUCcuc UAAuugauUgcAA

o-sativa aaaUuaucc@AucguaUcaAAaUcuAu

h-vulgare  ........... ..

Cons. seq.

Cons. struct. cc

Cons. struct. (( )

rbcL-mRNA: Struktur-optimiertes Alignment, Teil 5



Kapitel 8

Abkiirzungen

A Adenosin

A, Absorption bei Wellenlénge n nm
Abb. Abbildung

ATP Adenosintriphosphat

atpB Gen der S-Untereinheit der ATPase
atpE Gen der e-Untereinheit der ATPase
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Cytidin

Ci Curie

cpm counts per minute

CTP Cytidintriphosphat

d Tage

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphate
ds Doppelstrang-, doppelstringig
DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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GTP

VT

kb

kD

mA
min
mRNA
nt
NTP
PAA
PCR
psaA
psaB
psbA
rbcL
RNA
RNase
rpll4
rpm
rRNA
RubisCO

S

SS

Guanosin

Guanosintriphosphat

Stunde

in vitro-Transkript
Gleichgewichtskonstante

Kilobasen

Kilodalton

molar (mol-171)

Milliampere

Minute

Messenger-RNA

Nukleotide

Ribonukeotidtriposphate
Polyacrylamid
Polymerase-Kettenreaktion

Gen des Chlorophyll-a-Apoproteins Al
Gen des Chlorophyll-a-Apoproteins A2

Gen des D1-Proteins im Photosystem 11

Gen der grofien Untereinheit der RubisCO

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Gen des ribosomalen Proteins L.14
revolutions per minute

ribosomale RNA

Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxidase

Svedberg-Einheit
Sekunde

Einzelstrang-, einzelstrangig
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TGGE

Tris

tRNA

UTP

uv

AG

N,N,N " N ’-Teramethylethylendiamin
Temperaturgradienten-Gelelektrophorese
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Transfer-Ribonukleinsiure

Uridin

unit (Einheit der Enzymaktivitiit)
Uridintriphosphat

Ultraviolett

Volt

Watt

Antisense- (bei RNA/DNA)

Freie Energie
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