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Zusammenfassung

Magnesium ist an einer großen Vielfalt von biochemischen Vorgängen in allen lebenden Zel-
len z.B. als Co-Faktor vieler Enzyme, als Zentralatom des Chlorophylls oder als Regulator von
zellulären Prozessen beteiligt. Weitere Beispiele für seine essentielle Bedeutung sind die Stabi-
lisierung von ribosomalen Untereinheiten und Ribozymstrukturen sowie die Komplexierung von
ATP. Aufgrund seiner besonderen physiko-chemischen Eigenschaften ist das Mg2+-Ion einzig-
artig unter den biologisch relevanten Kationen und deshalb weisen auch die für seinen Mem-
brantransport zuständigen Proteine außergewöhnliche Merkmale auf. Das zur Zeit am besten
untersuchten Transportsystem für Mg2+ ist das bakterielle CorA Protein, gefolgt von seinem
eukaryontischen Verwandten Mrs2p aus der inneren Mitochondrienmembran der Hefe. Weitere
Homologe existieren in den Metazoa und im Reich der Pflanzen, wo sie sogar ganze Genfami-
lien bilden.
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Frage, ob und welche Mitglieder der Arabi-
dopsis thaliana MRS2 Genfamilie zueinander redundant sind. Aus diesem Grund wurden mul-
tiple Arabidopsis Knockout-Linien für die drei eng verwandten Mitglieder MRS2-1, MRS2-5
und MRS2-10 hergestellt und charakterisiert. Die Ergebnisse deuten an, dass die beiden am
nächsten zueinander verwandten Gene MRS2-1 und MRS2-10 funktionell redundant sind und
die Pflanze eines der beiden Proteine für ihr Überleben benötigt. Das MRS2-5 Gen hingegen
schien unter den untersuchten Bedingungen keine essentielle Funktion zu besitzen. Voran-
gegangene Studien zeigten, das ein Knockout für die meisten anderen Mitglieder der Genfa-
milie nicht möglich ist. Für einige dieser Kandidaten konnte durch post-transkriptionelles Gen-
Silencing das Transkriptionsniveau deutlich reduziert werden, ohne jedoch zu einem offensicht-
lichen Phänotyp zu führen.
Aus einer früheren Untersuchung lag bereits eine mrs2-7 Knockout-Mutante mit einem Mg2+-
abhängigen Phänotyp vor, die nun weiter physiologisch charakterisiert werden sollte. Eine ek-
topische Überexpression der codierenden Sequenz von MRS2-7 unter Kontrolle des CaMV
35S Promotors hob diesen Phänotyp vollständig auf, während ein alternatives Konstrukt mit
der genomischen DNA und dem endogenen Promotor hierzu nicht in der Lage war. Die Über-
expression von MRS2-7 bewirkte außerdem eine erkennbar gesteigerte Toleranz gegenüber
toxischen Al3+-Ionen bei Wachstum unter sauren pH-Bedingungen.
Um das Wissen über die subzelluläre Lokalisation der verschiedenen MRS2 Proteine zu er-
weitern, wurden einige Mitglieder der Genfamilie in co-translatorischer Fusion mit den grün
fluoreszierenden Protein in Epidermiszellen von Tabakblättern transient exprimiert. Alle sechs
untersuchten Proteine konnten unabhängig von der Positionierung des Reporters im Endo-
membransystem der Zelle detektiert werden. Diese Ergebnisse müssen jedoch kritisch hinter-

xv



xvi Kapitel 0. Zusammenfassung

fragt werden, da ein Versuch die mrs2-7 Knockout-Mutante mit einem MRS2-7:GFP Fusions-
protein zu komplementieren nicht gelang. Die stabile Expression dieses Konstruktes führte in
Arabidopsis zu keiner erkennbaren Fluoreszenz, und nur ein deutlich verkürztes Fusionsprote-
in konnte immunologisch nachgewiesen werden.
Ein vielseitiges Instrument um die Funktion eines unbekannten Proteins zu untersuchen ist die
Verwendung eines heterologen Expressionssystems. Mit Hilfe der mrs2∆ Mutante der Bäcker-
hefe Saccharomyces cerevisiae wurden neun Mitglieder der MRS2 Genfamilie als funktionel-
le Magnesiumtransporter identifiziert. Durch Transportmessungen mit einem Mg2+-sensitiven
Farbstoff konnten die Aufnahmekapazitäten der einzelnen MRS2 Proteine bestimmt werden.
Als ein alternatives System zur funktionellen Charakterisierung von Mg2+-Transportproteinen
wurde durch die Anwendung von homologer Rekombination ein Escherichia coli Stamm er-
zeugt, dem seine beiden endogenen Magnesiumtransporter CorA und MgtA fehlen. Dieser
Stamm benötigt für sein Wachstum im Gegensatz zum Wildtyp oder den ∆corA bzw. ∆mgtA
Einzelmutanten zusätzliches Magnesium im Medium. Erste Versuche zur Komplementation der
∆corA ∆mgtA Doppelmutante mit den pflanzlichen MRS2 Proteinen waren allerdings erfolg-
los.



1. Einleitung

In den Lebenswissenschaften sind trotz bahnbrechender Erkenntnisse über die Grundlagen
des Lebens und die Entdeckung zahlreicher biologischer Mechanismen innerhalb der letzten
Jahrzehnte immer noch mehr Fragen offen als beantwortet. Die Erforschung von Genom, Tran-
skriptom, Proteom und sogar Metabolom eines einzelnen Organismus produziert eine Fülle an
Daten, welche zwar viele Einsichten gewähren, aber gleichzeitig deutlich machen, wie komplex
und unverstanden die meisten zellulären Vorgänge nach wie vor sind. Im Vordergrund steht
derzeit die Bemühung, durch molekulare und physiologische Untersuchungen die Gesamtheit
der Funktionen einer Zelle, eines Gewebes oder ganzen Organismus - von den Erbanlagen
über den Stoffwechsel bis zum Verhalten - zu kennen und zu verstehen. Als Modelle stehen
hierfür inzwischen viele gut charakterisierte und im Labor leicht zu handhabende Bakterien,
Pilze, Tiere und Pflanzen als Vertreter für die drei Domänen des Lebens zu Verfügung.
Innerhalb solcher Organismen spielen eine Vielzahl von organischen und anorganischen Mo-
lekülen unterschiedlicher Komplexität eine entscheidende Rolle für deren Erhalt oder Vermeh-
rung. Einige dieser Moleküle haben Bedeutung für den Aufbau oder die Bewegung einer Zelle
sowie deren Unterteilung in abgetrennte Reaktionsräume. Wiederum andere sind wichtig für
die Vervielfältigung, Reparatur und Umsetzung der Erbinformation, die Katalyse biochemischer
Prozesse wie z.B. der Bereitstellung von Energie oder die Signalerkennung und -übertragung.
Anorganische Ionen sind aufgrund ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften als Co-
Faktoren an nahezu all diesen Prozessen beteiligt und ihr Vorhandensein unterliegt einer stren-
gen Kontrolle durch die Zelle.

1.1. Die biologische Bedeutung von Magnesium gegenüber ande-
ren anorganischen Ionen

Magnesium gehört zu den Erdalkalimetallen und ist das achthäufigste Element in der Erdkrus-
te. Da viele Magnesiumsalze sehr gut in Wasser löslich sind, ist die reichhaltigste Quelle von
ionisiertem Mg2+ die Hydrosphäre mit Konzentrationen von durchschnittlich 54 mM in Seewas-
ser und 0,05 - 0,5 % im Boden bzw. 125µM - 8,5 mM in Bodenlösungen (Epstein und Bloom
2005; Maathuis 2009; Karley und White 2009). Mg2+ besitzt im Gegensatz zum flexibleren
Ca2+ immer die Koordinationszahl 6 und seine 90 ○ Bindungswinkel sind sehr starr. Dadurch
kann es als Co-Faktor verschiedene Enzym-Substrat-Komplexe stabilisieren oder beispielswei-
se Wassermoleküle an entscheidende Stellen innerhalb aktiver Zentren platzieren. Eine wei-
tere Besonderheit ist neben der hohen Ladungsdichte der fast 400 fache Volumenunterschied
zwischen hydratisiertem (r = 4,76 Å) und dehydratisiertem (r = 0,65 Å) Mg2+ gegenüber dem
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nur 25 fachen Unterschied bei Ca2+ (Maguire und Cowan 2002). Magnesium ist das häufigste
divalente Kation in Zellen, wo es zu etwa 50 % an ATP gebunden vorliegt. Bei der Hydrolyse
von ATP und dem Transfer der Phosphatgruppe dient die Komplexierung zu Mg⋅ATP nicht nur
der Bindung oder dem Ladungsausgleich, sondern ist aufgrund der Eigenschaften von Mg2+

als Lewis-Säure bereits Teil der enzymatischen Katalyse (Cowan 2002). Darüber hinaus ist
Magnesium an unzähligen anderen metabolischen Prozessen als essentieller Co-Faktor oder
Regulator beteiligt. Im Nukleinsäuremetabolismus besteht seine Funktion neben der Neutrali-
sierung der negativen Ladung von Phosphatresten in der Etablierung von dreidimensionalen
Ribozymstrukturen bzw. deren autokatalytischer Aktivität (Sreedhara und Cowan 2002) und
ähnliches gilt für die Stabilisierung der ribosomalen Untereinheiten (Sperrazza und Spremulli
1983). Die Bindung von Magnesium und Calcium an polare Kopfgruppen von Phospholipiden
und die daraus entstehende Quervernetzung beeinflusst außerdem die Stabilität von Biomem-
branen (Bara et al. 1988). Im Gegensatz zur unmittelbaren Signalwirkung von Ca2+ als second
messenger ist die regulatorische Funktion von Mg2+ eine langfristige Modulation von zellulären
Prozessen (Grubbs und Maguire 1987).

1.1.1. Untersuchungen von Magnesiumtransport bei Prokaryonten

In physiologischen Untersuchungen von Prokaryonten wie Escherichia coli wurde bereits in
den späten 60er Jahren des letzten Jahrhunderts ein spezifisches Transportsystem für die ak-
tive Mg-Aufnahme aus der Umgebung über Proteine in der Plasmamembran erkannt. Hinwei-
se hierfür waren Temperaturabhängigkeit der Aufnahmekinetik, die Unterdrückung des Trans-
ports durch Entkopplung des Protonengradienten sowie Selektivität des Transportes gegen-
über Kalium und Calcium (Lusk et al. 1968; Silver 1969). Eine kompetitive Hemmung der Mg-
Akkumulation lässt sich durch nichtphysiologische Konzentrationen von Mangan und Cobalt
im Medium beobachten (Silver und Clark 1971; Nelson und Kennedy 1971). Durch weiterfüh-
rende Experimente wurden zwei unabhängige Transportsysteme charakterisiert, von denen
System I konstitutiv vorhanden und zum Transport von Co2+ in der Lage ist. Das System II
wird in seiner Expression durch hohe Mg-Konzentrationen im Medium unterdrückt und besitzt
keine Affinität zu Co2+ (Nelson und Kennedy 1972). Neben den bereits erwähnten biologischen
Funktionen von Magnesium entdeckte man bei pathogenen Bakterien wie Salmonella typhimu-
rium seine essentielle Bedeutung als regulatorisches Signal für die Virulenz (García-Véscovi
et al. 1996).

1.1.2. Beteiligung von Magnesium in der Eukaryontenphysiologie

Eukaryonten haben im Gegensatz zu den Prokaryonten zahlreiche intrazelluläre Kompartimen-
te wie beispielsweise Mitochondrien, den Golgi-Apparat und das endoplasmatische Retikulum
welche den Transport von Magnesium über weitere Membranen erfordern. Bei Pilzen wurde die
energieabhängige und kompetitive Aufnahme von Magnesium und anderen divalenten Katio-
nen durch ein gemeinsames Transportsystem noch vor dem der Einzeller beschrieben (Roth-
stein et al. 1958; Fuhrmann und Rothstein 1968). Bereits 1957 konnten Physiologen große
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Mengen von Magnesium in den Muskelzellen von Säugetieren messen und ab den frühen
1970er Jahren entdeckte man Magnesium als Regulator für die Muskelkontraktion und den
Ionenfluss über Zellmembranen von Nervenzellen. Erst in den folgenden Jahrzehnten wurde
nach und nach die Möglichkeit eines Mechanismus für aktiven Magnesiumtransport und die
Beteiligung von intrazellulären Kompartimenten an der streng regulierten Mg2+-Homöostase
erkannt (Romani und Scarpa 1992). Die hohen Magnesiumkonzentrationen in Zellen sind ent-
gegen früherer Annahmen nicht statisch. Sie unterliegen signifikanten Änderungen unter der
Kontrolle einer Vielzahl von Hormonen und anderen Auslösern, was wiederum ihre physiolo-
gische Relevanz für die Regulation von Zell- und Gewebefunktionen verdeutlicht (Romani und
Maguire 2002). Freie cytosolische Mg2+-Konzentrationen ([Mg2+]cyt ) werden für Säugetiere mit
0,5 - 0,7 mM angegeben, wobei die Gesamtmenge pro Zelle zwischen 14 und 20 mM liegt. Die
Menge an freiem Mg2+ in der Mitochondrienmatrix ist mit 0,8 - 1,2 mM gegenüber dem Cy-
tosol deutlich erhöht (Romani 2007). Die Fähigkeit von Wirbeltierzellen, [Mg2+]cyt trotz großer
Schwankungen in der Gesamtmenge konstant zu halten, wird neben der Aufnahme in Orga-
nellen und Na+-abhängiger Verdrängung vor allem der Komplexierung mit ATP und anderen
Verbindungen zugeschrieben (Gabriel und Günzel 2007).

Ernährungsphysiologische Bedeutung von Magnesium in Pflanzen

Magnesium macht in Pflanzen durchschnittlich etwa 0,2 % der Trockenmasse (TM) aus und ist
damit das dritthäufigste anorganische Element nach Kalium (1 %) und Calcium (0,5 %). Im Ver-
gleich verschiedener monokotyler und dikotyler Nutzpflanzen variieren die Konzentrationen für
Mg (0,05 - 1 % TM), K (0,8 - 8 % TM) und Ca (0,1 - 6 % TM) zwischen ober- und unterirdischen
Organen, einzelnen Blattgeweben sowie in Abhängigkeit vom Genotyp und der Verfügbarkeit
im Boden (Epstein und Bloom 2005; Conn und Gilliham 2010). Die Gesamtmenge an Magnesi-
um innerhalb von Blattzellen liegt im Bereich von 2 - 10 mM und kann in den Speichervakuolen
von Fichtennadeln Konzentrationen zwischen 13 - 17 mM in Mesophyllzellen und sogar 16 -
120 mM in Epidermiszellen erreichen. Der Transport von Mg über den Tonoplasten bestimmt
die Homöostase im Cytosol und den Organellen und reguliert darüber hinaus das Anion-Kation
Verhältnis und den Turgor der Zelle (Marschner 1995). Die Konzentration an freiem cytosoli-
schem Mg2+ entspricht durchschnittlich nur etwa 0,5 mM. Sie liegt damit deutlich unterhalb der
Konzentration von 50 - 80 mM für cytolisches K+ jedoch über den 100 nM an cytosolischem
Ca2+ (Maathuis 2009). Die Konzentration von freiem Mg2+ im Chloroplasten hängt sehr stark
vom Wechsel zwischen Licht und Dunkelheit ab und ändert sich augenblicklich von 2,5 - 3 mM
im Dunkeln zu 0,2 mM beim Übergang zur Helligkeit, kehrt aber nach wenigen Minuten wieder
auf das ursprüngliche Niveau zurück. Die Mg2+-Verteilung in den verschiedenen Kompartimen-
ten des Chloroplasten ist sehr ungleichmäßig. So liegt die Gesamtkonzentration von freiem
und gebundenem Magnesium im Stroma bei ungefähr 5 mM und innerhalb des Thylakoidlu-
mens im Bereich von 50 mM. Bei Mitochondrien fällt die Konzentrationsänderung nach dem
Wechsel deutlich geringer aus und liegt im Durchschnitt bei 2 mM mit kurzfristiger Verringerung
auf 1 mM beim Übergang Dunkel-Hell bzw. Erhöhung auf 3 mM beim Übergang Hell-Dunkel
(Igamberdiev und Kleczkowski 2001; Shaul 2002).
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Unter den zahlreichen physiologischen Funktionen von Magnesium in Pflanzen sind die des
Zentralatoms im Porphyrin der Chlorophyllmoleküle und seine Beteiligung an Licht- und Dun-
kelreaktion der Photosynthese die bekanntesten. Nicht nur ein Mangel, sondern auch ein Über-
schuss von Magnesium im Cytosol kann sich negativ auf die Photosyntheserate auswirken.
Dies kann z.B. über die Ansäuerung des pH-Wertes im Stroma der Chloroplasten durch Blo-
ckierung des K+/H+-Antiports über die Hüllmembran geschehen (Berkowitz und Wu 1993).
In Abhängigkeit von Licht aktiveren erhöhte Magnesiumkonzentrationen im Stroma die Enzy-
me Fructose-1,6-bisphosphatase und Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase, welche im Calvin-
Benson-Zyklus das CO2-Akzeptormolekül Ribulose-1,5-bisphosphat regenerieren (Epstein und
Bloom 2005). Die Bindung von chloroplastidärem Mg2+ an die Ribulose-1,5-bisphosphat-carbo-
xylase/-oxygenase (RuBisCO) erhöht zusätzlich deren Affinität gegenüber CO2 und steigert
damit die Umsetzungsrate der Kohlenstofffixierung. Außerdem ist der lichtinduzierte Mg2+/H+-
Antiport über die Thylakoidmembran wichtig für die Regulation des pH-Wertes und den La-
dungsausgleich im Thylakoidlumen (Marschner 1995). Die Aktivität von H+, K+ und Ca2+ Trans-
portern in der Plasmamembran wird ebenfalls durch die Verfügbarkeit von Mg beeinflusst
(Shabala und Hariadi 2005). Eine unzureichende Versorgung mit Magnesium beeinträchtigt
die Mobilisierung und Verteilung von Aminosäuren und nichtstrukturellen Kohlenhydraten wie
Stärke bzw. Saccharose und führt schon frühzeitig zu deren Akkumulation in Mg-defizienten
Blattgeweben. Dies geschieht möglicherweise durch die Inhibierung einer Mg-abhängigen P-
Typ-ATPase, welche unter Normalbedingungen den für die Phloembeladung nötigen Proto-
nengradienten erzeugt (Cakmak et al. 1994). Mg-Mangel erhöht darüber hinaus die Aktivität
von H2O2-abbauenden Enzymen (Katalasen) und ruft in photosynthetisch aktiven Geweben
Chlorosen bzw. Nekrosen hervor (Cakmak 1994). Dies ist eine Folge der Akkumulation von
Kohlenhydraten in den Blättern, welche die Oxygenasereaktion der RuBisCo verstärkt und zur
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies führt (Shaul 2002). Die verringerten Transkriptmengen
von Cab2 (Chlorophyll A/B-binding protein 2) in Pflanzen mit Mg-Defizienz sind möglicherweise
ebenfalls für den Rückgang von Chlorophyllgehalt und photosynthetischer Aktivität verantwort-
lich (Hermans und Verbruggen 2005). Eine Erhöhung des Biomassenverhältnisses von Wurzel
zu Sproß ist im Gegensatz zu Stickstoff- und Phosphormangel bei niedriger Mg-Verfügbarkeit
nicht zu beobachten (Hermans et al. 2006).

Aufnahme und Transport von Magnesium und anderen Nährstoffen in der Pflanze

Die Verfügbarkeit der organischen und anorganischen Nährstoffe im Boden ist stark vom vor-
herrschenden pH-Wert abhängig und die höchste Löslichkeit liegt für die meisten Ionen im Be-
reich zwischen 5 und 7 (Abb. 1.1 a). Positiv geladene Ionen, die an unterschiedliche Bodenpar-
tikel mit negativen Oberflächenladungen gebunden sind, werden durch Protonen oder andere
Kationen verdrängt und gehen in die Bodenlösung über (Abb. 1.1 b). Aus diesem Grund bevor-
zugen die meisten Pflanzen leicht saure Böden oder fördern selbst durch Abgabe von Protonen
und Hydrogenkarbonat den Ionenaustausch (Marschner 1995; Epstein und Bloom 2005). Die
Aufnahme der gelösten Nährstoffe erfolgt über die Wurzelhaare und der anschließende Kurz-
streckentransport zum Leitgewebe entweder über Diffusion oder Strömung im Apoplasten oder
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durch Plasmodesmen innerhalb des Symplasten (Abb. 1.1 c). Innerhalb des Cortex erfolgt da-
bei größtenteils der Übergang von apoplastischem zu symplastischem Transport, d.h. die Nähr-
stoffe werden aktiv über eine Zellmembran in das Cytosol aufgenommen. Dies ist nötig, da der
Casparische Streifen in der Endodermis eine hydrophobe Diffusionsbarriere bildet und gelöste
Nährstoffe somit nicht über den Apoplasten in das Leitgewebe gelangen können (Marschner
1995; Epstein und Bloom 2005). Die Messung der Mg-Aufnahmekinetik in Wurzeln zeigt, dass
dessen Transport zur Endodermis über den Apoplasten schneller verläuft als über den Sym-
plasten (Kuhn et al. 2000). Im Leitgewebe erfolgt der Rücktransfer in den Apoplasten durch die
Beladung des Xylems, teilweise entgegen des elektrochemischen Gradienten ([Mg2+]xyl ≙ 0,5 -
1 mM), sowie der Langstreckenstransport zu den Spross- und Blattgeweben über den Transpi-
rationssog. In den Blattgeweben werden die Nährstoffe aus dem Xylem durch die Aufnahme in
die Bündelscheidenzellen entlang ihres elektrochemischen Gradienten entladen und ggf. von
dort über das Phloem wieder zurück in die Wurzel transportiert, so dass einige Nährstoffe per-
manent durch die Leitgewebe zirkulieren. Bei langfristigem Magnesiumdefizit erfolgt dessen
Remobilisierung aus alten und der Transfer in jüngere Blätter, wahrscheinlich unter Beteiligung
des Phloems (Marschner 1995; Epstein und Bloom 2005; Karley und White 2009).
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Abbildung 1.1. Wechselwirkungen bei der Ionenverfügbarkeit in Bodenlösungen, Nährstoffaufnahme und Kurz-
streckentransport zum Leitgewebe in der Wurzel.

(a) Abhängigkeit der relativen Ionenverfügbarkeit in der Bodenlösung vom pH-Wert. (b) Konkurrenz von verschiede-
nen anorganischen Kationen um negative Bindungsstellen auf der Oberfläche von Bodenpartikeln. (c) Querschnitt
durch die Gewebe einer Angiospermenwurzel mit radialem Nährstofftransport von den Wurzelhaaren bis zum Leit-
bündel über den apoplastischen oder symplastischen Weg. Abbildung modifiziert nach Taiz und Zeiger (2002).
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1.2. Ungewöhnliche Transportproteine für Magnesium existieren in
allen Domänen des Lebens

Bedingt durch die genannten physiko-chemischen Besonderheiten des Magnesiumions müs-
sen seine Transportproteine ebenfalls einzigartige Anpassungen aufweisen um (I) das große
hydratisierte Kation selektiv zu erkennen, (II) die eng gebundenen Wassermoleküle zu entfer-
nen und (III) die dehydratisierte Form durch die Membran zu transportieren (Maguire und Co-
wan 2002; Maguire 2006a; Moomaw und Maguire 2008). Es existiert eine Vielzahl von verschie-
denen Genen bzw. Proteinen für unterschiedliche Typen von Magnesiumtransportern, manche
davon sind universell und andere nur in einzelnen Domänen des Lebens vertreten (Shaul 2002;
Gardner 2003; Moomaw und Maguire 2008). Die derzeit am besten charakterisierten Magne-
siumtransporter sind die der Prokaryonten, aber in den letzten Jahren wurden zunehmend so-
wohl verwandte als auch neuartige Transporter in den Eukaryonten entdeckt und beschrieben.
Im Folgenden wird besonders auf die drei unterschiedlichen Klassen von Mg2+-Transportern in
Archaea und Bacteria eingegangen sowie auf deren eukaryontische Verwandte, sofern diese
vorhanden sind.

1.2.1. Typische Magnesiumtransporter der Prokaryonten

Bei der Identifizierung von am Mg2+-Transport beteiligten Proteine gelangen in den 70er und
80er Jahren große Fortschritte in Folge der Entdeckung der Transportsysteme I und II in Esche-
richia coli, welche nach ihren Charakteristika Cor (Cobalt resistance) bzw. Mgt (Magnesium
transport) (Park et al. 1976) benannt wurden. Die Klonierung von drei beteiligten Loci gelang
zuerst in Salmonella typhimurium für CorA (Hmiel et al. 1986) und anschließend für MgtA und
MgtB (Hmiel et al. 1989; Snavely et al. 1989a). Der Verlust von CorA in Salmonella typhimuri-
um verringert den Mg-Einstrom bei Wachstum in Medium mit viel Magnesium, aber zeigt keine
Auswirkung auf den Transport bei niedrigen Mg-Konzentrationen (Hmiel et al. 1986). Die ∆corA
Mutanten weisen keine Anzeichen von Mg-Defizienz auf und der Gesamtgehalt in der Zelle
ist unverändert. Beide Beobachtungen bestätigen, dass mehrere redundante Mg-Transporter
mit unterschiedlicher Regulation vorhanden sind (Snavely et al. 1989b) und erst ein Knockout
aller drei Gene bewirkt, dass Salmonella typhimurium nur bei hohen Magnesiumkonzentra-
tionen im Medium wachsen kann. Die erneute Expression eines der drei Gene hebt diesen
Phänotypen vollständig auf (Hmiel et al. 1989; Kehres und Maguire 2002). Neben den zwei
Transportsystemen CorA und MgtA/MgtB wurde Mitte der 90er Jahren ein dritte Klasse von
Mg-Transportproteinen im Gram-positiven Bakterium Bacillus firmus identifiziert und als MgtE
bezeichnet (Smith et al. 1995).

Struktur und Funktion von CorA und verwandten Proteinen

Die Proteine der CorA Familie sind die mit Abstand am besten untersuchten und wahrschein-
lich primären Magnesiumtransporter der Prokaryonten. Sie sind in Gram-negativen Bakterien
weit verbreitet (Smith und Maguire 1995) und mit wenigen Ausnahmen auch in den Genomen
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anderer Archaea und Bacteria vorhanden (Kehres et al. 1998; Knoop et al. 2005). Alle CorA-
ähnlichen Magnesiumtransporter sind etwa 320 Aminosäuren groß und entsprechen dem “2-
TM-GxN” Bauprinzip mit einer löslichen N-terminalen Domäne, zwei C-terminalen hydropho-
ben Transmembransegmenten sowie einem konservierten “GxN” Tripeptid am Ende der ersten
Transmembrandomäne (TMD). Im Jahr 2006 wurden drei voneinander unabhängige Kristall-
strukturen des CorA Mg2+-Transporters aus Thermotoga maritima mit Auflösungen von 2,9 bis
3,9 Å publiziert, welche den Transporter offenbar in einem geschlossenem Zustand darstellen
(Lunin et al. 2006; Eshaghi et al. 2006; Payandeh und Pai 2006). In diesen Arbeiten ist der
funktionelle CorA Transportkomplex ein Homopentamer mit zwei Transmembrandomänen pro
Monomer und sowohl Amino- als auch Carboxyl-Terminus liegen im Cytosol (Abb. 1.2). Das
N-terminale Ende bildet eine bisher einzigartige α β α Anordnung bestehend aus sieben par-
allelen/antiparallelen β-Faltblättern (β2 ↑ β1 ↓ β3 ↑ β7 ↑ β6 ↓ β5 ↑ β4 ↓), die sich zwischen
zwei Gruppen von α-Helices (α1 α2 α3 und α4 α5 α6) befinden (Abb. 1.2). Eine so genannte
stalk -Helix (α7) verbindet die cytosolische Domäne mit TMD1, und zusammen bilden sie ei-
ne trichterförmige Struktur unterhalb der Zellmembran. Die zehn Transmembransegmente der
fünf Untereinheiten bilden die membranständige Domäne, in der die α-Helices von TMD2 einen
äußeren Ring um die aus den TMD1 α-Helices bestehende Pore formen. Diese Transmembran-
bereiche enthalten neben anderen - für die Transportfunktion essentiellen Aminosäuren - das
CorA Leitmotiv der Prokaryonten “YGMNF” (Smith et al. 1998b; Szegedy und Maguire 1999).
Bei allen bisher bekannten CorA Orthologen befinden sich keine negativen Seitenreste in die-
sen Domänen, so dass der Mg-Einstrom ohne elektrostatische Interaktion stattfinden muss.
Trotz geringer Sequenzähnlichkeiten sind alle CorA Proteine in den Sekundär- und Tertiärstruk-
turen bis auf die äußersten N-terminalen β-Faltblätter selbst zwischen Pro- und Eukaryonten
hoch konserviert (Lunin et al. 2006; Maguire 2006a; Maguire 2006b). Auch die Membrantopo-
logie sowie die Kristallstruktur der cytosolischen Domäne von ZntB entsprechen der von CorA
(Caldwell und Smith 2003; Tan et al. 2009).
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Abbildung 1.2. Kristallstrukturanalyse des CorA Mg2+-Transporters aus dem Bakterium Thermotoga maritima.

Schematische Darstellung des CorA Pentamers in der Membranebene (links) und Aufbau einer einzelnen Unter-
einheit (rechts) mit TMD2 (dunkelblau), der stalk -Helix mit TMD1 (hellblau), den willow-Helices (violett) und den
verbleibenden α-Helices (rot) bzw. β-Faltblättern (gelb). Abbildung modifiziert nach Lunin et al. (2006).
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Die CorA Superfamilie lässt sich in die Gruppen CorA-I und CorA-II mit bzw. ohne “MPEL” Motiv
im kurzen Bereich zwischen den beiden TMD unterteilen (Smith und Maguire 1995; Kehres et
al. 1998; Kehres und Maguire 2002; Knoop et al. 2005). Die CorA-I Gruppe besteht aus den
Untergruppen A und B wobei die Mitglieder der Untergruppe B (z.B Salmonella typhimurium
und Escherichia coli) möglicherweise eine andere Topologie (drei TMD und Homotetramer)
besitzen als Thermotoga maritima (zwei TMD und Homopentamer) aus Untergruppe A (Smith
et al. 1993a; Warren et al. 2004; Wang et al. 2006; Niegowski und Eshaghi 2007). Die Mit-
glieder der CorA-II Gruppe sind möglicherweise für den Export von bisher nicht identifizierten
Ionen verantwortlich, transportieren aber kein Magnesium (Kehres und Maguire 2002). Über die
phylogenetische Verwandschaft hinaus sind CorA Transporter bei Archaea und Bacteria funk-
tionsgleich und ein prokaryontisches CorA kann sogar sein eukaryontisches Homolog Mrs2p
ersetzen (Smith et al. 1998a; Bui et al. 1999; Gregan et al. 2001b). Innerhalb der Prokaryonten
existieren außerdem CorA-ähnliche Proteine wie der Zn2+-Transporter ZntB aus Salmonella ty-
phimurium, welcher statt des “GMN” Motivs der Magnesiumtransporter ein “GVN” besitzt. Eine
Salmonella ∆zntB Mutante besitzt erhöhte Sensitivität gegenüber Zn2+ und Cd2+, wird jedoch
von den CorA Substraten Co2+ und Ni2+ nicht beeinflusst. Im Unterschied zum CorA aus Me-
thanococcus jannaschii ist der ZntB Transporter offenbar nicht in der Lage, die Aufnahme von
Mg2+ in die Salmonella Tripelmutante zu vermitteln (Worlock und Smith 2002).
Untersuchungen zur Interaktion von CorA mit Magnesium und anderen Ionen sowie Messun-
gen der Transportkinetik führten zu dem Ergebnis, dass [Co(III)(NH3)6]3+ und Hexaamminkom-
plexe mit anderen Kationen nur diesen Kanal selektiv blockieren. Die Komplexe entsprechen
zwar nicht in der Ladung aber in der Größe dem vollständig hydratisierten Mg-Ion, so dass die-
ses wahrscheinlich aufgrund seines Volumens durch den Transporter erkannt wird (Kucharski
et al. 2000; Hu et al. 2009; Moomaw und Maguire 2010). CorA Proteine transportieren Mg2+,
Co2+ und Ni2+, aber nicht Mn2+, Ca2+, Zn2+ oder Fe2+ (Snavely et al. 1989b; Papp und Maguire
2004; Moomaw und Maguire 2008). Die Km-Werte für Mg2+, Co2+ und Ni2+ sind 10 - 20µM,
20 - 40µM bzw. 200 - 400µM, d.h. unter physiologischen Bedingungen kommt nur Magnesium
als Substrat in Frage, da die anderen Ionen bei diesen Konzentrationen auf Salmonella bereits
toxisch wirken (Hmiel et al. 1986; Snavely et al. 1989b; Kehres und Maguire 2002; Wang et al.
2006; Maguire 2006b). Die treibende Kraft für die Magnesiumaufnahme von Bakterienzellen
durch den CorA Transporter ist das einwärts gerichtete negative Membranpotential (∆Ψ) von
etwa 150 mV (Froschauer et al. 2004). Bei hoher Mg-Verfügbarkeit im Medium kann CorA in
Salmonella auch den Austritt von Magnesium vermitteln, jedoch nur wenn eine Konzentration
von 0,5 mM überschritten wird und darüber hinaus entweder der CorB, CorC oder CorD Locus
intakt vorliegt (Gibson et al. 1991). Die Funktion der Genprodukte aus diesen drei Loci im Zu-
sammenhang mit dem CorA Transportsystem ist derzeit nicht bekannt.
Die Regulation des Transports von Magnesium über CorA erfolgt nicht auf der Transkripti-
onsebene, da der Kanal gemäß den bislang durchgeführten Promotorstudien konstitutiv und
gleichmässig exprimiert wird (Smith et al. 1998c; Tao et al. 1998). Offenbar erlaubt ein Sensor
für [Mg2+]cyt in der N-terminalen Domäne über die Koordination von Mg2+ mit Carboxylatresten
von Asparagin- und Glutaminsäuren eine allosterische Regulation, in dem er die Konformation
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des geschlossenen Kanals stabilisiert. Bei niedrigen cytosolischen Magnesiumkonzentrationen
könnten diese Metallbindungsstellen frei voliegen und somit eine Konformationsänderung und
die Öffnung des Kanals bewirken (Niegowski und Eshaghi 2007; Payandeh et al. 2008; Cha-
krabarti et al. 2010; Dalmas et al. 2010).

Struktur und Funktion von MgtA/MgtB

In Bakterien wurden MgtA und MgtB wenige Jahre nach CorA durch die Komplementation ei-
ner Salmonella Mutante als alternative Mg-Transportsysteme kloniert (Hmiel et al. 1989). Beide
Proteine sind P-Typ ATPasen (Tao et al. 1995; Snavely et al. 1991a), und zu MgtA und MgtB ho-
mologe Transporter sind sowohl in Bacteria als auch Archaea weit verbreitet, allerdings nicht so
ubiquitär wie CorA. In der Familie der Enterobacteriaceae ist in nur drei von zehn untersuchten
Species neben MgtA auch MgtB vorhanden. MgtA stellt also wahrscheinlich den endogenen
Vertreter dar, während MgtB durch Genduplikation und horizontalen Gentransfer in Bakteri-
engattungen wie Salmonella gelangt sein könnte (Blanc-Potard und Groisman 1997; Maguire
2006b). MgtA und MgtB haben aufgrund ihrer Proteinsequenz mit einer Länge von mehr als
900 Aminosäuren und der Topologie bestehend aus 10 Transmembransegmenten eine größe-
re Ähnlichkeit zu eukaryontischen als zu prokaryontischen P-Typ ATPasen (Smith et al. 1993b;
Smith und Maguire 1998). Derzeit sind keine dreidimensionalen Strukturdaten zu den MgtA
oder MgtB Proteinen verfügbar. Die im Allgemeinen angenommene Topologie wird aber durch
die Kristallstruktur einer homologen sarko(endo)plasmatischen P-Typ Ca2+-ATPase aus Wir-
beltieren bestätigt (Toyoshima et al. 2000; Maguire 2006b).
Proteine der MgtA/MgtB Familie transportieren Mg2+ und Ni2+ mit einer Affinität von 5 - 20µM
bzw. 2 - 5µM, jedoch weder Co2+, Ca2+, Mn2+ noch Zn2+ (Snavely et al. 1989b; Maguire
2006b). Die reguläre Funktion einer P-Typ ATPase ist der Transport von Kationen aus dem
Cytosol entgegen ihres elektrochemischen Gradienten unter Aufwendung von Energie, welche
durch die hydrolytische Spaltung von ATP gewonnen wird. MgtA und MgtB transportieren Mg2+

jedoch entlang dieses Gradienten in das Cytosol. Daher ist die physiologische Notwendigkeit
einer ATP-Hydrolyse nach bisherigen Erkenntnissen nicht erklärbar. Die tatsächliche Funktion
von MgtA und MgtB ist möglicherweise nicht die eines Mg-Transporters, so dass Mg2+ nicht
das primäre Substrat sondern einen essentiellen Co-Faktor für den Transport einer bislang un-
bekannten Substanz darstellt (Smith und Maguire 1998; Kehres und Maguire 2002; Maguire
2006b).
Die Regulation von MgtA und MgtB erfolgt in Salmonella durch das PhoP-PhoQ Zwei-Kom-
ponenten-System. Wenn im Medium genug Mg2+ vorhanden ist, bindet es an die PhoQ Mem-
bransensor-Kinase, welche dadurch nicht mehr zur Autophosphorylierung und Transaktivierung
des Transkriptionsfaktors PhoP in der Lage ist (García-Véscovi et al. 1996; Véscovi et al. 1997;
Groisman 2001). Im umgekehrten Fall wird bei Abwesenheit von Magnesium zuerst PhoQ und
anschließend PhoP phosphoryliert und dadurch unter anderem die Transkription von MgtA und
MgtB induziert. Untersuchungen in Salmonella zeigen, dass die Regulation biphasisch verläuft
und sensitiv gegenüber sauren pH-Werten ist. Die MgtA/MgtB Expression wird bei weniger als
1 mM Magnesium im Medium zum ersten Mal nach 30 - 60 min um mehrere hundertfach indu-
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ziert und erreicht ihr Maximum nach 4 - 6 h. Eine zweite Induktion erfolgt bei Konzentrationen
im unteren µM Bereich nach 6 - 12 h und erhöht die Transkription mehrtausendfach (Snavely
et al. 1991b; Tao et al. 1998). Der pathogene Befall von eukaryontischen Zellen durch Salmo-
nella induziert unmittelbar dessen Expression von MgtA und MgtB um das hundertfache und
steigert die Überlebensfähigkeit in Makrophagen und damit die Virulenz der Bakterien (Blanc-
Potard und Groisman 1997; Smith et al. 1998c). Die 5’-UTR von MgtA enthält zusätzlich einen
RNA-Sensor für intrazelluläres Mg2+ in Form eines Riboswitch, welcher über die Bildung einer
Haarnadelstruktur die Transkription des Gens regulieren kann (Cromie et al. 2006; Cromie und
Groisman 2010). Mutationen in diesem Schalter können eine konstitutiv erhöhte Expression
von MgtA und gesteigerte Resistenz gegenüber hohen Temperaturen bewirken (O’Connor et
al. 2009).

Struktur und Funktion von MgtE

Das Gen für MgtE wurde ursprünglich aus Bacillus firmus OF4 und anschließend aus Pro-
videncia stuartii kloniert und durch Komplementation der Salmonella ∆corA ∆mgtA ∆mgtB
Tripelmutante als funktioneller Mg2+-Transporter identifiziert (Smith et al. 1995; Townsend et
al. 1995). Das Protein besitzt eine Länge von etwa 320 Aminosäuren und ist wahrschein-
lich das primäre Transportsystem für Magnesium in den Prokaryonten, die kein CorA Homo-
log besitzen (Kehres et al. 1998). Es ist ähnlich weit verbreitet wie CorA und nur ein Drit-
tel der bislang sequenzierten Mikroorganismen besitzen offenbar beide Systeme. Außerdem
sind zwei CorA/MgtE Hybride in Dechloromonas aromatica und Magnetospirillum magnetotac-
ticum vorhanden (Knoop et al. 2005). MgtE kommt sowohl in Gram-positiven als auch Gram-
negativen Bakterien und vergleichbar häufig auch in Archaeen vor (Townsend et al. 1995; Ma-
guire 2006b). Die Kristallstruktur des MgtE Proteins aus Thermus thermophilus zeigt, dass der
funktionelle Komplex aus zwei Monomeren mit jeweils fünf Transmembransegmenten gebildet
wird. Die cytosolische Domäne am N-Terminus enthält zahlreiche saure Seitenreste und ist in
zwei Subdomänen unterteilt, welche als N- bzw CBS-Domäne bezeichnet werden (Hattori et
al. 2007).
Der MgtE Komplex transportiert Mg2+ und Co2+ mit einer Affinität von 50µM bzw. 80µM, aber
weder Ni2+, Ca2+, Mn2+ noch Zn2+, welche jedoch die Aufnahme von Mg2+ und Co2+ inhibie-
ren. Für den Transport ist ein elektrochemischer Gradient nötig, da im Protein keine für die
ATP-Hydrolyse notwendige Nukleotidbindestelle vorhanden ist (Smith et al. 1995; Kehres und
Maguire 2002; Maguire 2006b). MgtE ist an der Anhaftung von Aeromonas hydrophila an Säu-
getierzellen und der Bildung von Biofilmen beteiligt und somit wie auch CorA und MgtA/MgtB
ein Virulenzfaktor in pathogenen Bakterien (Merino et al. 2001). In Bacillus subtilis enthält der
MgtE Promotor einen Mg2+-abhängigen Riboswitch (Dann et al. 2007), welcher wie bei MgtA
die Transkription abhängig von der Magnesiumverfügbarkeit im Cytoplasma reguliert (Cromie
et al. 2006). Obwohl keine strukturelle Ähnlichkeit zu CorA vorliegt, dienen auch bei MgtE Teile
der cytosolischen Domäne als Mg2+-Sensor und ermöglichen durch Konformationsänderung
eine allosterische Regulation des Ionentransportes durch die Pore (Hattori et al. 2007; Moo-
maw und Maguire 2008; Hattori et al. 2009).
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1.2.2. Proteine für den Magnesiumtransport in Eukaryonten

In höheren Organismen sind nach bisherigen Kenntnissen keine eindeutigen MgtA/MgtB Ho-
mologe vorhanden. Es besteht jedoch eine hohe Ähnlichkeit zu den P-Typ ATPasen der Säu-
getiere, welche nicht Mg2+ sondern Ca2+ transportieren (Smith und Maguire 1998; Kehres
und Maguire 2002; Maguire 2006b). In vielen Eukaryonten sind hingegen die CorA-ähnlichen
Proteine essentielle Mg2+-Transporter, aber bei den Wirbeltieren sind sie offenbar nur noch
für die Magnesiumaufnahme in den Mitochondrien verantwortlich. Die CorA-ähnlichen Prote-
ine der Pilze und vor allem die der Landpflanzen besitzen dagegen eine höhere Vielfalt an
(sub)zellulären Funktionen. Einige Eukaryonten und insbesondere die Metazoa wiederum wei-
sen zahlreiche neue Klassen von Mg2+-Transportern auf, die bislang nicht in den Prokaryonten
gefunden wurden. Homologe Proteine des prokaryontischen MgtE Transporters hingegen wur-
den in Tieren wie z.B. Caenorhabditis elegans und dem Menschen, jedoch weder in Pflanzen
noch in Pilzen gefunden (Moomaw und Maguire 2008). Im Zentrum dieser Arbeit stehen vor-
nehmlich die CorA-ähnlichen Proteine der Euykaryonten und ihre Diversifizierung im Pflanzen-
reich.

CorA ähnliche Proteine in Pilzen

Die Identität der MRS2 (Mitochondrial RNA splicing) Proteine als eukaryontische Magnesium-
transporter wurde erst gut zehn Jahre nach der Entdeckung ihrer Beteiligung am Spleißen der
mitochondrialen Gruppe II Introns in den späten 80er Jahren des letzten Jahrhunderts erkannt
(Koll et al. 1987; Wiesenberger et al. 1992; Bui et al. 1999). Statt einer ursprünglich angenom-
menen direkten Mitwirkung am Spleißvorgang im Hefemitochondrium ist es vielmehr das durch
Mrs2p transportierte Magnesium, welches als Co-Faktor für die Ribozymfunktion unentbehrlich
ist und bei Deletion von Mrs2p zu einem petite Phänotyp führt (Waldherr et al. 1993; Schmidt et
al. 1998; Gregan et al. 2001a). Mrs2p ist ein essentieller Bestandteil des elektrophoretischen
Mg2+-Transportsystems der inneren Mitochondrienmembran, wird wie CorA über das negati-
ve Membranpotential (∆Ψ) von -130 bis -160 mV angetrieben und durch Cobalt(III)hexaammin
blockiert. Es besitzt ebenfalls zwei Transmembrandomänen und der funktionelle Komplex ist
vermutlich auch ein Homopentamer (Kolisek et al. 2003). Der genaue dreidimensionale Aufbau
des Mrs2p Transporters wird derzeit durch Kristallstrukturanalysen ermittelt (Khan et al. 2010).
Durch Mutationsanalysen konservierter Aminosäuren und Transportmessungen mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik ist Mrs2p der mit Abstand am besten charakterisierte Mg2+-Transporter
unter allen eukaryontischen CorA-ähnlichen Proteinen (Weghuber et al. 2006; Schindl et al.
2007). Darüber hinaus ist in der inneren Membran des Hefemitochondriums noch das zu Mrs2p
homologe Lpe10p mit ebenfalls zwei Transmembrandomänen sowie GMN Motiv vorhanden,
und die beiden Proteine sind zu 32 % sequenzidentisch. Eine Deletion von LPE10 führt wie bei
MRS2 zu einem petite Phänotyp und zu Defekten beim Spleißen von Gruppe II Introns. Obwohl
die Proteine funktionelle Homologe zu sein scheinen, können sie einander nicht einfach erset-
zen. Das bakterielle CorA hingegegen kann sowohl die ∆mrs2 als auch die ∆lpe10 Mutante
zumindest teilweise komplementieren (Bui et al. 1999; Gregan et al. 2001b). Der Verlust von
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Lpe10p führt zu einem deutlichen Rückgang des mitochondrialen Membranpotentials und die
Interaktion mit dem Mrs2p Kanal ist von zentraler Bedeutung für den Transport von Mg2+ in die
Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae (Sponder et al. 2010).
Die ebenfalls zum bakteriellen CorA homologen Proteine Alr1 und Alr2 sitzen in der Plasma-
membran der Hefe und dienen dort vermutlich als hochaffines Aufnahmesystem für Magnesi-
um. Hefemutanten, die keines der beiden ALR Gene besitzen, sind in ihrem Wachstum von
zusätzlichem Magnesium abhängig, und die Expression von einem der beiden Gene kann
diesen Phänotyp wieder aufheben (MacDiarmid und Gardner 1998). Die Überexpression von
ALR1 und ALR2 vermittelt durch verbesserte Mg2+-Aufnahme Toleranz gegenüber den triva-
lenten Kationen Al3+ und Ga3+, erhöht aber auch die Sensitivität gegenüber Ni2+, Mn2+, Co2+,
Cu2+, Ca2+, Zn2+ und La3+. Die Untersuchung einer alr1∆ alr2∆ Doppelmutante mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik zeigt, dass eine erhöhte Expression von ALR1 mit beträchtlichen Mg2+-
abhängigen Stromstärken verbunden ist und Alr1p daher vermutlich einen Kanal darstellt (Liu et
al. 2002). Darüber hinaus ist Alr1p in Saccharomyces bei der Cd2+-Detoxifikation beteiligt (Kern
et al. 2005). Alr1p und Alr2p besitzen also im Vergleich zu CorA trotz struktureller Ähnlichkeit
ein deutlich breiteres Spektrum an Substraten. Die Transkription von ALR1 ist bei Magnesi-
ummangel hochreguliert und der Abbau des Alr1 Proteins bei Mg2+-Überschuss ist abhängig
von Ubiquitinierung und Endozytose (Graschopf et al. 2001). Alr1p und Alr2p bilden sowohl
Homo- als auch Heterooligomere. Daher können sich Mutationen in einem der beiden Proteine
dominant-negativ auf den Magnesiumtransport auswirken (Wachek et al. 2006). Ebenso wie
bei Mrs2p wurden in Alr1p zahlreiche konservierte Aminosäuren identifiziert, welche für die
Mg2+-Transportfunktion essentiell sind (Lee und Gardner 2006).
Mit dem Mnr2 Protein wurde erst kürzlich ein fünftes CorA Homolog in Saccharomyces iden-
tifiziert, welches ebenfalls an der Magnesiumhomöostase beteiligt ist. Ersten Untersuchungen
zufolge dient Mnr2p der Speicherung von Mg2+ in der Hefevakuole, kann aber durch Über-
expression den Phänotyp der alr1∆ alr2∆ Mutante zu einem Großteil aufheben (Pisat et al.
2009).

CorA ähnliche Proteine in Protisten und Metazoa

MRS2-ähnliche Proteine existieren auch in Protisten und Metazoa. Die Proteine MGT1 und
MGT2 aus Leishmania major zeigen durch ihr 2-TM-GMN Bauprinzip Homologie zum bakteri-
ellen CorA und sind für das Überleben des Parasiten bei geringer Magnesiumverfügbarkeit im
Phagosom der Makrophagen unverzichtbar (Zhu et al. 2009). Die MRS2-ähnlichen Proteine tre-
ten innerhalb der Metazoa eigentümlicherweise erst wieder in den Wirbeltieren mit einem Ver-
treter pro Organismus auf und bilden dort das mitochondriale Mg2+-Transportsystem (Knoop et
al. 2005). Das humane Mrs2 Protein ist nicht nur in seinem Aufbau gegenüber den homologen
Saccharomyces Proteinen Mrs2 und Lpe10 sehr ähnlich, sondern kann auch ohne weiteres
die mrs2∆ Hefemutante komplementieren (Zsurka et al. 2001). Ein konditioneller Knockdown
von hMRS2 führt zu einem verringerten Mg2+-Gehalt in Mitochondrien sowie einer reduzier-
ten Aufnahmekapazität für Magnesium. Die langfristige Unterdrückung bewirkt den Verlust von
Komplex I der Atmungskette, Abfall des Membranpotentials und Zelltod (Piskacek et al. 2009).
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Darüber hinaus fördert das humane Mrs2 Protein in Magenkrebszellen die Resistenz gegen-
über chemotherapeutischen Medikamenten (Chen et al. 2009a; Wolf und Trapani 2009). Ein
Defekt des entsprechenden Gens in Ratten verursacht Demyelinisation der Nervenzellen und
zeigt, dass die Magnesiumhomöostase in den Mitochondrien des zentralen Nervensystems
eine wichtige Rolle für dessen Erhalt spielt (Kuramoto et al. 2011).

CorA ähnliche Proteine in Pflanzen

Im Vergleich zu den Prokaryonten und den Pilzen ist das Wissen über die molekularen Mecha-
nismen des Mg2+-Transports in Pflanzen sehr begrenzt. Aufgrund der Ähnlichkeit zum Mrs2
Protein der Hefe wurde in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana zu Beginn des neuen Jahr-
tausends eine Genfamilie von entfernt verwandten Homologen durch zwei Arbeitsgruppen ent-
deckt und unabhängig voneinander unter dem Namen AtMRS2 bzw. AtMGT publiziert (Schock
et al. 2000; Li et al. 2001). Phylogenetische Untersuchungen zeigen eine Expansion der MRS2
Proteine in den Pflanzengenomen bereits ab den frühen Landpflanzen mit einer Unterteilung
in fünf Kladen in allen bisher sequenzierten Pflanzengenomen (Knoop et al. 2005; Gebert et
al. 2009). Eine Vielzahl unabhängiger Genduplikationen dient möglicherweise der speziellen
Anpassungen einzelner Taxa an bestimmte Umweltbedingungen oder ermöglicht die gewebe-
und entwicklungsspezifische Expression einzelner Mitglieder (Abb. 1.3). Einige der pflanzlichen
MRS2 Proteine können die bakterielle ∆corA ∆mgtA ∆mgtB Mutante oder die mrs2∆ bzw.
alr1∆ alr2∆ Hefemutanten komplementieren (Schock et al. 2000; Li et al. 2001; Drummond et
al. 2006; Li et al. 2008; Mao et al. 2008; Chen et al. 2009b). Über die elf Mitglieder der Kladen
A bis E hinaus, von denen im Ökotyp Columbia zwei als Pseudogen vorliegen, existieren in
Arabidopsis vier weiter entfernte CorA-ähnliche Proteine in zwei Kladen, die bisher noch nicht
weiter charakterisiert sind (Knoop et al. 2005).

1.3. Zielsetzung

In der vorliegenden Dissertation soll die Erforschung der physiologischen Bedeutung von pflanz-
lichen MRS2 Proteinen für den Magnesiumtransport unter Verwendung der drei Modellorganis-
men Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae und Escherichia coli behandelt werden.
Durch vorangegangene Arbeiten war bekannt, dass der Knockout von MRS2-7 als bisher ein-
ziges MRS2 Gen einen Mg-abhängigen Phänotyp bei limitierter Verfügbarkeit hervorruft. Um
das bestehende Bild zu erweitern, ist die Herstellung von weiteren MRS2 Mutanten und deren
physiologische Charakterisierung nach dem Genverlust ein wichtiges Ziel dieser Studie. Zu-
sätzlich soll durch die Wiederherstellung bzw. Überexpression von MRS2-7 in der Knockout-
Mutante dessen Beteiligung an physiologischen Prozessen, wie z.B. der Toleranz gegenüber
toxischem Aluminium, untersucht werden. Ein weiteres Ziel der experimentellen Arbeiten ist die
teilweise noch unbekannte subzelluläre Lokalisation von MRS2 Proteinen durch GFP-Fusion
und Fluoreszenzmikroskopie in vivo zu bestimmen. Durch Komplementationsversuche in einer
Hefe-Mutante soll die Funktionalität von MRS2 Proteinen überprüft und deren Transportkinetik
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content, which reached nearly the wild-type level upon comple-

menting the yeast mutant (Schock et al., 2000). In the meantime,

a system for direct Mg2+ uptake measurements in yeast mito-

chondria has been developed using the fluorescent dye mag-

fura-2, allowing a more direct confirmation of Mg2+ transport

over biological membranes in real time, has been set up (Kolisek

et al., 2003). Mag-fura-2 is a UV-excitable, Mg2+-dependent

fluorescent indicator that undergoes a blue shift from 380 to 340

nm upon Mg2+ binding. Accordingly, mitochondria were isolated

from all yeast strains transformed with the Arabidopsis MRS2

constructs to measure the magnesium uptake levels after exter-

nal application of increasingMg2+ concentrations inmag-fura-2–

loaded mitochondria.

Mg2+ uptake was indeed measurable for all constructs to

different extents, confirming their role as proteins mediating

magnesium transport. Representative Mg2+ uptake recordings

are shown in Figure 3. High magnesium uptake efficiencies were

observed for MRS2-1, MRS2-7, and MRS2-10, whereas the

other proteins proved somewhat less efficient uptake. A dis-

crepancy was observed for MRS2-3, which appeared to com-

plement well in the growth assay (Figure 2) but showed

magnesium uptake that was not considerably higher than the

background mutant level. Possibly, MRS2-3 acts as a compar-

atively slow transporter for Mg2+ (at least in the foreign yeast

mitochondrial membrane environment), allowing for ion homeo-

stasis over periods of hours as in the growth assays but not in

measurable amounts over shorter time intervals, such asminutes

as in the uptake experiments.

Tissue-SpecificMRS2 Gene Family Expression

To address their potential differential functions in planta, the

upstream regions of all MRS2 genes were fused to the GUS

reporter gene to investigate the tissue specificities of their

Figure 1. Phylogeny and Intron Structure of the Arabidopsis and Oryza sativa MRS2/MGT-Type Mg2+ Transport Protein Gene Families.

Phylogenetic relationships of family members are shown on the left side of the figure. Bootstrap node support (10,000 replicates) is shown where

exceeding 70%. Standard designations for chromosomal loci and the alternatively proposed Arabidopsis nomenclatureMRS2 (Schock et al., 2000) and

MGT (Li et al., 2001) are given for clarity. The pseudogenesMRS2-8 andMRS2-9 in Arabidopsis ecotype Col-0 are shown in brackets. Clades A through

E of the gene family are supported by bootstrap analyses and by characteristic, ancient, and clade-specific intron patterns (vertical lines with different

colors). Gains (color-filled circles) and losses (empty circles) of introns can be parsimoniously plotted onto the sequence-based tree. Intron occurrences

in the respective coding sequences are shown as vertical lines in boxes on the right side of the figure. Designation of introns conserved across clades B

through E (black) given on top are based on three amino acids upstream and two amino acids downstream of the insertion site (single-letter code with

lower and uppercase letters reflecting low and high degrees of sequence conservation). The number in between indicates intron phase (insertion after

the respective codon position of the preceding amino acid). Approximate locations of the C-terminal transmembrane domains and the conserved GMN

motif between them is indicated (gray vertical line). Protein length variations are mainly due to two sequence inserts in clade C genes, which are lacking

(or shorter) in the other clades (horizontal lines).
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Abbildung 1.3. Phylogenie der Arabidopsis thaliana (At) und Oryza sativa (Os) MRS2/MGT Mg2+-Transportergen-
familien.

Verwandtschaftsverhältnis der Familienmitglieder mit Bootstrap-Werten zur statistischen Unterstützung der Kno-
ten ab 70 % Wahrscheinlichkeit (Kladogramm links). Neben den Standardbezeichnungen der chromosomalen Loci
sind die alternativ von Schock et al. (2000) und Li et al. (2001) vorgeschlagenen Arabidopsis MRS2 bzw. MGT
Nomenklaturen angegeben. Die Pseudogene MRS2-8 und MRS2-9 im Arabidopsis Ökotyp Col-0 sind mit eckigen
Klammern gekennzeichnet. Die Kladen A bis E der Genfamilie sind durch statistische Analysen und charakteristi-
sche, sehr alte und für jede Klade spezifische Intronmuster unterstützt. Gewinne (bunte Kreise) und Verluste (leere
Kreise) von Introns lassen sich nach dem Prinzip der Sparsamkeit auf den sequenzbasierten Baum übertragen.
Das Vorhandensein der Introns in der jeweiligen codierenden Sequenz ist durch farbige vertikale Linien im rechten
Teil der Darstellung eingezeichnet. Abbildung verändert nach Gebert et al. (2009).

durch das mag-fura 2 System charakterisiert werden. Die Herstellung eines alternativen bak-
teriellen Modellsystems zur Untersuchung von Mg-Transportproteinen ist darüber hinaus ein
weiterer Bestandteil dieser Doktorarbeit.



2. Ergebnisse

2.1. Erzeugung und molekulare Charakterisierung von Arabidopsis
thaliana MRS2 Mutanten

Ausgangspunkt für die hier vorliegende Untersuchung waren zwei vorangegangene Diplom-
arbeiten, in denen die Herstellung und Charakterisierung von ersten Inaktivierungsmutanten
der MRS2 Genfamilie in Arabidopsis thaliana verfolgt wurde (Lee 2005; Gebert 2006). Die von
Julia Lee angefertigte Arbeit bediente sich einer Strategie zur Inaktivierung der Mitglieder der
MRS2 Genfamilie via post-transkriptionaler Genregulation (Knockdown) durch RNA-Interferenz
(RNAi), während in der zweiten Arbeit die Auswirkungen eines vollständigen Genverlustes mit
Hilfe von T-DNA-Insertionsmutanten (Knockout) untersucht wurden. In beiden Fällen konnten
transgene Arabidopsis thaliana Pflanzenlinien hergestellt werden, in denen die Transkription
einzelner MRS2 Gene entweder herunterreguliert oder sogar vollständig verloren gegangen
war. Phänotypisch ließ sich bei T-DNA-Insertionsmutanten für das Gen MRS2-7 eine vermin-
derte Toleranz gegenüber niedrigen Magnesiumkonzentrationen in hydroponischen Kultursys-
temen beobachten. Die Inaktivierung anderer MRS2 Gene (Abb. 1.3 durch T-DNA-Insertionen
konnte entweder nicht erreicht werden (z.B. MRS2-2 und MRS2-6), oder führte zu keinem
vergleichbaren Phänotyp (z.B. MRS2-1 und MRS2-5). Die phänotypische Untersuchung der
RNAi-Linien auf veränderte Magnesiumanforderungen ergab keine eindeutigen Resultate, da
durch die notwendige Selektion der transgenen Pflanzen diese im Wachstum eingeschränkt
und daher nicht mit der Wildtypkontrolle vergleichbar waren.
Ziel der hier vorliegenden Arbeit sollte es unter anderem sein, einzelne T-DNA-Insertionsli-
nien zu kreuzen, um damit multiple MRS2 Gene auszuschalten. Auf diese Weise könnte die
Möglichkeit funktionaler Redundanz innerhalb der Genfamilie mit teils sehr eng verwandten
Mitgliedern (z.B. MRS2-1 und MRS2-10) untersucht werden, welche eventuell für das Ausblei-
ben eines phänotypisch erkennbaren Merkmals bei Inaktivierung nur eines einzelnen Gens
verantwortlich ist. Ein anderer Teil dieser Arbeiten war die Herstellung homozygoter RNAi-
Pflanzenlinien, um die Notwendigkeit der Selektion durch Antibiotika zu umgehen, und die
Bestimmung der verbleibenden MRS2 Transkriptmenge mittels quantitativer real-time Rever-
se Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) in diesen Linien.

15
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2.1.1. Herstellung von multiplen Knockout-Linien durch Kreuzung von T-DNA-
Insertionsmutanten

Zur Herstellung von Mutanten mit T-DNA-Insertionen in zwei oder mehr MRS2 Genen wurden
die bereits vorhandenen Knockout-Linien für MRS2-1 und MRS2-5 verwendet und zusätzlich
eine bereits homozygote T-DNA-Linie für MRS2-10 aus der T-DNA-Kollektion des Nottingham
Arabidopsis Stock Centre (NASC) bestellt (Alonso et al. 2003). Diese drei Gene bilden zusam-
men die Klade B innerhalb der MRS2 Genfamilie (Abb. 1.3). MRS2-1 und MRS2-10 sind in ih-
rer Aminosäuresequenz zu 89 % identisch, während das MRS2-5 Protein zu 53 % mit MRS2-1
bzw. zu 51 % mit MRS2-10 übereinstimmt. Die Ergebnisse aus den vorangegangenen Unter-
suchungen legten nahe, dass zwei oder sogar alle drei dieser MRS2 Proteine in ihrer Funktion
redundant sind, so dass die Inaktivierung von nur einem der entsprechenden Gene nicht direkt
zu einem sichtbaren Phänotyp führte. Tabelle 2.1 fasst die im Rahmen dieser Arbeit vorgenom-
menen Kreuzungen zusammen.

Tabelle 2.1. Zusammenfassung der durchgeführten Kreuzungen von homozygoten T-DNA-Insertionslinien.

Elternlinie 1 Elternlinie 2 F1-Generation

mrs2-1 −/− × mrs2-5 −/− mrs2-1 +/− mrs2-5 +/−
mrs2-1 −/− × mrs2-10 −/− mrs2-1 +/− mrs2-10 +/−
mrs2-5 −/− × mrs2-10 −/− mrs2-5 +/− mrs2-10 +/−

mrs2-1 −/− mrs2-5 −/− × mrs2-5 −/− mrs2-10 −/− mrs2-1 +/− mrs2-5 −/− mrs2-10 +/−
Die Symbole hinter der Genbezeichnung zeigen an, ob auf diesem Locus eine T-DNA-Insertion homozygot (−/−)
oder heterozygot (+/−) vorliegt.

2.1.2. Genotypisierung der Filialgenerationen via Polymerase-Kettenreaktion

Nach der Agrobacterium-vermittelten Insertion einer T-DNA in ein Allel eines Gens liegt die-
ses heterozygot vor. Dies gilt auch für die F1-Generation nach Kreuzung reinerbiger T-DNA-
Insertionslinien für zwei unterschiedliche Gene, in der beide Loci, in Übereinstimmung mit der
ersten Mendelschen Regel, sowohl ein T-DNA- als auch ein Wildtyp-Allel besitzen (Tab. 2.1).
Durch Selbstbestäubung einer heterozygoten Elternpflanze können die Nachkommen, gemäß
der zweiten Mendelschen Regel, in der F2-Generation zu 50 % ebenfalls heterozygot (+/−) oder
zu jeweils 25 % homozygot für das Wildtyp- (+/+) bzw. das T-DNA-Allel (−/−) sein. Bei T-DNA-
Insertionen in mehr als einem Locus fächert sich die Verteilung entsprechend weiter auf.
Die Identifizierung des Genotyps einer Pflanze erfolgt über eine PCR-basierte Strategie mit
gen- und insertionsspezifischen Oligonukleotiden (Primer). Liegt in einem Genlocus nur das
Wildtyp-Allel (Abb. 2.1 a) vor, können nur die genspezifischen Primer (Cup und Cdo) an den
DNA-Doppelstrang binden und die DNA-Polymerase ein etwa 1.000 bp großes Fragment am-
plifizieren. Liegt nur das T-DNA-Allel (Abb. 2.1 b) vor, bildet die Kombination eines insertionspe-
zifischen Primers (A oder B) mit dem genspezifischen Primer Cup jeweils ein PCR-Produkt. Die
Kombination der genspezifischen Primer (Cup und Cdo) jedoch führt zu keinem PCR-Produkt,
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da durch die T-DNA-Insertion deren Bindungsstellen zu weit auseinander liegen, um innerhalb
einer normalen Elongationsphase den DNA-Strang zu vervielfältigen. Entsprechend kommt es
zur Entstehung von PCR-Produkten für alle drei Kombinationen, wenn beide Alleltypen zugleich
vorliegen, die Pflanze also heterozygot ist. Abbildung 2.2 zeigt ein typisches Ergebnis für die

b

a

Wildtyp-Allel

T-DNA-Allel

Cup Cdo

AB

T-DNA

Cup Cdo

200 bp

Abbildung 2.1. Primerbindungsstellen zur Genotypisierung von T-DNA-Insertionslinien am Beispiel von mrs2-7(3).

(a) und (b) Dargestellt sind codierende (weiße Boxen) und nichtcodierende Bereiche (schwarze Linien) von MRS2-7
mit Start- und Stopcodon (roter bzw. grüner Balken) sowie die T-DNA des Vektors pROK2 (dunkelrote Box). Die
Oligonukleotide sind unterteilt in T-DNA-insertionsspezifische Primer (A und B) und genspezifische Primer strom-
aufwärts (Cup) bzw. stromabwärts (Cdo) der T-DNA-Insertion. Die Pfeile zeigen Bindungsstelle und Orientierung des
jeweiligen Primers auf dem DNA-Doppelstrang.

Genotypisierung von Nachkommen aus der F1- und der F2-Generation nach Kreuzung von ho-
mozygoten T-DNA-Insertionslinien für MRS2-1 und MRS2-5. Während in der F1-Generation
beide Loci heterozygot für das Insertionsallel sind (Abb. 2.2 a, links), konnte unter den Nach-
kommen der F2-Generation ein Individuum gefunden werden, welches das T-DNA-Allel an bei-
den Genorten homozygot trägt (Abb. 2.2 b, links). Zur Kontrolle ist außerdem der Ökotyp Col-0
gezeigt, der auf beiden Loci das homozygote Wildtyp-Allel besitzt (Abb. 2.2 a und b, rechts).
Die Genotypisierung von Nachkommen aus der F1- und der F2-Generation einer Kreuzung von
mrs2-5 mit mrs2-10 erbrachte vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2.2. Genotypisierung von Nachkommen gekreuzter T-DNA-Insertionslinien und Wildtyp Arabidopsis.

(a) und (b) PCR-Ergebnisse mit insertions- (A und B) bzw. genspezifischen Primern (C) auf DNA von hetero- bzw.
homozygoten Pflanzen der F1- (a) und F2-Generation (b) im Vergleich zu Wildtyp Col-0. Die hier untersuchten
Genloci sind MRS2-1 (rot) und MRS2-5 (blau).

Bei dem Versuch zur Herstellung von mrs2-1 mrs2-10 Doppel- bzw. mrs2-1 mrs2-5 mrs2-10
Tripel-Knockout-Mutanten hingegen befanden sich unter allen auf Erde ausgesäten und kulti-
vierten F2-Nachkommen keine, die auf beiden bzw. allen drei Genloci ein homozygotes T-DNA-



18 Kapitel 2. Ergebnisse

Allel trugen. Daher wurden Samen einer mrs2-1 −/− mrs2-10 +/− F2- und einer mrs2-1 +/−
mrs2-5 −/− mrs2-10 +/− F1-Pflanze auf verfestigtem Medium mit zusätzlichen 10 mM MgSO4

steril ausgesät, um einer eventuellen Magnesiumdefizienz entgegenzuwirken. Auf diese Weise
gelang es, für alle Kreuzungen mindestens einen Nachkommen zu erzeugen, welcher in al-
len gewünschten MRS2 Genen die T-DNA-Insertion homozygot trägt (Tab. 2.2 und Abb. 2.3 c,
links).

Tabelle 2.2. Ergebnisse der Genotypisierung von Filial-Generationen multipler T-DNA-Insertionslinien.

Gekreuzte Elternlinien n Anzahl homozygoter T-DNA-Insertionen
0 1 2 3

F2-Generation
mrs2-1 × mrs2-5 51 25 (29) 25 (19) 1 (3) -
mrs2-1 × mrs2-10 18 11 (10) 7 (7) 0 (1) -
mrs2-5 × mrs2-10 44 25 (25) 15 (17) 4 (3) -
mrs2-1 × mrs2-5 × mrs2-10 17* - 11 (10) 5 (6) 1 (1)

F3-Generation
mrs2-1 × mrs2-10 13* - 12 (10) 1 (3) -

Die Tabelle zeigt die Anzahl untersuchter Nachkommen (n) für die jeweilige T-DNA-Insertionslinie und neben den
Ergebnissen auch die gerundete Erwartung gemäß mendelscher Vererbung in Klammern. Pflanzen, die auf MS-
Medium mit 10 mM MgSO4 angezogen wurden, sind durch * gekennzeichnet.

Die Genotypisierung zeigte, dass bei Verwendung der insertionsspezifischen Primer A und B
mit dem genspezifischen Cdo Primer für MRS2-1 gelegentlich Doppelbanden entstanden (Abb.
2.3 b, rechts und c, links) . Dies lässt sich anhand der sehr hohen Übereinstimmung von 85 %
zwischen den MRS2-1 und MRS2-10 cDNA-Sequenzen erklären. Der Cdo Primer für MRS2-1
ist zu 90,5 % identisch mit einem Bereich stromabwärts der T-DNA-Insertion in MRS2-10 und
bindet dort direkt vor dem Cdo Primer für MRS2-10. Liegt also eine T-DNA in MRS2-1 und
MRS2-10 vor, entstehen in den Ansätzen A und B (rot) durch beide Insertionen PCR-Produkte
leicht unterschiedlicher Größe, so dass im Gelbild eine Doppelbande erscheint. Hierdurch
kamen ebenfalls insertionsspezifische PCR-Produkte für die mrs2-10 Einzel-Knockout-Linie
mit den Primerkombinationen für MRS2-1 zustande, obwohl dort keine T-DNA-Insertion vor-
lag (Abb. 2.3 b, links). Die anderen homozygoten Einzel-Knockout-Linien (Abb. 2.3 a) und
der Wildtyp (Abb. 2.3 c, rechts) zeigten das erwartete Bandenmuster für die jeweiligen Allel-
Konfigurationen.

2.1.3. Bestätigung des Genverlustes durch Transkriptionskontrolle

Eine homozygote T-DNA-Insertion innerhalb eines Gens sollte in der Regel durch dessen
räumliche Unterbrechung zu einem vollständiges Verlust seines reifen mRNA-Transkripts und
damit zu einem Gen-Knockout führen. Dies lässt sich durch Isolation von RNA aus der ent-
sprechenden Mutante und einer anschließenden RT-PCR verifizieren. Aus der Dissertation von
Karoline Meschenmoser war bereits bekannt, dass MRS2-1 und MRS2-5 beispielsweise in Ro-
settenblättern adulter Arabidopsis Pflanzen exprimiert werden (Meschenmoser 2008).
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Abbildung 2.3. Genotypisierung von Einfach-Knockout-Linien, Nachkommen aus der F1- und F2-Generation einer
Tripel-T-DNA-Mutante und Wildtyp Arabidopsis.

(a) bis (c) PCR-Ergebnisse mit T-DNA-insertions- (A und B) bzw. genspezifischen Primern (C) auf DNA von aus-
gewählten Genotypen. Bei den hier untersuchten Genen handelt es sich um MRS2-1 (rot), MRS2-5 (blau) und
MRS2-10 (grün).

Abbildung 2.4 zeigt am Beispiel der mrs2-1 mrs2-5 Doppelmutante, dass dort, im Gegensatz
zum Wildtyp Col-0, keine intakten Transkripte für MRS2-1 und MRS2-5 nachgewiesen wer-
den konnten (Ansatz A und B). Die Expression anderer Mitglieder der MRS2 Genfamilie (z.B.
MRS2-7, Ansatz C) oder des Haushaltsgens GAPC-1 (Ansatz D) blieb hiervon unbeeinflusst.
Dies wurde ebenso für die mrs2-5 mrs2-10 Doppelmutante nachgewiesen (Daten nicht ge-
zeigt), während für die mrs2-1 mrs2-10 Doppel- bzw. mrs2-1 mrs2-5 mrs2-10 Tripel-Mutante
nicht genug vitales Pflanzenmaterial zur Verfügung stand (Kap. 2.1.4).
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Abbildung 2.4. Transkriptionsanalyse von MRS2 und Haushaltsgenen in Rosettenblättern der mrs2-1 mrs2-5 Dop-
pelmutante bzw. Wildtyp Arabidopsis.

Ergebnis der RT-PCRs mit Oligonukleotiden für die codierende Sequenz von MRS2-1 (A), MRS2-5 (B), MRS2-7
(C) und GAPC-1 (D).
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2.1.4. Phänotypische Untersuchungen und Bestimmung des Ionenprofils von
MRS2 Knockout-Mutanten.

Durch vorangegangene Untersuchungen in hydroponischen Kultursystemen mit unterschied-
lichen Magnesiumverfügbarkeiten war bekannt, dass ein Unterschreiten einer Konzentration
von 150µM MgSO4 im Fall einer homozygoten T-DNA-Insertion in MRS2-7 zu einem starken
Wachstumsdefizit führt. Im Gegensatz hierzu zeigten der Ökotyp Columbia und die mrs2-1
bzw. mrs2-5 Mutante unter diesen Bedingungen keinen veränderten Phänotyp (Gebert 2006).
Eine vergleichbare Studie mit der mrs2-10 Einzel- und der mrs2-1 mrs2-5 Doppelmutante er-
gab ebenfalls keine sichtbare Änderung im Wachstumsverhalten bei 50µM MgSO4 im Medium
(Abb. 2.5 b und c), ebenso wenig mit der Doppel-Knockout-Linie mrs2-5 mrs2-10 (Daten nicht
gezeigt).

mrs2-10 mrs2-1 mrs2-5Col-0

b ca

Abbildung 2.5. Wachstumsvergleich zwischen Wildtyp Arabidopsis und verschiedenen MRS2 Mutanten bei niedri-
ger Mg2+-Verfügbarkeit.

(a) bis (c) Hydroponische Kultur von Wildtyp Col-0 (a), mrs2-10 (b) und mrs2-1 mrs2-5 (c) nach drei Wochen
Wachstum mit 50µM MgSO4 im Medium. Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 1 cm.

Die auf MS-Medium + 10 mM MgSO4 kultivierten homozygoten mrs2-1 mrs2-10 Doppel- und
mrs2-1 mrs2-5 mrs2-10 Tripelmutanten wurden nach der Genotypisierung zur Samengewin-
nung auf Erde umgesetzt. Nach anfänglich gutem Anwachsen verwelkten jedoch beide Pflan-
zen innerhalb einer Woche, obwohl weder Wurzeln noch Blätter durch den Transfer auf Erde
erkennbar beschädigt worden waren. Aus diesem Grund konnten bislang keine Nachkommen
dieser Knockout-Linien erhalten und weiter charakterisiert werden.
Für die auf Erde kultivierbaren Nachkommen homozygoter Knockout-Linien wurde mit Unter-
stützung des Purdue Ionomics Information Management System (PiiMS) das zugehörige Io-
nenprofil des Blattgewebes durch hochsensitive Massenspektrometrie mit induktiv gekoppel-
tem Plasma (ICP-MS) ermittelt. Das detektierte Ionenspektrum umfasste bis zu 20 der physio-
logisch relevanten Elemente in Pflanzen: Lithium (Li), Bor (B), Natrium (Na), Magnesium (Mg),
Phosphor (P), Schwefel (S), Kalium (K), Calcium (Ca), Mangan (Mn), Eisen (Fe), Cobalt (Co),
Nickel (Ni), Kupfer (Cu), Zink (Zn), Arsen (As), Selen (Se), Rubidium (Rb), Strontium (Sr), Mo-
lybdän (Mo) und Cadmium (Cd).
Die ausgewerteten Daten für den mrs2-1 mrs2-5 und mrs2-5 mrs2-10 Doppel-Knockout zeig-
ten in der Ionenzusammensetzung hoch signifikante (p ≤ 0,01) Mengenänderungen vereinzel-
ter Isotope im Vergleich zum Wildtyp Col-0 (Abb. 2.6 c und d, Tab. 2.3), während bei den ein-
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fachen T-DNA-Insertionslinien mrs2-5 und mrs2-10 lediglich Signifikanzniveaus von p ≤ 0,05
erreicht wurden (Abb. 2.6 a und b, Tab. 2.3). Besonders auffällig war hierbei die um ∼33 %
gestiegene Selenkonzentration in der mrs2-5 mrs2-10 Doppelmutante, welche in den beiden
zugehörigen Einzelmutanten jedoch nicht nachvollzogen werden konnte. Im Umkehrschluss
ließ sich ebenfalls keine der bei mrs2-5 und mrs2-10 beobachteten Mengenänderungen in
der korrespondierenden Doppelmutante in statistisch verlässlichem Maße nachweisen. Für die
Elemente Li, Na, Mg, P, S, Mn, Fe, Cu, As, Rb, Sr und Cd wurde bei keiner Linie eine Verän-
derung des relativen Anteils an der Trockenmasse (ppm TM) gefunden. Ionenmessungen für
die mrs2-1 Mutante liegen derzeit nicht vor, da das dem PiiMS hierfür zur Verfügung gestellte
Saatgut aus unbekannten Gründen nicht keimfähig war.

b

d
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c

***

*
*

*

*

**

**

**

*

* = p ≤ 0,05

** = p ≤ 0,01

Abbildung 2.6. PiiMS Ionenprofil der Blätter von einzelnen und multiplen T-DNA-Insertionslinien im Vergleich zum
Arabidopsis Wildtyp.

(a) bis (d) Mittlere prozentuale Differenz (% Differenz) des Ionengehaltes von mrs2-5 (a), mrs2-10 (b), mrs2-1
mrs2-5 (c) und mrs2-5 mrs2-10 (d) zur Wildtyp-Referenz Col-0. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren pro-
zentualen Standardabweichung. Die Anzahl untersuchter Pflanzen pro Linie betrug n = 12. Signifikante bzw. hoch
signifikante Unterschiede nach einem einseitigen Zweistichproben t-Test sind durch * (p ≤ 0,05) bzw. ** (p ≤ 0,01)
gekennzeichnet.
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Tabelle 2.3. Signifikante Abweichungen des Ionengehaltes einzelner und multipler T-DNA-Insertionslinien vom Ara-
bidopsis Wildtyp.

Linie Isotop Med. ppm TM Med. % Diff. Std. % Diff. p-Wert Signifikanz

mrs2-5 39K 51258,7 (54718,5) -6,32 12,96 0,019 ∗

mrs2-10 60Ni 6,23789 (6,51146) -4,20 7,88 0,050 ∗

66Zn 127,605 (141,529) -9,84 7,83 0,043 ∗

mrs2-1 mrs2-5 11B 78,6785 (86,8711) -9,43 9,82 0,034 ∗

43Ca 23183,7 (21847,6) 6,12 8,76 0,024 ∗

59Co 0,31495 (0,38017) -17,16 9,79 0,007 ∗∗

60Ni 0,83241 (0,79989) 4,07 10,66 0,022 ∗

66Zn 82,9421 (73,5461) 12,78 18,24 0,049 ∗

82Se 2,66780 (1,98192) 34,61 26,85 0,005 ∗∗

mrs2-5 mrs2-10 82Se 2,63795 (1,98192) 33,10 28,72 0,003 ∗∗

98Mo 8,88509 (7,87993) 12,76 20,30 0,043 ∗

Aufgeführt sind die Mediane (Med.) der ICP-MS-Daten für den relativen Anteil (ppm) des jeweiligen Isotops an der
Trockenmasse (TM) in MRS2 Knockout-Linien bzw. der Wildtyp-Referenz Col-0 (Werte in Klammern). Außerdem
zeigt die Tabelle die mittlere prozentuale Differenz (Med. % Diff.) der Knockout-Linien zum Wildtyp und deren Stan-
dardabweichung (Std. % Diff.). Die Anzahl untersuchter Pflanzen pro Linie betrug n = 12. Als signifikant bzw. hoch
signifikant gelten Unterschiede, deren Irrtumswahrscheinlichkeit (p) nach einem einseitigen Zweistichproben t-Test
0,05 (∗) bzw. 0,01 (∗∗) entspricht oder unterschreitet.

2.1.5. Bestimmung von T-DNA-Insertionsorten in MRS2 RNAi-Linien

Die Sequenzierung einer kurzen, T-DNA-flankierenden Region, eines sogenannten flanking
sequence tag (FST), zur Bestimmung des chromosomalen Insertionsortes für die RNAi-Linie
MRS2-3:GRi5 geschah bereits im Rahmen der vorangegangen Diplomarbeit. Ebenso konnte
im Anschluss durch Genotypisierung mit der bereits erwähnten PCR-Strategie (Abb. 2.1) ei-
ne RNAi-Pflanze identifiziert werden, in der das T-DNA-Allel mit dem post-transkriptionellen
Gen-Silencing (PTGS) Konstrukt für MRS2-3 homozygot vorlag und damit auch in allen Nach-
fahren vorhanden war (Gebert 2006). Dieses Verfahren sollte nun verbessert und auf weitere
RNAi-Linien aus der Arbeit von Julia Lee angewendet werden, da eine vollständige Inaktivie-
rung der Gene MRS2-2, MRS2-4, MRS2-6 und MRS2-11 durch T-DNA-Insertionsmutanten
nicht realisiert werden konnte. Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis einer zweistufigen
PCR mit verschachtelten Primern auf genomische DNA-Fragmente, welche mit dem Restrik-
tionsenzym HindIII und anschließende Ligation eines Adaptorenfragments gewonnen wurden
(Abb. 2.7 a). Durch Sequenzierung der PCR-Produkte für MRS2-2:GRi3, MRS2-4:GRi19 und
MRS2-4:GRi27 und Identifikation entsprechender Bereiche im Arabidopsis Genom über den
BLAST-Algorithmus ergaben sich drei neue T-DNA-Insertionsorte von RNAi-Konstrukten (Abb.
2.7 b). Alle ermittelten Insertionsorte liegen in intergenischen Bereichen, so dass durch die Inte-
gration der T-DNA alleine wahrscheinlich keine Genfunktionen gestört wurden. Mit nachfolgen-
den Genoytp-PCRs unter Verwendung von flankierenden bzw. insertionsspezifischen Primern
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konnten für alle drei RNAi-Linien homozygote Nachkommen gefunden (Daten nicht gezeigt)
und die Auswirkungen des PTGS näher analysiert werden.
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Abbildung 2.7. Sequenzierung von T-DNA-Insertionsorten im Genom von Arabidopsis RNAi-Linien für veschiede-
ne MRS2 Gene.

(a) PCR-Produkte mit T-DNA-flankierenden Bereichen (FST) für die RNAi-Linien MRS2-2:GRi3 (A), MRS2-4:GRi19
(B), MRS2-4:GRi27 (C), MRS2-11:GRi3 (D) und Wildtyp Col-0 (E). (b) Schematisierte Ausschnitte der Arabdidop-
sis Chromosomen 2, 3 und 5 mit eingezeichneten T-DNA-Insertionsorten (rote Dreiecke), flankierenden Sequenzen
(orange Striche) und Primerbindungsstellen für die Genotypisierung (schwarze Pfeile). Dargestellt sind außerdem
Exonbereiche (weiße Boxen), untranslatierte 3’- und 5’-Regionen (blaue Boxen) sowie Start- und Stopcodons (grü-
ner bzw. roter Balken) benachbarter Gene.

2.1.6. Quantitative Expressionsanalyse von homozygoten RNAi-Linien

Um den Silencing-Effekt in den nun als homozygot charakterisierten RNAi-Linien näher zu
untersuchen, wurde das Transkriptionsniveau einer endogenen Kontrolle (GAPC-2) mit dem
einzelner MRS2 Gene durch qRT-PCR unter Verwendung der ∆∆CT -Methode verglichen (Li-
vak und Schmittgen 2001). Abbildung 2.8 a und b zeigen die Bindungsstellen der hierfür
verwendeten Oligonukleotide auf dem jeweiligen Transkript und das Schmelzverhalten des
resultierenden Amplikons. Eine starke Abnahme der Fluoreszenzintensität des in den DNA-
Doppelstrang eingelagerten Reporters in Abhängigkeit zu einer bestimmten Temperatur gibt
Aufschluss, ob ein spezifisches PCR-Produkt oder eine Mischung aus mehreren unterschiedli-
chen PCR-Produkten vorliegt. Die Ergebnisse der qRT-PCR mit den homozygoten RNAi-Linien
MRS2-2:GRi3, MRS2-3:GRi5, MRS2-4:GRi19 und MRS2-4:GRi27 deuteten auf keine verän-
derte Expression von MRS2-2 im Vergleich zum Wildtyp hin, während die Transkriptmengen
von MRS2-3 auf ∼20 % und von MRS2-4 auf 30 - 50 % des ursprünglichen Expressionsnive-
aus reduziert sind (Abb. 2.8 c). Trotz der erfolgreichen Verringerung der relativen Genexpres-
sion von MRS2-3 auf 1/5 der Vergleichsgruppe konnte in einem hydroponischen Wachstums-
vergleich bei 50µM MgSO4 kein phänotypischer Unterschied zum Wildtyp Col-6 festgestellt
werden (Abb. 2.8 d).
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Abbildung 2.8. Analyse der relativen Expression von MRS2 Genen in RNAi-Linien und Arabidopsis Wildtyp durch
quantitative real-time RT-PCR.

(a) Schematischer Aufbau der cDNA von GAPC-2, MRS2-2, MRS2-3 und MRS2-4. Dargestellt sind die Zielbereiche
der siRNA für das entsprechende MRS2 Gen (dunkelrote Pfeile), Exonbereiche (weiße Boxen), untranslatierte 3’-
und 5’-Regionen (blaue Boxen) und Bindungsstellen der qRT-PCR-Primer (bunte Pfeile) sowie Start- und Stopcod-
ons (grüner bzw. roter Balken). (b) Schmelzkurven der Amplikons für GAPC-2 (rot), MRS2-2 (blau), MRS2-3 (grün)
und MRS2-4 (orange). Die Diagramme stellen die erste Ableitung der Fluoreszenzintensität gegen die Temperatur
dar und geben Aufschluss über die Spezifität der amplifizierten PCR-Produkte. (c) Relative Expression von MRS2-2
(blau), MRS2-3 (grün) und MRS2-4 (orange) in den RNAi-Linien im Vergleich zum jeweiligen Arabidopsis Wildtyp.
Die Balkenhöhe entspricht dem arithmetischen Mittel und die Fehlerbalken der Standardabweichung aus je drei bio-
logischen und drei technischen Replikaten (n = 9) nach der ∆∆CT -Methode mit GAPC-2 als endogener Kontrolle.
Signifikante bzw. hoch signifikante Unterschiede nach einem einseitigen Zweistichproben t-Test sind durch * bzw. **
oder *** gekennzeichnet. (d) Arabidopsis Ökotyp Col-6 und MRS2-3:GRi5 nach drei Wochen hydroponischer Kultur
bei niedriger Magnesiumverfügbarkeit (50µM MgSO4). Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 1 cm.
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2.2. Funktionelle Komplementation von mrs2-7 Knockout-Mutanten
in Arabidopsis thaliana

Durch die vorangegangene Diplomarbeit konnte erstmals ein Wachstumsdefekt in Abhängig-
keit zur verfügbaren Mg2+-Konzentration im Außenmedium durch den Verlust eines pflanzlichen
Magnesiumtransporters gezeigt werden (Gebert 2006). Dieser Phänotyp für den Knockout von
MRS2-7 aus Arabidopsis wird erst bei einem Unterschreiten von 150µM MgSO4 in hydropo-
nischen Kulturen sichtbar. Ergebnisse aus GUS-Reportergenstudien zeigten eine Promotorak-
tivität des stromaufwärtsliegenden, intergenischen Bereichs von MRS2-7 vor allem in Spitze
und Zentralzylinder adulter bzw. in der meristematischen Zone junger Wurzeln (Meschenmo-
ser 2008). In diesem Teil der Arbeit sollten nun die Expression von MRS2-7 unter Kontrolle
verschiedener Promotoren wiederhergestellt und die daraus resultierenden Pflanzen auf ihr
Wachstumsverhalten unter verschiedenen Kulturbedingungen untersucht werden. Neben der
unterschiedlichen Toleranz gegenüber niedrigen Mg2+-Konzentrationen wurde unter anderem
auch die Reaktion auf Zugabe von toxischem Aluminium bei sauren pH-Bedingungen im Medi-
um ermittelt.

2.2.1. Klonierung der Komplementationskonstrukte und Transformation von Ara-
bidopsis

Zur funktionellen Charakterisierung der MRS2 Genfamilie durch Überexpression wurden die
codierenden Bereiche aller Mitglieder mit Hilfe der GATEWAYTM Technologie in den Vektor
pK7WG2D.1 (Karimi et al. 2002) unter die Kontrolle des starken Cauliflower mosaic virus
(CaMV) 35S Promotors (Pro35S) kloniert und in Arabidopsis Ökotyp Col-0 transformiert (Lenz
2007). Das aus dieser Arbeit stammende Vektorkonstrukt für MRS2-7 (Abb. 2.9 a) wurde durch
Agrobacterium tumefaciens vermittelte Transformation in die drei Knockout-Linien mrs2-7(1-3)
eingebracht und durch die Kanamycinresistenz der transgenen Nachkommen selektiert. Hier-
bei zeigte sich, dass in der Linie mrs2-7(1) die Kanamycinresistenz der pROK2 T-DNA im
MRS2-7 Gen immer noch aktiv ist, so dass alle Nachkommen resistent gegenüber Kanamycin
und daher für weitere Untersuchungen ungeeignet waren.
Um die Komplementation unter nativen Expressionbedingungen zu untersuchen, wurde die
genomische Region von MRS2-7 (At5g09690.1), inklusive der stromaufwärts liegenden 5’-
UTR und des intergenischen Bereichs mit putativen regulatorischen Elementen (Meschenmo-
ser 2008), in den Vektor pMDC99 (Curtis und Grossniklaus 2003) integriert (Abb. 2.9 b, rechts
oben), zur Überprüfung sequenziert und in die gleichen MRS2-7 Knockout-Linien transformiert.
Die Selektion der transgenen Nachkommen erfolgte hierbei durch Resistenz gegenüber dem
Antibiotikum Hygromycin. Im weiteren Verlauf wurden zwei zusätzliche Vektorkonstrukte, z.T.
auch durch klassische Klonierung, hergestellt, in denen nur die codierenden Exonbereiche von
MRS2-7 zusammen mit den untranslatierten und putativ-regulatorischen Regionen enthalten
waren (Abb. 2.9 b, rechts unten). Diese konnten allerdings bis zum Abschluss der vorliegenden
Arbeit nicht erfolgreich in Arabidopsis transformiert werden, so dass keine Daten zu eventuel-
len Phänotypen vorliegen.
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Die Aussaat und Selektion aufeinanderfolgender Generationen ergab für die Linien mrs2-7(2)
Pro35S:MRS2-7c und mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g jeweils eine homozygote Elternpflanze,
deren Nachkommen alle Resistent gegenüber Kanamycin bzw. Hygromycin waren und für Un-
tersuchungen bei verschiedenen physiologischen Bedingungen verwendet wurden.
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Abbildung 2.9. Vektorkarten von pK7WG2D.1 und pMDC99 mit zugehöriger T-DNA für MRS2-7 Komplementati-
onsversuche in Knockout-Mutanten.

Farbig hervorgehobene Abschnitte repräsentieren den negativen Selektionsfaktor ccdB (rot), Antibiotikaresistenzen
(hellgrau), Promotor- und Terminatorbereiche (dunkelgrau), GATEWAYTM attachment sites (attB/R, violett), eGFPER

(dunkelblau), left und right border Regionen (dunkelrote Balken), Restriktionsenzym-Erkennungsstellen (gelbe Bal-
ken), Replikationselemente (ori, rep) und mobilisierende (mob) bzw. stabilisierende (sta) Bereiche aus pBR322
(orange) bzw. pVS1 (grün). In den im rechten Teil herausvergrößerten T-DNA-Bereichen der unterschiedlichen Kon-
strukte (dunkelrot-unterlegte Vektorabschnitte) sind außerdem putative Promotorelemente (weiß-dunkelgrau), 3’-
und 5’-UTR (hellblau), MRS2-7 Exonregionen (weiß), Start- und Stopcodons (grüner bzw. roter Balken) sowie die
Bindungsstellen der Sequenzierungsprimer (schwarze Pfeile) eingezeichnet. Die Namen von Restriktionsenzymen
sind unterstrichen, wenn ihre Erkennungssequenz in den Vektoren nur einmalig vorkommt.

2.2.2. Wachstumsphänotyp der MRS2-7 Komplementationslinien unter verschie-
denen Magnesiumbedingungen

Zur physiologischen Charakterisierung wurden die bereits vorhandene mrs2-7(2) Knockout-
Linie sowie die neu erzeugten mrs2-7(2) Pro35S:MRS2-7c und mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g
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Komplementationslinien in hydroponischen Kultursystemen mit unterschiedlichen Magnesium-
konzentrationen untersucht. Wie schon bekannt, zeigte die MRS2-7 Knockout-Mutante bei
50µM MgSO4 einen starken Wachstumsdefekt, während der Col-0 Wildtyp unter diesen Be-
dingungen normal wachsen konnte. Die Linie mrs2-7(2) Pro35S:MRS2-7c mit den codierenden
Bereichen des MRS2-7 Gens unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors zeigte ebenfalls nor-
males Wachstum, wohingegen die Linie mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g mit der genomischen
Sequenz und dem nativen Promotor unverändert den Knockout-Phänotyp aufwies (Abb. 2.10
a). Das Wachstum aller drei Linien ließ sich bei 150µM MgSO4 nicht mehr vom Arabidopsis
Wildtyp unterscheiden (Abb. 2.10 b).
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mrs2-7(2)

mrs2-7(2)

Pro35S:MRS2-7c

mrs2-7(2)

ProMRS2-7:MRS2-7g

Col-0

150 µM MgSO450 µM MgSO4

Abbildung 2.10. Hydroponische Kultur von Arabidopsis Wildtyp Col-0, mrs2-7(2) Knockout- und MRS2-7 Komple-
mentationslinien.

(a) und (b) Effekt von unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen auf das Wachstum von Arabidopsis Col-0 und
der homozygoten mrs2-7(2) Linie sowie von Expressionskonstrukten mit CaMV 35S und nativem Promotor im
Knockout-Hintergrund nach fünf Wochen im Araponics System. Die im Medium verfügbaren Magnesiumkonzentra-
tionen entsprechen 50µM (a) und 150µM MgSO4 (b). Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 1 cm.

2.2.3. Expressionsanalyse der MRS2-7 Komplementationslinien und Kontrollse-
quenzieung der Transkripte

Die Genotypisierung der erzeugten Pflanzenlinien bestätigte, dass in allen Nachkommen der
mrs2-7(2) Pro35S:MRS2-7c Linie die T-DNA-Insertion im MRS2-7 -Gen nach wie vor homozy-
got vorlag und die mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g Pflanzen eine heterozygote Allelkonfigurati-
on aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Dies lässt sich durch das neu hinzugekommene dritte Allel
in der T-DNA des genomischen Komplementationskonstruktes erklären. Die genspezifischen
Primer binden jedoch nicht an den codierenden Bereich des Überexpressionskonstruktes.
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Da beide Komplementationslinien unterschiedliche Phänotypen bei niedriger Magnesiumver-
fügbarkeit zeigten, sollte die Analyse von cDNA-Populationen Aufschluss über die Transkrip-
tionsstärke von MRS2-7 in den entsprechenden Pflanzen geben sowie das Spleißen für das
genomische Konstrukt untersuchen. Hierzu wurde aus Rosettenblättern von zwei unterschied-
lichen Nachkommen der homozygoten Elternpflanzen die Gesamt-RNA präpariert, in cDNA
umgeschrieben und MRS2-7 Transkripte durch PCR isoliert und sequenziert. Die gewonnene
cDNA wurde außerdem für eine vorläufige Bestimmung der Expressionsstärke durch semi-
quantitative PCR mit Primern für MRS2-7 und GAPC-1 verwendet. Hierbei bestätigte sich,
dass die Transkription von MRS2-7 unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors stärker ausfällt
als unter nativen Bedingungen. Außerdem waren in den mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g Pflan-
zen und teilweise auch im Wildtyp neben dem erwarteten PCR-Produkt von 1,2 bzw. 0,35 kbp
noch weitere Banden mit höherem Molekulargewicht erkennbar (Abb. 2.11 a und b).
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Abbildung 2.11. Transkriptionsanalyse von MRS2-7 und endogenen Kontrollen in MRS2-7 Komplementationslinien
und Arabidopsis Wildtyp.

(a) Ergebnisse der semi-quantitativen RT-PCRs auf jeweils zwei unterschiedliche Nachkommen verschiedener
MRS2-7 Komplementationslinien und Col-0 mit Primern für die gesamte codierende Region von GAPC-1 (G) und
MRS2-7 (2-7). (b) RT-PCR Produkte mit Primern für die letzten fünf Introns und Exons von MRS2-7 Transkripten
aus mrs2-7(2) Pro35S :MRS2-7c (A), mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g (B) und Arabidopsis Wildtyp (C).

Die Sequenzierung der cDNA-Populationen zeigte erwartungsgemäß, dass in den Pflanzen mit
der 35S-überexprimierten cDNA-Sequenz von MRS2-7 im mrs2-7(2) Knockout-Hintergrund
auch nur diese als Transkript nachgewiesen werden konnte. Sowohl bei ProMRS2−7:MRS2-7g
Pflanzen als auch im Col-0 Wildtyp konnten jedoch neben korrekt gespleißten Transkripten
auch unvollständig oder falsch gespleißte cDNAs amplifiziert werden. Die Abweichungen der
untersuchten vollständigen Transkripte zur reifen bzw. intakten CDS zeigten sich ausschließlich
zwischen Exon VI und XI, so dass im weiteren Verlauf nur noch dieser Bereich näher betrachtet
wurde (Abb. 2.12). Jedes nicht gespleißte Intron führt zu einer Verschiebung des Leserasters,
was in allen Fällen einen vorzeitigen Translationsabbruch und damit eine Zerstörung des kon-
servierten C-Terminus des MRS2-7 Proteins zur Folge hat.
Als Ergebnis der Sequenzierungen lässt sich zusammenfassen, dass Intron x in 5 von 14 Fäl-
len (36 %) bei mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g nicht gespleißt wurde, während es in allen unter-
suchten cDNAs des Wildtyps immer gespleißt vorlag. In zwei dieser Transkripte (14 %) wurde
zusätzlich auch Intron ix nicht entfernt. Im Wildtyp war Intron ix in 3 von 11 und bei mrs2-7(2)
ProMRS2−7:MRS2-7g in 2 von 14 Fällen (27 bzw. 14 %) falsch gespleißt, so dass durch Ver-
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schiebung des Leserahmens kein korrektes Transkript mehr entstehen konnte. In jeweils einem
Fall waren bei mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g und Wildtyp die Introns vi und vii noch in der
cDNA vorhanden, in je einem weiteren Fall beim Wildtyp nur Intron vi oder ix. Insgesamt lagen
in der Linie mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g 57 % und im Wildtyp Col-0 36 % aller analysierten
MRS2-7 Transkripte in unreifer oder defekter Form vor (Abb. 2.12).
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Abbildung 2.12. Quantifizierung und Analyse von verkürzten und vollständigen MRS2-7 Transkripten aus MRS2-7
Komplementationslinien und Arabidopsis Wildtyp.

Aufbau der sequenzierten MRS2-7 Transkripte aus den drei unterschiedlichen Linien mit Exon- (Boxen) und In-
tronbereichen (Linien), Start- und Stopcodon (grüner bzw. roter Balken) und Nummerierung in römischen Ziffern
sowie Primerbindungsstellen für die RT-PCR (schwarze Pfeile). Falsch oder nicht gespleißte Abschnitte sind in rot
dargestellt und nachfolgende Zahlen geben an, wieviele der untersuchten cDNAs diesem Typus entsprachen.

2.2.4. ICP-MS-Ionenprofile von mrs2-7 Mutanten und Pro35S:MRS2-7c Komple-
mentationslinien

Wie schon zuvor beschrieben (Kap. 2.1.4) wurde die Ionenzusammensetzung im Blattgewebe
von Nachkommen homozygoter MRS2-7 Knockout- bzw. Überexpressionslinien bestimmt. Der
Vergleich zum Arabidopsis Wildtyp zeigte eine leichte, aber hochsignifikante (p ≤ 0,01) Verrin-
gerung des Kaliumgehaltes um 10 - 15 % in allen drei unabhängigen mrs2-7 Mutanten (Abb.
2.13 a - c), welche in der mrs2-7(2) Pro35S:MRS2-7c Linie nicht erkennbar war (Abb. 2.13 d).
Signifikante Änderungen (p ≤ 0,5) in der Zusammensetzung der Ionenprofile bei Anzucht auf
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Erde sind in Tabelle 2.4 aufgelistet, lassen jedoch keine weiteren auffälligen Gemeinsamkei-
ten zwischen allen drei Knockout-Linien erkennen. In den Linien mrs2-7(2) und mrs2-7(3) war
der Kupfergehalt um 20 bzw. 9 % niedriger als im Wildtyp, während nur in Linie mrs2-7(1) die
Menge an Magnesium um 4 % verringert war.
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Abbildung 2.13. Ionenprofil von mrs2-7 Knockout- und MRS2-7 Komplementationslinien im Vergleich zum Arabi-
dopsis Wildtyp.

(a) bis (d) Mittlere prozentuale Differenz (% Differenz) des Ionengehaltes von mrs2-7(1) (a), mrs2-7(2) (b), mrs2-7(3)
(c) und mrs2-7(2) Pro35S :MRS2-7c (d) zur Wildtyp-Referenz Col-0. Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren pro-
zentualen Standardabweichung. Die Anzahl untersuchter Pflanzen pro Linie betrug n = 12. Signifikante bzw. hoch
signifikante Unterschiede nach einem einseitigen Zweistichproben t-Test sind durch * (p ≤ 0,05) bzw. ** (p ≤ 0,01)
gekennzeichnet.

2.2.5. Untersuchung der MRS2-7 Knockout- und Komplementationslinien auf ver-
änderte Aluminiumtoleranz

Vorangegangene Studien zeigten, dass die Überexpression des Arabidopsis Magnesiumtrans-
porters MRS2-10/MGT1 in Tabak eine erhöhte Aluminiumtoleranz bei niedrigem pH im An-
zuchtsmedium vermittelt (Deng et al. 2006). Die folgende Untersuchung sollte nun klären, ob
neben dem Mg2+-Mangelphänotyp und dessen Komplementation auch eine unterschiedliche
Reaktion auf toxische Aluminiumkonzentrationen bei den MRS2-7 Knockout- bzw. Überexpres-
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Tabelle 2.4. Signifikante Abweichungen des Ionengehaltes verschiedener MRS2-7 Mutanten vom Arabidopsis Wild-
typ.

Linie Isotop Med. ppm TM Med. % Diff. Std. % Diff. p-Wert Signifikanz

mrs2-7(1) 25Mg 22619,8 (23570,1) -4,03 4,16 0,019 ∗

39K 49779,9 (54718,5) -9,03 9,91 0,003 ∗∗

mrs2-7(2) 23Na 1184,16 (1103,26) 7,33 18,19 0,043 ∗

39K 48913,4 (54718,5) -10,61 9,30 0,002 ∗∗

65Cu 4,14434 (5,18258) -20,03 15,81 0,017 ∗

66Zn 114,050 (123,626) -7,75 9,75 0,041 ∗

75As 0,72191 (0,36330) 98,71 127,27 0,050 ∗

mrs2-7(3) 7Li 18,7822 (15,1849) 23,69 30,71 0,033 ∗

39K 45968,7 (54718,5) -15,99 8,13 0,000 ∗∗

65Cu 4,71749 (5,18258) -8,97 19,66 0,022 ∗

mrs2-7(2) 34S 7869,66 (6684,56) 17,73 9,29 0,030 ∗

Pro35S:MRS2-7c 82Se 2,40720 (1,98192) 21,46 30,33 0,050 ∗

Aufgeführt sind die Mediane (Med.) der ICP-MS-Daten für den relativen Anteil (ppm) des jeweiligen Isotops an
der Trockenmasse (TM) in MRS2-7 Knockout- und Überexpressionslinien bzw. der Wildtyp-Referenz Col-0 (Werte
in Klammern). Außerdem zeigt die Tabelle die mittlere prozentuale Differenz (Med. % Diff.) der MRS2-7 Mutanten
zum Wildtyp und deren Standardabweichung (Std. % Diff.). Die Anzahl untersuchter Pflanzen pro Linie betrug n
= 12. Als signifikant bzw. hoch signifikant gelten Unterschiede, deren Irrtumswahrscheinlichkeit (p) nach einem
einseitigen Zweistichproben t-Test 0,05 (∗) bzw. 0,01 (∗∗) entspricht oder unterschreitet.

sionsmutanten im Vergleich zu Wildtyppflanzen erkennenbar ist. Hierzu erfolgte die Kultivierung
der entsprechenden Linien unter sterilen Bedingungen in modifiziertem MS-Flüssigmedium mit
saurem pH-Wert und optionaler Zugabe von AlCl3, gefolgt von der Bestimmung des Frischge-
wichtes der Keimlinge durch Auswiegen nach 14 Tagen.
Abbildung 2.14 zeigt die Pflanzenentwicklung und Biomassenproduktion bei pH 4,3 und damit
verglichen ein unterschiedlich stark reduziertes Wachstum bei Zugabe von 100µM AlCl3 in
allen drei untersuchten Linien. Bei niedrigem pH wiesen die beiden transgenen Linien ein ten-
denziell schlechteres Wachstum als der Wildtyp auf, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die
Zugabe von toxischen Aluminiumkonzentrationen führte bei Überexpression von MRS2-7 zu
einer signifikant (p ≤ 0,5) erhöhten Toleranz im Vergleich zu Arabidopsis Wildtyp Col-0 und der
MRS2-7 Knockout-Mutante (Abb. 2.14 a und b). Während beim Wildtyp und MRS2-7 Knockout
die Biomassenproduktion um 80 - 85 % verringert war, reduzierte sie sich bei Überexpression
von MRS2-7 nur um 50 %. Dieser Trend ließ sich in insgesamt fünf unabhängigen Experimen-
ten reproduzieren (Abb. 2.14 b, kleines Diagramm).
Neben der hochsignifikant (p ≤ 0,01) geringeren Biomasse (Abb. 2.14 a und b) äußerte sich
bei mrs2-7(2) eine verstärkte Aluminiumsensitivität auch durch ausgeprägtere Hemmung des
Wurzelwachstums (Abb. 2.14 c). Weitere Untersuchungen zur Sensitivität gegenüber den di-
valenten Kationen Co2+ und Mn2+ in Flüssigkulturen mit 150µM Co(NO3)2 und 200 - 300µM
MnCl2 zeigten hingegen keinen Unterschied zwischen den drei Linien (Daten nicht gezeigt).



32 Kapitel 2. Ergebnisse

mrs2-7(2) 

Pro35S:MRS2-7c

Col-0 mrs2-7(2)

pH 4,3 

100 µM AlCl3

pH 4,3

mrs2-7(2)

pH 4,3

100 µM AlCl3

pH 4,3

Col-0
c

a

b

* = p ≤ 0,05

** = p ≤ 0,01
**

*

3

*

Abbildung 2.14. Aluminiumtoleranz von MRS2-7 Knockout- und Überexpressionsmutanten im Vergleich zu Arabi-
dopsis Wildtyp

(a) bis (c) Arabidopsis Pflanzen nach zwei Wochen Kultivierung in MS-Flüssigmedium bei pH 4,3 mit und ohne
100µM AlCl3. Wachstumsphänotyp (a) und durchschnittliches Frischgewicht (b) von Keimlingen aus mindestens
zwei unabhängigen technischen Replikaten. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung der Mittelwer-
te aller Pflanzen aus einem Ansatz. Das eingesetzte Diagramm zeigt die mittlere prozentuale Verringerung der Bio-
massenproduktion aller drei Linien bei Zugabe von 100µM AlCl3 im Vergleich zur Kontrolle aus fünf unabhängigen
Experimenten und deren Standardfehler. Als signifikant bzw. hoch signifikant gelten Unterschiede zur entsprechen-
den Wildtypkontrolle, deren Irrtumswahrscheinlichkeit (p) nach einem einseitigen Zweistichproben t-Test 0,05 (∗)
bzw. 0,01 (∗∗) entspricht oder unterschreitet. (c) Vergleich des Einflusses von pH-Wert und Aluminiumzugabe auf
die Wurzellänge von Arabidopsis Wildtyp und einer MRS2-7 Knockout-Mutante. Maßstab (schwarzer und weißer
Balken unten links) ≙ 1 cm.
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2.3. Subzelluläre Lokalisation von MRS2 Proteinen in Arabidopsis
thaliana und Nicotiana benthamiana

Neben der phänotypischen Charakterisierung von Geninaktivierungsmutaten ist die Lokalisa-
tion des entsprechenden Proteins innerhalb der unterschiedlichen Kompartimente einer Zelle
ein wichtiger experimenteller Ansatz, um Aussagen über dessen mögliche Funktion treffen zu
können. Ein weit verbreitetes und gut etabliertes Hilfsmittel ist die Fusion des zu analysierenden
Proteins an ein fluoreszierendes Reporterprotein mit anschließender mikroskopischer Bestim-
mung seines Zielortes in vivo. Die Expression des Fusionsproteins kann direkt im Ursprungs-
oder in einem geeigneten Modellorganismus entweder dauerhaft oder nur vorübergehend er-
folgen. In den Pflanzenwissenschaften wird vor allem die Agrobacterium-vermittelte Transfor-
mation eingesetzt, um wahlweise stabile transgene Pflanzen oder nur bestimmte Gewebe mit
transienter Expression zu erzeugen und zur Untersuchung der subzellulären Lokalisation des
Proteins zu verwenden.
In den folgenden Abschnitten der vorliegenden Arbeit wird die Herstellung und Analyse von
Expressionskonstrukten beschrieben, in denen das grün-fluoreszierende Protein (GFP) sowohl
an den C- als auch den N-Terminus verschiedener MRS2 Proteine fusioniert und transient in
der Epidermis von Tabakblättern exprimiert wurde. In einzelnen Fällen sollte durch zusätz-
liche Expression von spezifischen Markern für bestimmte Zellkompartimente eine mögliche
Co-Lokalisation gezeigt werden. Im weiteren wurden physiologische Komplementationsstudien
in Arabidopsis Knockout-Mutanten durchgeführt, um die Funktionalität des Fusionsproteins zu
belegen oder mögliche Artefakte aufzudecken.

2.3.1. Herstellung und mikroskopische Untersuchung von MRS2:GFP Fusions-
proteinen in Tabakblättern

Die Analyse von MRS2 Proteinen durch c-terminale GFP-Fusion ermöglichte in vorangegan-
gen Studien an Arabidopsis eine Lokalisation von MRS2-6 in Mitochondrien, MRS2-10 in der
Plasmamembran und MRS2-11 in Chloroplasten nachzuweisen (Li et al. 2001; Li et al. 2008;
Drummond et al. 2006). Allerdings konnte bei weiteren Untersuchungen von MRS2:GFP-Fu-
sionsproteinen in transgenen Arabidopsis Pflanzen oder Tabakprotoplasten keine zweifelsfreie
Lokalisation festgestellt werden (Schock et al. 2000; Weyand 2006). Als alternativer Ansatz zu
diesen Arbeiten wurden die codierenden Sequenzen von MRS2-1, MRS2-2, MRS2-3, MRS2-4,
MRS2-5 und MRS2-7 in translatorischer Fusion vor das mGFP6 Gen in den binären T-DNA-
Vektor pMC83 (Curtis und Grossniklaus 2003) entweder über Restriktionsschnittstellen oder
das GATEWAYTM System kloniert und zur Überprüfung sequenziert (Abb. 2.15). In allen Vek-
torensequenzen wurde eine Abweichung beim Basentriplet 700 - 702 von mGFP6 gegenüber
der veröffentlichten Sequenz (http://botserv1.uzh.ch/home/grossnik/curtisvector/index_2.html)
festgestellt (GAT → GTA), welche zu einem nicht-konservativen Aminosäureaustausch führt
(D234V). Diese Konstrukte wurden im Anschluss in Agrobacterium transformiert und durch
Infiltration von Nicotiana benthamiana Blättern zusammen mit dem viralen p19 RNA-silencing-
Suppressor zur Verminderung des PTGS (Voinnet et al. 2003) exprimiert. Nach 48 Stunden
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Inkubation folgte die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der Epidermis von transformierten
Blattscheiben mit dem Nikon ECLIPSE TE2000-U (IMBIO, Abt. Molekulare Physiologie, Prof.
Bartels) oder dem Olympus FV1000 (IZMB, Abt. Zellbiologie der Pflanzen, Prof. Menzel) unter
Verwendung von spezifischen Filtersätzen für das GFP und die Autofluoreszenz der Chloro-
phyllmoleküle in Chloroplasten.
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Abbildung 2.15. Vektorkarte von pMDC83 mit zugehörigen T-DNAs für MRS2-x:GFP Reportergenstudien in Arabi-
dopsis und Nicotiana.

Farbig hervorgehobene Abschnitte repräsentieren den negativen Selektionsfaktor ccdB (rot), Antibiotikaresisten-
zen (hellgrau), Promotor- und Terminatorbereiche (dunkelgrau), GATEWAYTM attachment sites (attB/R, violett),
mGFP6xHis (dunkelblau), left und right border Regionen (dunkelrote Balken), Restriktionsenzym-Erkennungsstellen
(gelbe Balken), Replikationselemente (ori, rep) und mobilisierende (mob) bzw. stabilisierende (sta) Bereiche aus
pBR322 (orange) bzw. pVS1 (grün). In den im rechten Teil herausvergrößerten T-DNA-Bereichen der unterschied-
lichen Konstrukte (dunkelrot unterlegter Vektorabschnitt) sind außerdem MRS2 Exonregionen (weiß), Start- und
Stopcodons (grüner bzw. roter Balken) sowie die Bindungsstellen der Sequenzierungsprimer (schwarze Pfeile)
eingezeichnet. Die Namen von Restriktionsenzymen sind unterstrichen, wenn ihre Erkennungssequenz in den Vek-
toren nur einmalig vorkommt.

Trotz des nicht-konservativen Aminosäureaustausches in der GFP-Sequenz war im mikrosko-
pischen 2-Kanal-Bild deutliche Fluoreszenz im Bereich von 500 - 530 nm erkennbar. Das GFP-
Signal war bei allen sechs MRS2 Fusionskonstrukten im Cytoplasma lokalisiert, welches sich
bei ausdifferenzierten Pflanzenzellen nur am Rand des Symplasten und in der Peripherie des
Zellkerns befindet oder vereinzelt in Strängen durch die zentrale Vakuole zieht (Abb. 2.16 a
- f). In einigen mikroskopischen Aufnahmen mit sehr hoher Auflösung waren darüber hinaus
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netzartige Strukturen erkennbar, die sich über die gesamte basale und apikale Zellebene er-
streckten (Abb. 2.16 d). Das Signal zeigte keine Co-Lokalisation mit der Autofluoreszenz des
Chlorophylls in den Plastiden, weiterhin ließ sich keine Fluoreszenz innerhalb des Zellkerns
oder der Vakuole detektieren (Abb. 2.16 e und f).
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Abbildung 2.16. Fluoreszenz von verschiedenen MRS2-x:GFP Fusionsproteinen bei transienter Expression in Ta-
bakepidermiszellen.

(a) bis (f) Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von transformierten Nicotiana-Epidermiszellen 48 Stunden nach
Infiltration mit Agrobacterium unter Verwendung von Emissionsfiltern für die Autofluoreszenz des Chlorophylls (rot)
und GFP (grün). Die Bilder wurden entweder mit dem Nikon TE2000 ([a] bis [c] und [e]) oder dem Olympus FV1000
([d] und [f]) konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 10µm.

2.3.2. Herstellung und mikroskopische Untersuchung von GFP:MRS2 Fusions-
proteinen in Tabakblättern

Aufgrund des engen Zusammenhanges von Funktion und räumlicher Anordnung der verschie-
denen Sekundär- und Tertiärstrukturen eines Polypeptides kann die Fusion mit einem Repor-
terprotein die native Faltung oder Komplexbildung einer oder beider Komponenten stören oder
verhindern. Neben der biologischen Aktivität können auch der gezielte Transport zu bestimmten
Zellkompartimenten oder die Integration in deren Membransystem durch eine solche Modifika-
tion beeinflusst werden. Um diese Möglichkeit näher zu untersuchen und derartige Artefakte
auszuschließen, und auch weil alle MRS2:GFP-Konstrukte eine identische Lokalisation in netz-
artigen Kompartimenten des Cytoplasmas zeigten, sollte ein alternatives Experiment durchge-
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führt werden. Diese neuen GFP-Konstrukte entsprechen den bereits zuvor beschriebenen, nur
erfolgte die Positionierung des Reportergens hierbei an den N-Terminus von MRS2-1, MRS2-2,
MRS2-3, MRS2-4, MRS2-5 und MRS2-7 im binären T-DNA-Vektor pMDC43 (Curtis und Gross-
niklaus 2003) durch unterschiedliche Klonierungsstrategien (Abb. 2.17). Die anschließende
Transformation in Agrobacterium, die Infiltration und Proteinexpression in Nicotiana-Blättern so-
wie deren Mikroskopie erfolgten wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben (Kap. 2.3.1).
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Abbildung 2.17. Vektorkarte von pMDC43 mit zugehörigen T-DNAs für GFP:MRS2-x Reportergenstudien in Arabi-
dopsis und Nicotiana.

Farbig hervorgehobene Abschnitte repräsentieren den negativen Selektionsfaktor ccdB (rot), Antibiotikaresistenzen
(hellgrau), Promotor- und Terminatorbereiche (dunkelgrau), GATEWAYTM attachment sites (attB/R, violett), mGFP
(dunkelblau), left und right border Regionen (dunkelrote Balken), Restriktionsenzym-Erkennungsstellen (gelbe Bal-
ken), Replikationselemente (ori, rep) und mobilisierende (mob) bzw. stabilisierende (sta) Bereiche aus pBR322
(orange) bzw. pVS1 (grün). In den im rechten Teil herausvergrößerten T-DNA-Bereichen der unterschiedlichen Kon-
strukte (dunkelrot unterlegter Vektorabschnitt) sind außerdem MRS2 Exonregionen (weiß), Start- und Stopcodons
(grüner bzw. roter Balken) sowie die Bindungsstellen der Sequenzierungsprimer (schwarze Pfeile) eingezeichnet.
Die Namen von Restriktionsenzymen sind unterstrichen, wenn ihre Erkennungssequenz in den Vektoren nur ein-
malig vorkommt.

Auch hier war in den Epidermiszellen der transformierten Tabakblätter bei allen sechs Konstruk-
ten das GFP-Signal im cytoplasmatischen Saum und im Bereich um den Nukleus, vereinzelt
auch in den trans-vakuolären Plasmasträngen erkennbar (Abb. 2.18 a - f). Ebenso waren bei
Aufnahmen mit sehr hohen Auflösungen wieder die netzartigen Strukturen in den basalen bzw.
apikalen Zellebenen erkennbar (Abb. 2.18 f). Die räumliche und zeitliche Überlagerung mit
dem Signal der pflanzlichen Autofluoreszenz im 2-Kanal-Bild ergab keine Co-Lokalisation mit
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den Chloroplasten, außerdem wurde in keinem Fall ein GFP-Signal im Inneren der zentralen
Vakuole oder des Zellkerns detektiert (Abb. 2.18 d, e).
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Abbildung 2.18. Fluoreszenz von verschiedenen GFP:MRS2-x Fusionsproteinen bei transienter Expression in Ta-
bakepidermiszellen.

(a) bis (f) Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von transformierten Nicotiana-Epidermiszellen 48 Stunden nach
Infiltration mit Agrobacterium unter Verwendung von Emissionsfiltern für die Autofluoreszenz des Chlorophylls (rot)
und GFP (grün). Die Bilder wurden entweder mit dem Nikon TE2000 ([a] bis [e]) oder dem Olympus FV1000 (f)
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 10µm

2.3.3. Co-Lokalisation der MRS2-7:GFP-Fusion mit dem DsRED-ER-Marker und
Untersuchung der Mobilität durch Zeitrafferaufnahmen

Weitere mikroskopische Untersuchungen sollten bestätigen, ob es sich bei den netzartigen
Strukturen um das Endomembransystem der Zelle handelt. Die Markierung der einzelnen Sys-
temkomponenten, inbesondere des endoplasmatischen Retikulums (ER), erfolgte durch das
rot-fluoreszierende Protein DsRED, welches mit einem Signalpeptid und dem ER-Retentionssi-
gnal HDEL gekoppelt wurde (IZMB, Abt. Zellbiologie der Pflanzen). Dieses wurde dann entwe-
der mit dem unveränderten GFP (nach Entfernung von ccdB mit KpnI) oder dem MRS2-7:GFP
Fusionsprotein mit Hilfe des Vektors pMDC83 (Abb. 2.15) in Nicotiana-Blättern co-exprimiert
und im LSM detektiert (Kap. 2.3.1). Die Transformation mit GFP alleine ergab auf der media-
len Zellebene grüne Fluoreszenzsignale in Cytoplasma und Zellkern, aber keine Lokalisation
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in netzartigen Strukturen oder ausschließlich in der Zellkernperipherie wie bei den roten Fluo-
reszenzsignalen von HDEL:DsRED (Abb. 2.19 a - c). Bei Expression von MRS2-7:GFP zeigte
sich in apikalen oder basalen Zellebenen eine perfekte Co-Lokalisation der grünen und roten
Fluoreszenz in den netzartigen ER-Kompartimenten (Abb. 2.19 d - f). Bei keinem der detektier-
ten Fluoreszenzsignale gab es eine räumliche Übereinstimmung mit den Chloroplasten oder
der zentralen Vakuole.
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Abbildung 2.19. Fluoreszenzbilder von Tabakepidermiszellen mit HDEL:DsRED markiertem Endomembransystem
und Co-Expression von GFP bzw. MRS2-7:GFP.

(a) bis (f) Mikroskopische Drei-Kanal-Fluoreszenzaufnahmen von transformierten Nicotiana-Epidermiszellen 48
Stunden nach Infiltration mit Agrobacterium unter Verwendung von Emissionsfiltern für die Autofluoreszenz des
Chlorophylls (blau), GFP (grün) und DsRED (rot). Die Bilder wurden mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
Olympus FV1000 aufgenommen. Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 10µm.

Mikroskopische Aufnahmen über ein Zeitintervall von 15 Minuten zeigten darüber hinaus eine
Lokalisation von MRS2-7:GFP in Transportvesikeln des Golgi-Netzwerkes und deren Bewe-
gung entlang der Röhren und Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (Abb. 2.20, weiße
Pfeile) sowie die Dynamik der Cytoplasmastränge. Die beobachtete Motilität der Golgi-Vesikel
und die kontinuierliche Umgestaltung des ERs durch Verkürzung, Verlängerung oder Fusion
von Membrantubuli hängen hierbei unter anderem von den Aktinfilamenten und assozierten
Proteinen des Cytoskeletts ab (Boevink et al. 1998). Insgesamt wurde das MRS2-7:GFP Fu-
sionsprotein in allen durch Vesikeltransport verbundenen Kompartimenten des Endomembran-
systems, also in ER, Golgi-Apparat, Plasmamembran und perinuklearem Raum, detektiert.
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Abbildung 2.20. Zeitreihe von MRS2-7:GFP Fluoreszenzsignalen im endoplasmatischen Retikulum und in Trans-
portvesikeln des Golgi-Netzwerks von Tabakepidermiszellen.

Abfolge von mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen transformierter Nicotiana-Epidermiszellen 48 Stunden nach
Infiltration mit Agrobacterium unter Verwendung von Emissionsfiltern für die Autofluoreszenz des Chlorophylls (rot)
und GFP (grün). Die Bilder wurden mit dem Olympus FV1000 konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop im Abstand
von jeweils 3 Minuten aufgenommen. Eine Ansammlung von beweglichen Vesikeln ist mit einem Pfeil markiert.
Maßstab (weißer Balken unten links) ≙ 2µm.

2.3.4. Expressionsnachweis von MRS2-7:GFP und Komplementationsversuche
in Arabidopsis

Neben der transienten Expression in Tabak wurde das Pro35S:MRS2-7c:GFP Konstrukt sta-
bil in verschiedene Arabidopsis-Linien transformiert, um zusätzlich Lokalisations- und Kom-
plementationsstudien im Ursprungorganismus durchzuführen. In keiner der erzeugten trans-
genen Linien ließ sich GFP-Fluoreszenz erkennen (Daten nicht gezeigt), auch wenn die voll-
ständigen Transkripte (2 kb) durch RT-PCR detektiert werden konnten (Abb. 2.21 a). Der im-
munologische Nachweis des MRS2-7:GFP-Fusionproteins mit einem α-GFP-Antikörper nach
SDS-PAGE ergab gegenüber der Computervorhersage von 74 kDa ein kleineres Molekularge-
wicht von etwa 55 kDa (Abb. 2.21 b). Zur funktionellen Komplementation wurde das MRS2-
7:GFP-Fusionskonstrukt in die Knockout-Linie mrs2-7(3) transformiert, durch Selektion auf
Hygromycin-haltigem Medium eine homozygote Elternpflanze identifiziert (Abb. 2.21 c) und
diese zusammen mit Knockout- und Wildtyp-Pflanzen in Flüssigmedium unter Mg-Mangelbe-
dingungen kultiviert. Das Frischgewicht von zwei Wochen alten Keimlingen war bei beiden Kon-
zentrationen für die transgenen Pflanzen untereinander gleich, jedoch gegenüber dem Wildtyp
signifikiant bzw. hochsignifikant geringer. Das kleinere Diagramm zeigt eine Zusammenfassung
aus zwei unabhängigen Experimenten mit reduzierter Biomasse von 50 - 60 % bei 50µM und
30 - 40 % bei 150µM MgSO4 für beide transgenen Linien im Vergleich zu Col-0 (Abb. 2.21 d).
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Abbildung 2.21. Nachweis der MRS2-7:GFP Transkription und Translation sowie Komplementationsstudien in
mrs2-7 Linien im Vergleich zu Wildtyp Arabidopsis.

(a) und (b) Nachweis der MRS2-7c:GFP Transkription und Translation in den drei mit Pro35S :MRS2-7c:GFP trans-
formierten Knockout-Linien mrs2-7(1) (A), mrs2-7(3) (B), mrs2-7(2) (C) gegenüber Wildtyp Col-0 (D). Ergebnis
der RT-PCRs (a) mit Primern für das vollständige Transkript aus jeweils zwei Pflanzen und Western-Blot (b) nach
SDS-PAGE mit Proteinnachweis durch α-GFP-Antikörper für je eine der beiden Pflanzen. (c) Selektion auf Hygro-
mycinresistenz von Nachkommen einer homozygoten mrs2-7(3) Pro35S :MRS2-7c:GFP Pflanze auf Kulturschale mit
MS-Medium. (d) Mittleres Frischgewicht von Arabidopsis-Keimlingen nach zwei Wochen Flüssigkultur mit 50µM
oder 150µM MgSO4 im Medium und deren Standardabweichung. Das eingesetzte Diagramm zeigt die mittlere pro-
zentuale Verringerung der Biomassenproduktion der beiden transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp aus zwei
unabhängigen Experimenten und deren Standardabweichung.
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2.4. Komplementation von mrs2∆ Mutanten und Mg2+-Transport-
messungen in Saccharomyces cerevisiae

Immer wenn die Untersuchung eines Gens oder seines Produktes im Ursprungsorganismus
nicht oder nur sehr schwer und zeitaufwändig realisierbar ist, braucht man alternative Modell-
systeme, um dennoch Rückschlüsse auf dessen mögliche Bedeutung ziehen zu können. Die
funktionelle Komplementation von Mutanten des Ascomyceten Saccharomyces cerevisiae ist
ein weit verbreiteter Ansatz, um in einem einfach zu kultivierenden, aber trotzdem eukaryonti-
schen Organismus unbekannte Gene zu exprimieren und ihre Funktionsweise zu studieren.
Die Hefe mrs2∆ Mutante ist seit den frühen 1990er Jahren bekannt und inzwischen sehr
gut charakterisiert. Sie zeigt als Phänotyp einen petite (pet−) Wachstumsdefekt auf nicht-fer-
mentierbaren Kohlenstoffquellen wie Glycerin und ist nicht mehr in der Lage, mitochondriale
Gruppe-II-Introns aus der prä-mRNA zu spleißen (Wiesenberger et al. 1992). Dadurch bedingt
fehlen das Cytochrom b (COB) und die Untereinheit I der Cytochrom-c-Oxidase (COX1) aus
den Komplexen III und IV der mitochondrialen Atmungskette, was die Energiegewinnung dieser
Mutante auf die Fermentation von Kohlenhydraten beschränkt. Bisher war bereits die Komple-
mentation der mrs2∆ Mutante durch Expression des bakteriellen CorA aus Salmonella typhi-
murium, des pflanzlichen MRS2-1 aus Arabidopsis und des humanen Mrs2 Proteins erfolgreich
(Bui et al. 1999; Schock et al. 2000; Zsurka et al. 2001), während das paraloge Lpe10p hierzu
nicht in der Lage war (Gregan et al. 2001b; Sponder et al. 2010).
Für die im folgenden beschriebenen Experimente war es wichtig, dass die zu untersuchen-
den Proteine in dasselbe zelluläre Kompartiment wie das deletierte Mrs2p gelangen konn-
ten, um dessen Funktion als Magnesiumtransporter in der inneren Mitochondrienmembran zu
übernehmen. Daher wurden die CorA/Mrs2/Lpe10 Proteinsequenzen aller Organismen auf das
Vorhandensein von charakteristischen Sekundärstrukturen, konservierten Aminosäuremotiven
und potentiellen Transitpeptiden untersucht. Daraufhin erfolgte die Klonierung und Expressi-
on der neun funktionalen MRS2 Gene aus Arabidopsis in der mrs2∆ Mutante, der Test auf
funktionelle Komplementation durch selektive Nährmedien und die Quantifizierung der Magne-
siumaufnahme anhand isolierter Hefemitochondrien.

2.4.1. Vergleichende Analyse von CorA/Mrs2/Lpe10 Proteinen auf strukturelle
Gemeinsamkeiten

Vorangegangene phylogenetische Untersuchungen zeigten eine Verwandschaft von CorA und
MRS2 Proteinen und das Vorhandensein von hochkonservierten Aminosäuresequenzen, z.B.
dem Tripeptid GMN im c-terminalen Bereich des Proteins (Knoop et al. 2005). In Arabidop-
sis thaliana ist das erste universell vorhandene Motiv innerhalb der MRS2/MGT Genfamilie
(Schock et al. 2000; Li et al. 2001) ein “RDLR” nahe des N-Terminus, es gibt allerdings weitere
CorA-ähnliche Proteine ohne derartige Motive. Ein weiteres konserviertes Motiv ist ein “EML-
LE” zu Beginn der α7-Helix. Analog hierzu besitzen Lpe10p und Mrs2p aus der Bäckerhefe
diese Motive, die Proteine Alr1p, Alr2p und Mnr2p hingegen nicht. Diese Motive entstanden
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wahrscheinlich mit der Entwicklung der Eukaryonten, da Proteine mit RDLR und EMLLE Se-
quenz bereits im Genom der amöboiden Einzeller Naegleria gruberi und Dictyostelium discoi-
deum, aber nicht in Prokaryonten vorhergesagt sind. Daneben gibt es in diesen Organismen
auch Proteinvorhersagen ohne derartige Motive (Daten nicht gezeigt). Die Arabidopsis Protei-
ne MRS2-6 und MRS2-11 zeigen je einen konservativen Aminosäureaustausch innerhalb des
RLDR Motivs (KDLR bzw. RDIR), der wahrscheinlich nach der Diversifikation der Genfamilie in
den Landpflanzen geschehen ist.
Neben den homologen Aminosäuresequenzen teilen sich alle bisher bekannten Mitglieder der
CorA Proteinfamilie ein identisches Bauprinzip, bestehend aus zwei Transmembrandomänen
am C-Terminus. Der Vergleich von Röntgenstrukturanalysen des CorA Proteins aus Thermo-
toga maritima (Abb. 2.22 a) und bioinformatischen Vorhersagemodellen der Sekundärstruktur
von MRS2 Proteinen (Abb. 2.22 b) zeigte außerdem eine hohe Übereinstimmung in der An-
ordnung und Länge von Regionen mit α-Helices oder β-Faltblättern. Während das GMN Motiv
immer am Ende des membrandurchspannenden Abschnittes von α7 lag, war das RLDR Motiv
in dem zwischen α2 und β4 entsprechenden Bereich zu finden. Bei den bereits bekannten mit-
ochondrialen Mg-Transportern aus Mensch und Hefe und drei weiteren MRS2 Proteinen aus
Arabidopsis wurde durch den TargetP 1.1 Algorithmus (Emanuelsson et al. 2007) ein Transit-
peptid vorhergesagt. Diese Vorhersage erwartete eine Sortierung von MRS2-11 in die Chlo-
roplasten und der anderen fünf Proteine in die Mitochondrien, wobei MRS2-4 möglicherweise
in beiden Kompartimenten lokalisiert sein könnte. MRS2-1 und MRS2-10 besitzen durch Si-
gnalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004) vorhergesagte Signalsequenzen und könnten über ER und
Golgi-Apparat weiter zur Plasmamembran oder zum Tonoplasten transportiert werden.

2.4.2. Klonierung von chimären MRS2 Expressionskonstrukten und Transforma-
tion in mrs2∆ Mutanten

Wie vorangegangene Komplementationsstudien in Hefe zeigten, können CorA und MRS2-1
die mrs2∆ Mutante nur dann komplementieren, wenn die ersten 48 bzw. 95 Aminosäuren von
Mrs2p an den N-Terminus fusioniert sind und das Protein dadurch in die Mitochondrien diri-
giert wird (Bui et al. 1999; Schock et al. 2000), während das humane Mrs2 Protein aufgrund
seines eigenen mitochondrialen Transitpeptides (mtTP) selbstständig in das Zielkompartiment
gelangen kann (Zsurka et al. 2001). Alle bisher untersuchten Arabidopsis MRS2:GFP Fusi-
onsproteine zeigten nach Expression in Saccharomyces cerevisiae keine Co-Lokalisation mit
dem Fluoreszenzsignal des Mitotracker Red Farbstoffes (Drummond et al. 2006). Es ist daher
unwahrscheinlich, dass die nativen Arabidopsis MRS2 Proteine, ob mit oder ohne vorhergesag-
tem Transitpeptid, in die innere Membran der Hefemitochondrien importiert werden können.
Um sicherzustellen, dass die Proteine dennoch ihren vorgesehenen Zielort erreichen können,
sollten Proteinchimären, bestehend aus dem mtTP von Mrs2p und den neun funktionalen Ara-
bidopsis MRS2 Proteinen unter regulatorischer Kontrolle der 240 bp langen 5’-Region vom
MRS2 der Hefe exprimiert werden. Diese Fusionskonstrukte enthalten die ersten 95 Aminosäu-
ren vor dem konservierten RDLR Motiv von Mrs2p und die entsprechend N-terminal verkürzten
MRS2 Proteine ab diesem Bereich. Die Klonierungsstrategie sah vor, zuerst die einzelnen Be-
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Abbildung 2.22. Tertiäre Proteinstruktur von CorA aus Thermotoga maritima (Tm) und Sekundärstrukturmodelle
von homologen MRS2 Proteinen in Hefe (Sc), Mensch (Hs) und Arabidopsis (At).

(a) 3D-Modell von TmCorA (PDB_2IUB) nach Kristallstrukturanalyse (Eshaghi et al. 2006) mit unterschiedlich ein-
gefärbten α-Helices und β-Faltblattregionen. (b) Schematische Übersicht der mit Jpred 3 (Cole et al. 2008) vor-
hergesagten Sekundärstrukturen bzw. Signalsequenzen (hellblau) oder Transitpetide für Mitochondrien (pink) oder
Chloroplasten (hellgrün) des SignalP 3.0 bzw. TargetP 1.1 Algorithmus (Bendtsen et al. 2004; Emanuelsson et al.
2007) von ausgewählten CorA/Mrs2/Lpe10 Proteinen. Eingezeichnet ist außerdem die jeweilige Lage der konser-
vierten “GMN” (grün), “EMLLE” (gelb) und “RDLR” (rot) Peptidmotive.

reiche aus den beiden Organismen zu vervielfältigen, anschließend über eine so genannte
overlap extension-PCR zu verknüpfen und letztendlich in einen für Bakterien und Hefen geeig-
neten Shuttle-Vektor zu integrieren.
Der N-terminale Bestandteil ProMRS2:MRS2∆C wurde durch eine PCR mit einem Primerpaar,
welches die Positionen 1 - 525 der ScMRS2-Nukleotidsequenz (GenBank M82916) umfasste,
von Plasmid YEp351/MRS2 (Wiesenberger et al. 1992) amplifiziert. Für den zweiten Teil des
Fusionskonstruktes wurde die PCR mit genspezifischen Oligonukleotiden, welche in der RDLR
Region und vor dem Stopcodon binden, auf vorhandene cDNAs aller neun funktionalen MRS2
Gene von Arabidopsis durchgeführt. Der hintere Primer enthielt zusätzlich die 27 bp lange co-
dierende Sequenz für ein Hämagglutinin-Epitop (YPYDVPDYA), gefolgt von einem Stopcodon,
um insgesamt MRS2-xc∆N :HA zu erhalten.
Die Verbindung der PCR-Produkte geschah durch einen 18 bp Überhang komplementär zum
Ende der ProMRS2:MRS2∆C Region in einer overlap extension-PCR mit dem vorderen Primer
für ScMRS2 und dem hinteren Primer des jeweiligen AtMRS2 Gens (Abb. 2.23). Über die in
diesen Primern ebenfalls vorhandenen Restriktionsschnittstellen wurden die Fusionskonstrukte
in den Vektor YEp351 (Hill et al. 1986) integriert und zur Vermehrung in Escherichia coli trans-
formiert. Nach einer Kontrollsequenzierung wurden die fertigen Expressionskonstrukte zur AG
Schweyen an das Max F. Perutz Labor (MFPL) in Wien verschickt, dort erfolgte die Transforma-
tion in die mrs2∆ Mutante mit anschließender Selektion auf Minimalmedium zur Komplemen-
tierung der Leucin-Auxotrophie durch das LEU2 Gen des Vektors.



44 Kapitel 2. Ergebnisse

2µ ori

pBR322 ori

AmpR

PstI

XbaI

lacZ-α

LEU2

SalI

SmaI

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-1c∆N :HA

XbaI

MRS2-1c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-2c∆N :HA

PstI

MRS2-2c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-3c∆N :HA

XbaI

MRS2-3c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-4c∆N :HA

XbaI

MRS2-4c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-5c∆N :HA

PstI

MRS2-5c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-11c∆N :HA

SalI

MRS2-11c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-6c∆N :HA

XbaI

MRS2-6c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-7c∆N :HA

PstI

MRS2-7c∆NProMRS2

HAMRS2∆C

SmaI

ProMRS2:MRS2∆C :MRS2-10c∆N :HA

XbaI

MRS2-10c∆NProMRS2

200 bp

Abbildung 2.23. Vektorkarte von YEp351 und MRS2 Fusionskonstrukte für funktionelle Komplementationsstudien
in Hefe mrs2∆ Mutanten.

Farbig hervorgehobene Abschnitte des Vektors repräsentieren den LEU2-Selektionsfaktor und das Ampicillin-
Resistenzgen bla (hellgrau), lacZ-α mit Polylinker (dunkelblau), Restriktionsenzym-Erkennungsstellen (gelbe Bal-
ken), Replikationselemente aus pBR322 (orange) bzw. dem 2µ Plasmid (grün) und die Bindungsstellen der Se-
quenzierungsprimer (schwarze Pfeile). Daneben sind zusätzlich bei den Fusionskonstrukten der putative Promo-
torbereich (weiß-dunkelgrau) und der N-Terminus des verkürzten MRS2 (hellblau) aus Saccharomyces, sowie die
MRS2-x Exonregionen von Arabidopsis (weiß), das HA-Epitop (violett), Start- und Stopcodons (grüner bzw. roter
Balken) und die Primerbindungsstelle der overlap extension PCR (dunkelroter Strich) eingezeichnet.

2.4.3. Wachstumstest auf selektivem Medium und Mg2+-Aufnahmemessungen
mit transformierten mrs2∆ Hefen

Neben der funktionellen Komplementation der mrs2∆ Mutante und Aufhebung des pet−-Phä-
notyps auf Medien mit nicht-fermentierbaren Kohlenhydraten als C-Quelle ist ein System eta-
bliert, mit dem der Magnesiumtransport in isolierte Hefemitochondrien oder Salmonella en-
terica-Zellen bestimmt werden kann (Kolisek et al. 2003; Froschauer et al. 2004). Die freie
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Mg2+-Konzentration lässt sich hierbei über die Veränderung der Fluoreszenzintensität eines
Mg-komplexierenden Farbstoffes, dem mag-fura 2, durch eine Verschiebung der Anregungs-
wellenlänge von 380 nm (ungebunden) auf 340 nm (gebunden) bestimmen. Die im folgenden
beschriebenen Experimente wurden alle im Rahmen einer Kooperation von Soňa Svidová aus
der AG Schweyen am MFPL in Wien durchgeführt.
Die transformierten mrs2∆ Hefen sowie Positiv- und Negativkontrollen wurden, ausgehend von
Leu-selektiven Flüssigkulturen mit einer OD600 von 1, in 1:10 Verdünnungsschritten auf Medium
mit und ohne fermentierbare Kohlenstoffquelle (YPD bzw. YPdG) getröpfelt. Auf nichtselekti-
vem YPD-Medium war sowohl bei allen Fusionskonstrukten als auch beiden Kontrollen ein der
jeweiligen Ausgangskonzentration entsprechendes gleichförmig starkes Koloniewachstum zu
erkennen. Wie erwartet konnte die mrs2∆ Mutante bei Transformation mit dem leeren YEp351
Vektor nicht auf dem selektiven YPdG-Medium wachsen. Alle der neun getesteten Arabidopsis
MRS2 Proteine waren in der Lage, auf dem Medium mit nichtfermentierbarer Kohlenstoffquelle
Wachstum zu vermitteln. Untereinander verglichen wuchsen die Hefen mit MRS2-6 ein wenig
stärker, aber immer noch deutlich schlechter als mit dem endogenen Mrs2p (Abb. 2.24 a).
Für die Transportmessung wurden die Hefemitochondrien aus den transformierten Hefen iso-
liert, mit einer membrangängigen Variante des mag-fura 2 Farbstoffes beladen und das Verhält-
nis der gemessenen Fluoreszenzintensität bei kontinuierlichem Wechsel zwischen Anregung
bei 340 und 380 nm aufgezeichnet (R). Es folgte die Zugabe von 1, 3 und 9 mM MgCl2 in das
externe Medium ([Mg2+]e) nach jeweils 100, 200 und 300 s Inkubation. Die Mg2+-Konzentration
innerhalb der Mitochondrien ([Mg2+]m) wurde mit der Formel [Mg2+]m = Kd × R−RMin

RMax−R berechnet
(Grynkiewicz et al. 1985). Die hierfür nötige Kalibrierung des Systems erfolgte über die ab-
schließende Zugabe von SDS (RMax ) gefolgt von EDTA (RMin). Als Dissoziationskonstante (Kd )
des mag-fura 2/Mg2+-Komplexes wurde der Wert 1,52 verwendet.
Das Kurvendiagramm (Abb. 2.24 b) fasst den zeitlichen Verlauf der Mg-Aufnahme für alle MRS2
Fusionskonstrukte und die Kontrollen aus dem Mittelwert von mindestens zwei unabhängigen
Experimenten zusammen. Interne steady-state Mg-Konzentration lagen bei etwa 0,5 mM zu
Beginn der Messungen, in Mitochondrien mit endogenem MRS2 etwas höher. Alle Arabidopsis
MRS2 Proteine vermittelten eine stärkere Mg-Aufnahme als der leere Vektor, transportierten
aber schlechter als das MRS2 der Hefe. MRS2-1, MRS2-10 und MRS2-7 besaßen die höchste
Aufnahmekapazität, gefolgt von den sechs anderen Arabidopsis MRS2 Proteinen. Unter die-
sen zeigte MRS2-3 den schwächsten mitochondrialen Mg2+-Import. Der Kurvenverlauf deutet
eine individuelle Aufnahmesättigung bei den einzelnen MgCl2-Außenkonzentration an, und der
erneut stärkere Anstieg bei Zugabe von höheren Konzentrationen fiel ebenfalls unterschiedlich
aus. Beides war aber für das jeweilige Protein vergleichbar mit dessen gesamter Aufnahme-
kapazität. Eine Bestimmung der absoluten Proteinmenge über einen Western-Blot mit Anti-
körpern gegen das HA-Epitop war nicht erfolgreich, so dass letztendlich die Transportkinetik
(Km-Wert) für die einzelnen Proteine nicht errechnet werden konnte.
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Abbildung 2.24. Komplementation der mrs2∆ Mutante durch Arabidopsis MRS2 Gene und Messung der Mg2+-
Aufnahme in isolierte Hefemitochondrien.

(a) Wachstum von transformierten mrs2∆-Hefekulturen mit Arabidopsis MRS2 Fusionskonstrukten auf Medium mit
fermentierbarer (YPD) und nicht-fermentierbarer (YPdG) Kohlenstoffquelle. Gezeigt sind jeweils zwei unabhängi-
ge Replikate von vier verschiedenen Verdünnungen (OD600 von links nach rechts: 1,0, 0,1, 0,01 und 0,001 ) nach
drei Tagen Inkubation. (b) Zeitlicher Verlauf der Mg2+-Aufnahme in isolierte Hefemitochondrien aus komplemen-
tierten mrs2∆ Mutanten für die verschiedenen Arabidopsis MRS2-Konstrukte als Mittelwert von mindestens zwei
unabhängigen Aufzeichnungen.
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2.5. Etablierung von Escherichia coli Magnesiumtransportmutan-
ten für funktionelle Untersuchungen

Neben der Bäckerhefe sind vor allem Prokaryonten wie beispielsweise das Bakterium Esche-
richia coli als Modellsystem für die Charakterisierung von bisher unbekannten Genen oder
Proteinen gut geeignet. Sie sind leicht zu kultivieren, und funktionelle Mutanten sind entweder
schon in Kollektionen verfügbar oder mit einfachen Mittel selber herzustellen. Daher gehören
sie zu den bisher am besten untersuchten Organismen und bieten eine vielseitige Palette an
molekularen und physiologischen Techniken zur Grundlagenforschung und darüber hinaus für
biotechnologische Anwendungen.
Für das γ-Proteobakterium Salmonella typhimurium wurden seit 1989 verschiedene Knock-
out-Mutanten isoliert, die auf Standardmedien wie z.B lysogeny broth (LB) nur durch 10 mM
Mg-Supplementation wachsen können. Die dafür verantwortlichen Genloci sind CorA, MgtA
und MgtB (Hmiel et al. 1986; Hmiel et al. 1989; Snavely et al. 1989a; Snavely et al. 1989b).
Die aus diesen Untersuchungen stammende Salmonella-Tripelmutante MM281 (∆corA ∆mgtA
∆mgtB) wurde im vergangenen Jahrzehnt bereits erfolgreich zur funktionellen Komplementati-
on mit den Arabidopsis Genen MRS2-10, MRS2-6, MRS2-7 und MRS2-2 verwendet (Li et al.
2001; Li et al. 2008; Mao et al. 2008; Chen et al. 2009b).
Gemäß den Empfehlungen der Zentralen Kommission für die Biologische Sicherheit (ZKBS)
sind alle S. typhimurium LT2-Stämme in Deutschland grundsätzlich der Risikogruppe 2 zu-
zuordnen. Um einen risikoärmeren, aber dennoch gleichwertigen Modellorganismus für For-
schungszwecke zur Verfügung zu haben, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine dem
MM281-Stamm entsprechende E. coli-Mutante als Alternative für funktionelle Komplementati-
onsstudien erzeugt werden.

2.5.1. Herstellung und Charakterisierung von ∆corA bzw. ∆mgtA Mutanten

Eine vielfach bewährte und einfache Methode, um E. coli-Mutanten herzustellen, ist das Erset-
zen eines Zielgens durch einen selektierbaren Marker mithilfe der homologen Rekombination
(Datsenko und Wanner 2000). Hierzu verwendet man in der Regel ein aufgereinigtes PCR-
Produkt, das aus einem Resistenzgen wie z.B. der Chloramphenicol-Acetyltransferase (cat)
oder Neomycin-Phosphotransferase II (nptII) besteht. Flankiert wird dieses von 30 - 50 bp lan-
gen Bereichen, die identisch bzw. ähnlich zu der als Insertionsort gewünschten Genregion sind.
Dieses DNA-Fragment wird in den zur Aufnahme von linearer DNA optimierten E. coli-Stamm
BW25113 transformiert und das red-Rekombinasesystem des Bakteriophagen λ ersetzt mit
ihm das Zielgen. Die Selektion auf erfolgreiche Rekombination erfolgt über die Antibiotikum-
resistenz, welche anschließend über eine Flippase (FLP) und die im Fragment vorhandenen
FLP-recombinase target-Sequenzen (FRT) wieder entfernt werden kann. Zusätzlich läßt sich
der Genotyp über einen PCR-basierten Ansatz verifizieren
E. coli besitzt zwei bislang identifizierte Gene für funktionelle Magnesiumtransporter, CorA und
MgtA, jedoch kein MgtB wie Salmonella. Das folgende Schema verdeutlicht, wie die homolo-
ge Rekombination der beiden Zielgene mit den zwei Resistenzgenen KanR und CmR ablaufen
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sollte. Weiterhin zeigt es die Bindungsstellen der Oligonukleotide, mit welchen der Genotyp der
Bakterien per Kolonie-PCR verifiziert werden kann (Abb. 2.25 a - d). Die zu erwartenden Grö-
ßen der PCR-Produkte von allen verwendeten Primerkombinationen sind für jeden Genotyp in
Tabelle 2.5 zusammengefasst.

H1CorA H2CorAKanR

k1 k2

H1CorA H2CorACorA

CorAup CorAdo

H1CorA H2CorACorA

CorAup CorAdo

H1CorA H2CorA∆corA::CmR

200 bp

H1MgtA H2MgtACmR

c1 c2

H1MgtA H2MgtAMgtA

MgtAup MgtAdo

H1MgtA H2MgtA∆mgtA::CmR

c1 c2MgtAup MgtAdo
c1 c2CorAup CorAdo

ba

c d

H1CorA H2CorA∆corA::KanR

k1 k2 CorAdoCorAup

H1CorA H2CorACmR

c1 c2

H1MgtA H2MgtAMgtA

MgtAup MgtAdo

H1MgtA H2MgtA∆mgtA::KanR

k1 k2MgtAup MgtAdo

H1MgtA H2MgtAKanR

k1 k2

Abbildung 2.25. Rekombinationsschema für CorA und MgtA mit PCR-Produkten bestehend aus Antibiotikumsre-
sistenz und flankierenden homologen Bereichen.

(a) bis (d) Die farbig hervorgehobenen Bereiche entsprechen den Antibiotikaresistenzgenen (grau), codierenden
Genregionen in E. coli (weiß), homologen Sequenzbereichen (dunkelrot) und Flippase-Erkennungsstellen (violett).
Eingezeichnet sind außerdem Primerbindungsstellen für die Genotypisierung (schwarze Pfeile) sowie Start- und
Stopcodons (grüner bzw. roter Balken).

Nach Transformation mit den linearen DNA-Fragmenten und anschließender Selektion auf LB-
Medium mit Kanamycin oder Chloramphenicol wurden einzelne resistente Klone ausgewählt
und mit dem E. coli-Stamm BW25113 als Wildtypkontrolle genotypisiert. Die dabei erhaltenen
PCR-Fragmentmuster entsprachen den erwarteten Molekulargewichten (Tab. 2.5), lediglich das
Produkt für das MgtA Gen in Ansatz M war beim Wildtyp nur sehr schwach zu erkennen (Abb.
2.26 a - c).
Wenn das CorA Protein erfolgreich deletiert wurde, sollten die entsprechenden Bakterien ge-
genüber hohen Cobalt-Konzentrationen resistent sein (Park et al. 1976). Daher wurden alle
verifizierten Knockout-Klone zusätzlich auf LB-Medium mit 3 mM CoCl3 ausgestrichen und drei
Tage inkubiert. Alle ∆corA Mutanten waren in der Lage, unter diesen toxischen Bedingungen zu
wachsen, die ∆mgtA Mutanten und der unveränderte BW25113-Stamm hingegen nicht (Abb.
2.26 d und e).
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Tabelle 2.5. Primerkombinationen und PCR-Fragmentgrößen für die Genotypisierung von Escherichia coli ∆corA
bzw. ∆mgtA Mutanten und Wildtyp BW25113.

E. coli Genotyp Primerkombination PCR-Produkt (kbp)
vorwärts / zurück Abk. KO / WT

BW25113 ∆corA::CmR CorAup / CorAdo C 1,4 / 1,3
CorAup / c1 c1 0,4 / −

c2 / CorAdo c2 0,3 / −

BW25113 ∆mgtA::CmR MgtAup / MgtAdo M 1,5 / 3,1
MgtAup / c1 c1 0,4 / −

c2 / MgtAdo c2 0,3 / −

BW25113 ∆corA::KanR CorAup / CorAdo C 1,9 / 1,3
CorAup / k1 k1 0,7 / −

k2 / CorAdo k2 1,1 / −

BW25113 ∆mgtA::KanR MgtAup / MgtAdo M 1,9 / 3,1
MgtAup / k1 k1 0,7 / −

k2 / MgtAdo k2 1,1 / −
Die verwendeten Abkürzungen bedeuten: CmR = Chloramphenicolresistenz, KanR = Kanamycinresistenz, KO =
Knockout-Mutante und WT = Wildtyp BW25113.
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BW25113

∆corA::CmR

BW25113

∆mgtA::CmR
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Abbildung 2.26. Genotypisierung von E. coli Knockout-Mutanten und Wildtyp BW25113 mit Test auf veränderte
Cobaltsensitivität.

(a) bis (c) PCR-Ergebnisse mit Primerkombinationen für CorA (C) in rot und MgtA (M) in blau sowie den spezifi-
schen Oligonukleotiden für die Resistenzgene CmR (c1 und c2) und KanR (k1 und k2). (d) und (e) Wachstum von
verschiedenen CorA und MgtA Genotypen auf 3 mM CoCl2 nach drei Tagen Inkubation.

2.5.2. Herstellung und Charakterisierung von ∆corA ∆mgtA Doppelmutanten

Wie bei Salmonella zeigten in E. coli die ∆corA bzw. ∆mgtA Mutanten keinen magnesium-
abhängigen Phänotyp, da immer noch das jeweilige andere Mg2+-Transportprotein vorhanden
war. Daher sollte nun in einem weiteren Schritt dieser zweite Mg2+-Transporter deletiert wer-
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den. Hierzu wurden in die existierenden Mutanten DNA-Fragmente mit der jeweils anderen An-
tibiotikumresistenz, flankiert von homologen Regionen für das noch intakte Gen, eingebracht.
Daraus abgeleitete Mutanten zeigten beide Resistenzen, aber das PCR-Fragmentmuster nach
einer Gelelektrophorese entsprach nicht den Erwartungen, da die Molekulargewichte der PCR-
Produkte für die Ansätze C, c2 und M zu hoch waren und in den Ansätzen k1 und k2 keine DNA
amplifiziert wurde (Tab. 2.5 und Abb. 2.27 a). Die Sequenzierung des PCR-Produktes aus An-
satz C ergab, das nicht die 50 bp großen, homologen Regionen H1MgtA und H2MgtA, sondern
die weiter innen liegenden, 46 bp großen FRT-Erkennungssequenzen zur Rekombination in
den hinteren FRT-Abschnitt der in dem CorA Gen bereits vorhandenen CmR-Insertion verwen-
det wurden (Abb. 2.27 b) und der erzeugte Stamm entsprechend kein Doppel-Knockout war.
In einem weiteren Fall geschah diese unbeabsichtigte Rekombination in den vorderen FRT-
Abschnitt dieses Insertionsfragmentes (Daten nicht gezeigt). Die bereits beschriebene Metho-

H1CorA H2CorA∆corA::CmR

c1 c2CorAup CorAdo

H1MgtA H2MgtAKanR

k1 k2

H1CorA H2CorA∆corA::CmR KanR

c1 c2CorAup k1 k2 CorAdo

M

─ 3,0

─ 0,3

kbp

─ 0,7
─ 1,0

─ 0,5

─ 2,0

k1C k2

∆corA::CmR KanR

c1 c2

200 bp
ba

Abbildung 2.27. Genotypisierung von potentiellen E. coli Doppelmutanten und Rekombinationsschema für falsch
inserierte Resistenzgene.

(a) PCR-Ergebnisse mit Primerkombinationen für CorA (C) in rot und MgtA (M) in blau sowie den spezifischen Oli-
gonukleotiden für die Resistenzgene CmR (c1 und c2) und KanR (k1 und k2). (b) Die im Rekombinationsschema
farbig hervorgehobenen Bereiche entsprechen den Antibiotikaresistenzgenen (grau), homologen Sequenzberei-
chen (dunkelrot) und Flippase-Erkennungsstellen (violett). Eingezeichnet sind außerdem Primerbindungsstellen für
die Genotypisierung (schwarze Pfeile) sowie Start- und Stopcodons (grüner bzw. roter Balken).

de wurde mit einem verkürzten DNA-Fragment ohne FRT-Erkennungssequenzen wiederholt
und der erwartete Genotyp durch das PCR-Fragmentmuster verifiziert (Tab. 2.5 und Abb. 2.28
a und b). Der nun vorhandene ∆corA ∆mgtA Doppel-Knockout konnte nur wachsen, wenn
das LB-Medium mit 10 mM MgSO4 supplementiert wurde (Abb. 2.28 c). Die Aufzeichnung von
OD600-Wachstumskurven für Wildtyp und ∆corA bzw. ∆mgtA Einzelmutanten in Flüssigmedi-
um mit und ohne MgSO4-Zusatz zeigten zu Beginn ein exponentielles Wachstum mit Übergang
in ein Plateau nach etwa drei Stunden. Der ∆corA ∆mgtA Doppel-Knockout konnte ohne zu-
sätzliches Magnesium erneut nicht wachsen, mit Supplementation im Vergleich zu BW25113
und den Einzel-Knockouts jedoch nur leicht verzögert. Die ∆corA bzw. ∆mgtA Einzelmutanten
erreichten mit zusätzlichem Magnesium im Medium höhere OD600-Werte, während der Wildtyp
davon unbeeinflusst blieb (Abb. 2.28 d). Die ∆corA ∆mgtA Doppelmutante kann im Gegensatz
zur ∆corA Einzelmutante auf 3 mM CoCl2 trotz zusätzlichen 10 mM MgSO4 nicht wachsen, der
Wildtyp hingegen zeigt ein stärkeres Wachstum als auf cobalthaltigem Medium ohne Magne-
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siumsupplementation (Abb. 2.28 e, Abb. 2.26 d und e). Erste Versuche mit MRS2 Konstrukten
in dem bakteriellen Expressionsvektor pBluescript II führten zu keiner Komplementation der
∆corA ∆mgtA Doppelmutante auf LB-Medium ohne zusätzliches MgSO4 (Daten nicht gezeigt).

200 bp

H1CorA H2CorAKanR

k1 k2

H1CorA H2CorACorA

CorAup CorAdo

H1CorA H2CorA∆corA::KanR

k1 k2 CorAdoCorAup

─ 3,0

─ 0,3

─ 0,7
─ 1,0

─ 0,5

─ 2,0

c1M
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c2 C

∆mgtA::CmR

∆corA::KanR

k1 k2

b

∆mgtA::CmR ∆corA::KanR

e

d BW25113

∆mgtA::CmR

∆corA::CmR

∆mgtA::CmR ∆corA::KanR

a

LB Medium

+ 10 mM MgSO4

+ 3 mM CoCl2

LB Medium

+ 10 mM MgSO4

LB Medium

+ 10 mM MgSO4
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normal

c

Abbildung 2.28. Genotypisierung von E. coli Doppelmutanten und Rekombinationsschema ohne FRT-Sequenzen
sowie Mg2+ bzw. Co2+-abhängiger Wachstumsdefekt.

(a) PCR-Ergebnisse mit Primerkombinationen für CorA (C) in rot und MgtA (M) in blau sowie den spezifischen
Oligonukleotiden für die Resistenzgene CmR (c1 und c2) und KanR (k1 und k2). (b) Die im Rekombinationsschema
farbig hervorgehobenen Bereiche entsprechen den Antibiotikaresistenzgenen (grau), codierenden Genregionen in
E. coli (weiß) und homologen Sequenzbereichen (dunkelrot). Eingezeichnet sind außerdem Primerbindungsstellen
für die Genotypisierung (schwarze Pfeile) sowie Start- und Stopcodons (grüner bzw. roter Balken). (c) Wachstum
einer ∆corA ∆mgtA Doppelmutante auf LB Medium mit und ohne Zusatz von 10 mM MgSO4 nach zwei Tagen
Inkubation. (d) Wachstumskurve von verschiedenen CorA und MgtA Genotypen in Medium mit (Dreieck) und ohne
(Kreis) Zusatz von 10 mM MgSO4. Gemessen wurde die OD600 in LB-Flüssigkulturen ausgehend von 0,01 über
einen Zeitraum von sieben Stunden. (e) Wachstum des ∆corA ∆mgtA Doppel-Knockouts auf LB Medium mit 10 mM
MgSO4 und optionalen 3 mM CoCl2 im Vergleich zu Wildtyp und ∆corA Mutante nach drei Tagen Inkubation.





3. Diskussion

3.1. Welche MRS2 Gene sind redundant, und welche essentiell?
Eigenarten der pflanzlichen Genfamilien

Funktionelle Redundanz ist weit verbreitet in Pflanzen wie Arabidopsis thaliana, insbesondere
in den zahlreichen Genfamilien, die zum Teil im Zuge der Polyploidisierung aus der Duplika-
tion genomischer Regionen hervorgegangen sind (The Arabidopsis Genome Initiative 2000;
Bouché und Bouchez 2001; Briggs et al. 2006). Ein Beispiel für solche Genduplikationen sind
zwei große Regionen auf Chromosom 1, in denen sich die jeweils darin codierten Proteine
nur geringfügig unterscheiden. In diesen Bereichen liegen die zum Großteil identischen Gene
MRS2-1 und MRS2-10, jedoch weichen die Sequenzen der putativen Promotorregionen und
5’ UTRs voneinander ab. Die benachbarten Gene At1g16000 und At1g80890 codieren für 86
bzw. 80 AS große uncharakterisierte Proteine, die Gene At1g16020 und At1g80910 für 515
bzw. 497 AS große Proteine mit einer DUF1712 Domäne unbekannter Funktion (Abb. 3.1).
Das entfernter verwandte MRS2-5 liegt in einem Abschnitt auf Chromosom 2, der zu diesen
Regionen keinerlei Ähnlichkeit zeigt.

200 bp

At1g16020

At1g16010 (MRS2-1)

At1g16000

At1g80910

At1g80900 (MRS2-10)

At1g80890

79 % identisch

89 % ähnlich

77 % identisch

89 % ähnlich

Keine signifikante

Ähnlichkeit

89 % identisch

95 % ähnlich

At1g80900

MRS2-10

At1g16010

MRS2-1

Chromosom 1

Abbildung 3.1. Vergleich der genomischen Regionen von MRS2-1 und MRS2-10 auf Arabidopsis Chromosom 1.

Oben: Die dunkelgrün hervorgehobenen Abschnitte auf Chromosom 1 sind durch Duplikation entstanden, der
schwarze entspricht dem Centromer. Unten: Dargestellt sind codierende (weiße Boxen) und nichtcodierende Berei-
che (blaue Boxen) mit untranslatierten 3’- und 5’-Regionen sowie Start- und Stopcodons (grüner bzw. roter Balken)
von MRS2-1 bzw. MRS2-10 und benachbarten Genen. Außerdem sind die Primerbindungsstellen (schwarze Pfei-
le) der Promotor-GUS-Studien eingezeichnet. Die Prozentwerte geben die Anzahl identischer bzw. konservativer
Aminosäuren zwischen den Proteinhomologen an.

53



54 Kapitel 3. Diskussion

3.1.1. Die Gene MRS2-1, MRS2-5 und MRS2-10 sind in Arabidopsis entwick-
lungs- und gewebespezifisch exprimiert

Der in-situ-Nachweis von Promotor-GUS-Aktivitäten in Arabidopsis zeigt für ProMRS2−1:GUS
und ProMRS2−5:GUS ein gemeinsames Expressionsprofil im gesamten Keimling, hingegen für
ProMRS2−10:GUS nur in dessen Wurzel. Die putativen Promotorbereiche der Gene MRS2-1 und
MRS2-5 vermitteln GUS-Färbung in Spreite und Nervatur von Rosettenblättern adulter Pflan-
zen, während ProMRS2−1:GUS und ProMRS2−10:GUS hauptsächlich in deren primären Wurzeln
aktiv sind (Meschenmoser 2008). Die Analyse der Promotoraktivitäten legt nahe, das MRS2-1
und MRS2-5 in den gleichen Geweben und zum selben Entwicklungszeitpunkt exprimiert wer-
den und das Expressionsmuster von MRS2-10 nur zum Teil Überschneidungen zeigt.
Eine Auswertung von gesammelten Transkriptomdaten der AtGenExpress-Initiative durch den
Arabidopsis eFP Browser (Winter et al. 2007) belegt die Expression von MRS2-1 in allen Pflan-
zengeweben, am stärksten jedoch in seneszenten Blättern und reifenden Samen. Transkripte
von MRS2-10 sind ebenfalls überall vorhanden, am ausgeprägtesten in der Infloreszenz und im
Keimling. Die absolute Expression von MRS2-10 ist insgesamt deutlich schwächer als die von
MRS2-1 (Abb. 3.2 a). Der relative Vergleich zeigt, dass im Verhältnis zur durchschnittlichen Ex-
pression der Gene in Blättern mehr MRS2-1- und in Blüten mehr MRS2-10-Transkripte gebildet
werden (Abb. 3.2 b). Für das Gen MRS2-5 existiert keine Sonde auf dem weit verbreiteten Ara-
bidopsis Genome ATH1 Array, so dass keine vergleichbaren Daten aus cDNA-hybridisierten
Genchips vorliegen.
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Abbildung 3.2. Expressionsanalyse von MRS2-1 und MRS2-10 durch den Affymetrix ATH1 GeneChip.

(a) und (b) Transkriptionsstärke von MRS2-1 und MRS2-10 in unterschiedlichen Arabidopsis-Geweben mit Hilfe
von cDNA-hybridisierten Genchips durch die AtGenExpress-Initiative. Dargestellt sind die Mittelwerte der absoluten
Expression (a) mit der zugehörigen Standardabweichung aus Triplikaten und die relative Expression (b) berechnet
aus der Differenz zur mittleren Expression in allen Geweben.
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Ein Vorteil der Promotor-GUS-Studien liegt in der Möglichkeit, gewebespezifische Genexpres-
sion in mikroskopischen Details sichtbar machen zu können, die in den Microarrays mit RNA-
Präparationen aus ganzen Pflanzenorganen untergehen. So zeigt ProMRS2−10:GUS beispiels-
weise distinkte Aktivität in den Hydathoden der Keimblätter und den epidermalen Trichomen
adulter Blätter. Bei den Stamina der geöffneten Blüte ist beispielsweise die GUS-Expression in
den Filamenten, aber nicht in den Antheren sichtbar (Meschenmoser 2008).
Alternative Expressionsanalysen via RT-PCR zeigen, dass Transkripte von MRS2-1, MRS2-5
und MRS2-10 in allen Pflanzenorganen von Arabidopsis vorhanden sind (Li et al. 2001). Die
cDNA-Hybridisierung eines maßgeschneiderten 4 x 44 k Microarrays und qRT-PCRs mit Tran-
skripten aus unterschiedlichen Blattgeweben detektieren die Expression von MRS2-1, MRS2-5
und MRS2-10 hauptsächlich in Palisadenzellen des Mesophylls. Den Ergebnissen der qRT-
PCR zufolge sind nur die MRS2-10-Transkripte auch in den adaxialen Epidermiszellen nach-
zuweisen (Conn et al. 2011b).
Die bisherigen Untersuchungen kommen zu unterschiedlichen Aussagen, ob und wie die drei
Gene einer transkriptionellen Regulation unterliegen. Eigene semi-quantitative Analysen zeig-
ten bei unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen (50µM, 500µM und 1,5 mM) keine Ände-
rung des Expressionsniveaus der neun funktionellen MRS2-Gene (Gebert et al. 2009). Diese
Ergebnisse werden durch Transkriptomdaten unterstützt, in denen nur das Pseudogen MRS2-9
als einziges Mitglied der MRS2-Familie, sowohl bei kurz- (28 h) als auch langzeitigem (7 d) Ma-
gnesiumdefizit, in Blättern zu 50 % herunterreguliert ist (Hermans et al. 2010a; Hermans et al.
2010b). Eine Induktion der MRS2-Genexpression durch Mg-Mangel ist diesen Erkenntnissen
nach nicht vorhanden.
In normalen Böden liegt das Konzentrationsverhältnis von Calcium zu Magnesium zwischen 2:1
und 3:1, wird dieses unterschritten spricht man von serpentine soils (Epstein und Bloom 2005).
Die Transkriptionsanalyse nach sieben Tagen hydroponischer Kultivierung in einem Medium mit
geringerem Ca:Mg-Verhältnis ([Ca]:[Mg] = 1:40) zeigt in Arabidopsis-Blättern eine Zunahme der
Expressionsstärke von MRS2-1, MRS2-5, MRS2-10 und MRS2-11 im Vergleich zur Kontrolle
(Conn et al. 2011b). Das Vorhandensein der Transkripte von MRS2-1 und MRS2-5 ist hierbei
besonders stark um 250 - 280 % gesteigert. In mrs2-1 und mrs2-5 Knockout-Mutanen ist unter
normalen Bedingungen und bei geringem Ca:Mg-Verhältnis die Expression von MRS2-5 bzw.
MRS2-1 im Vergleich zum Wildtyp um 60 - 80 % erhöht. Dies deutet darauf hin, das beide
Gene miteinander in transkriptioneller Wechselwirkung stehen und durch Ca-Mangel induziert
werden. In einer anderen Studie mit einem ähnlichen Medium ([Ca]:[Mg] = 1:15) ist von diesen
vier Genen nur MRS2-10 nach 90 bzw. 180 min um etwa 20 % hochreguliert, möglicherweise
bedingt durch den höheren Anteil an Calcium in der Nährlösung (Visscher et al. 2010).

3.1.2. In mrs2-1, mrs2-5 und mrs2-10 Mutanten ist die Zusammensetzung des
Ionenprofils verändert

Im Vergleich zum Arabidopsis Wildtyp zeigten Ionenprofile der Blätter von mrs2-5 oder mrs2-10
Pflanzen Verringerungen im Kalium- bzw. Nickel- und Zinkgehalt von 4 - 10 %. Der mrs2-1
mrs2-5 Doppel-Knockout dagegen besaß ein elementare Zusammensetzung mit sechs ver-
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änderten Ionenkonzentrationen ([B]↓, [Co]↓, [Ca]↑, [Ni]↑, [Zn]↑, [Se]↑) gegenüber Col-0. In der
mrs2-5 mrs2-10 Doppel-Knockout-Linie ist neben Selen (+ 33 %) auch Molybdän (+ 13 %) in
seiner Konzentration erhöht (Abb. 2.6, Tab. 2.3). Die Zusammensetzung der Elemente in diesen
Linien deutet darauf hin, dass insbesondere die Kationenhomöostase beeinträchtigt war und
darüber hinaus eine Wechselwirkung von Selenat oder Molybdat mit Mg2+, z.B. als Ladungs-
ausgleich, vorhanden sein könnte. Die Aufnahme dieser Mikroelemente erfolgt in Pflanzen als
SeO4

2− und MoO4
2− über Mitglieder der Sulfat-Transporter-Familie (SEL1/Sultr1.2 und Sul-

tr5.2), was einen direkten Transport durch MRS2-Proteine unwahrscheinlich macht (Kassis et
al. 2007; Tomatsu et al. 2007). Der SEL1/Sultr1.2 Transporter ist in der Plasmamembran loka-
lisiert (Shibagaki und Grossman 2004) und Transkriptomanalysen zeigen, dass seine Expres-
sion durch Kultivierung unter Mg-Mangelbedingungen nach sieben Tagen um das zweifache
hochreguliert ist (Hermans et al. 2010b).
In Arabidopsis vermitteln BOR1 und NIP5;1/NIP6;1 Aufnahme und Transport von Bor (Miwa
und Fujiwara 2010), doch ist bislang nicht bekannt, ob hierbei eine direkte Abhängigkeit zur
Magnesiumverfügbarkeit besteht. Divalente Kationen wie Co2+, Ni2+ und Zn2+ werden unspe-
zifisch durch CorA/ALR/MRS2-Proteine transportiert (Hmiel et al. 1989; MacDiarmid und Gard-
ner 1998; Li et al. 2001; Mao et al. 2008; Chen et al. 2009b) und könnten aus diesem Grund
bei den Knockout-Linien in verminderter Konzentration vorliegen. Darüber hinaus werden diese
Ionen Mg⋅ATP-abhängig durch heavy metal ATPases (HMAs) über die Plasmamembran trans-
portiert (Yeo und Flowers 2007).
Die Kationen Kalium, Calcium und Magnesium konkurrieren miteinander beim Transport über
Membranen oder bei der Aufrechterhaltung der Ionenhomöostase und des osmotischen Poten-
tials (Marschner 1995). In Mesophyllvakuolen sind bei Fütterung von abgetrennten Blättern mit
künstlichem Pflanzensaft, der mit 20 mM MgCl2 supplementiert wurde, Ca2+ und K+ als Antago-
nisten zum erhöhten Mg2+ in ihrer Konzentration verringert ([Mg]↑ = [Ca]↓, [K]↓). Im Gegensatz
dazu sind Mg2+ und K+ für den Ausgleich geringer Ca2+-Konzentrationen ([Ca]↓ = [Mg]↑, [K]↑)
bei Kultivierung in Medium mit geringem Ca:Mg-Verhältnis verantwortlich (Conn et al. 2011b).
Arabidopsis-Pflanzen zeigen nach acht Tagen Hydroponik ohne Magnesium ein aberrantes Io-
nenprofil ([Mg]↓, [P]↓, [K]↓, [Ca]↑, [Fe]↑, [Cu]↑, [Zn]↑) in Wurzeln und Blättern (Hermans et al.
2010b) und ähnliche Veränderungen waren auch in den Ergebnissen der PiiMS Ionomics der
drei Knockout-Mutanten zu erkennen, allerdings nur für Calcium statistisch signifikant (Abb.
2.6, Tab. 2.3).
Die Expression von einzelnen Mitglieder aus den Genfamlien der CAX (Ca2+/H+ exchanger),
ACA (Ca2+-ATPase) und CPA/CHX (Cation/H+ exchanger) Membrantransporter ist bei Mg-
Mangel nach sieben Tagen in Arabidopsis um das zweifache hochreguliert und könnte daher
für [Ca]-Zunahme verantwortlich sein (Hermans et al. 2010b). Die Expression von CAX1 ist
bei Mg-Überschuss im Vergleich zur Kontrolle schon nach 45 Minuten auf 67 % reduziert, bei
CAX3 ist nach 90 Minuten sogar nur noch 44 % der Transkriptmenge vorhanden (Visscher
et al. 2010). Eine vergleichbare, transkriptionelle Regulation lässt sich für CAX1 bei limitier-
ter Ca-Verfügbarkeit nachweisen (Conn et al. 2011b). Möglicherweise sind zumindest einige
dieser Gene auch in den mrs2-1, mrs2-5 und mrs2-10 Einzel- bzw. Doppel-Knockout-Linien
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abweichend reguliert, selbst wenn keine veränderte Mg-Konzentration in den Ionenprofilen der
Rosettenblätter erkennbar war.
In Pflanzen sind, neben zahlreichen Kaliumkanälen des Shaker-like, TPK/KCO (Tandem pore
K+ channel) und Kir-like (K+ inwardly rectifying channel)-Typus, auch drei Familien von Ka-
liumtransportern, die KT/HAK/KUP (K+ uptake permeases), Trk/HKT (K+/Na+ co-transporter)
und CPA/CHX (Cation/H+ exchanger), identifiziert und charakterisiert worden (Lebaudy et al.
2007; Gierth und Mäser 2007; Karley und White 2009). Die physiologischen Konzentration von
cytosolischem bzw. vakuolärem Mg2+ reduziert die Aktivität von Fast Vacuolar (FV) Ionenkanä-
len, was wiederum den Austritt von K+ aus der Vakuole bei niedrigen [Mg] bewirkt (Pei et al.
1999). Andererseits benötigt der für die K+-Aufnahme in Wurzeln verantwortliche Kanal AKT1
für seine Aktivierung Mg⋅ATP und Ca2+ (Li et al. 2006; Geiger et al. 2009). Darüber hinaus sind
[Ca]vac und [K]vac Antagonisten bei der Regulation von osmotischem Potential und Ionen- bzw.
Ladungsbalance (Conn et al. 2011a). Diese komplexen Wechselwirkungen bei der Ionenho-
möostase sind unter Umständen für den verringerten Kaliumgehalt in MRS2-Knockout-Linien
verantwortlich.
Ein Nachteil der durch das PiiMS gemessenen Ionenprofile ist, dass für die Bestimmungen im-
mer nur ganze Rosettenblätter adulter, auf Erde kultivierter Pflanzen verwendet wurden. Es ist
von Fall zu Fall aber sinnvoller, isolierte Blattgewebe in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
zu betrachten, da einzelne Ionentransporter sehr gewebespezifisch aktiv zu sein scheinen und
sich einzelne Veränderungen in ihrer Gesamtheit ausgleichen könnten. Darüber hinaus ließen
sich durch Ionomics von Pflanzen, die auf Medien mit ungewöhnlichen Nährstoffkonzentratio-
nen kultiviert wurden, Veränderungen in der elementaren Zusammensetzung nachweisen, die
unter Standardbedingungen vielleicht nicht messbar sind.

3.1.3. Einzel-, Doppel- oder Trippel-Knockouts von mrs2-1, mrs2-5 und mrs2-10
zeigen unterschiedliche Phänotypen

Wie schon zu Anfang des Kapitels erwähnt, können sich oftmals mehrere Mitglieder einer Gen-
familie untereinander partial oder sogar vollständig in ihrer Funktion ersetzen, ohne dass die
betroffenen Pflanzen offensichtliche Defekte aufweisen (Bouché und Bouchez 2001; Briggs
et al. 2006). So zeigen beispielsweise erst die Quadrupel-Knockout-Mutanten einer Familie
von sechs Ammoniumtransportern (AMT) in Arabidopsis einen ausgeprägten, physiologischen
Phänotyp (Yuan et al. 2007). Unter Standardbedingungen, oder bei geringer Magnesiumverfüg-
barkeit, konnte für keine der mrs2-1, mrs2-5 oder mrs2-10 Knockout-Linien eine Veränderung
im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden (Gebert 2006), ebenso verhielt es sich mit mrs2-1
mrs2-5 und mrs2-5 mrs2-10 Doppelmutanten (Kap. 2.1.4).
In einer anderen Untersuchung mit Pflanzen, die auf MgSO4-behandelter Erde (0 - 100 mM)
kultiviert wurden, zeigt die mrs2-10 Mutante keine erhöhte Magnesium-Toleranz und ist in
der Biomasse des Sprosses und im Chlorophyllgehalt der Blätter nicht vom Wildtyp zu un-
terscheiden (Visscher et al. 2010). Hingegen haben mrs2-1 und mrs2-5 Knockout-Linien in
Hydrokulturen mit niedrigem Ca:Mg-Verhältnis im Vergleich zu Wildtyp oder mrs2-10 verringer-
te Sproßwachstumsraten und Chlorophyllkonzentrationen und bei hohen Mg-Konzentrationen
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im Medium eine verringerte [Mg]vac in Mesophyllzellen (Conn et al. 2011b). Die Überexpressi-
on von MRS2-10 in Tabak vermindert die Mg-Mangelsymptome auf Medium ohne Magnesium
und erhöht die Ionenkonzentration von Mg, Mn und Fe in der gesamten Pflanze bei Anzucht
auf normaler Erde, auch wenn die transgenen Pflanzen auffällige Verringerungen in Blattgröße
und Länge der Internodien aufweisen (Deng et al. 2006).
Arabidopsis-Pflanzen, denen sowohl MRS2-1 als auch MRS2-10 fehlen, können offenbar nur
bei zusätzlicher Versorgung mit Magnesium durch das Außenmedium überleben (Kap. 2.1.4).
Um diese Annahme zu bestätigen, sind Genotyp-Analysen von Nachkommen einer homozy-
got/heterozygoten mrs2-1 −/− mrs2-10 +/− F2-Pflanze in hydroponischen Kulturen mit Magne-
siumsupplementation denkbar. Dabei identifizierte, vollständig homozygote Pflanzen könnten
darin ihren Lebenszyklus vollenden, um ausreichend Samen für weiterführende Studien zu pro-
duzieren. Unterstützt würde dies durch Nachkommen einer ebenso zu kultivierenden mrs2-1
mrs2-5 mrs2-10 Tripelmutante, welche möglicherweise einen noch deutlicheren Phänotyp zei-
gen. Der mrs2-1 mrs2-5 Doppel-Knockout offenbart vielleicht ein verändertes Wachstum auf
Medien mit hohen Mg-Konzentrationen oder geringem Ca:Mg-Verhältniss, weil keines der bei-
den, wechselseitig regulierten MRS2-Gene mehr intakt vorhanden ist und welches eventuell
bei den Einzel-Knockouts Teile der Funktion übernimmt.
Bei Komplementationsanalysen durch 35S-Überexpression dieser drei Gene in mrs2-1 bzw.
mrs2-5 Mutanten ist es nur mit dem jeweils ausgeschalteten Gen möglich, dass wildtypische
[Mg]-Niveau in den Mesophyllzellen von Blättern, die mit künstlichem, Mg-supplementiertem
Pflanzensaft gefüttert wurden, zu erreichen. Dies deutet auf gewebespezifische Funktionalität
und keine vollständige Redundanz der drei Gene hin, denn die Überexpression von MRS2-5
bzw. MRS2-10 in mrs2-1 oder MRS2-1 bzw. MRS2-10 in mrs2-5 Knockout-Linien zeigt in den
Mesophyllzellen keinen Unterschied im Vergleich zur Kontrolle mit einem leeren Expressions-
vektor. Die ektopische Expression von MRS2-1, MRS2-5 und MRS2-10 sorgt aber für erhöhte
Magnesiumkonzentrationen in den Epidermiszellen, jedoch fällt bei MRS2-10 die Steigerung
geringer aus (Conn et al. 2011b).
Möglicherweise ergänzen MRS2-1 oder MRS2-5 die Funktion des vakuolären Mg-Transport-
proteins MHX1 (Mg2+/H+ exchanger) (Shaul et al. 1999; David-Assael et al. 2005; Elbaz et al.
2006; Berezin et al. 2008) oder des SV/TPC1 (slow vacuolar/two pore Ca2+) Kanals (Pottosin
und Schönknecht 2007), welche im Tonoplasten für die generelle Magnesiumaufnahme bzw.
-abgabe verantwortlich sind (Yeo und Flowers 2007). Zwischen Epidermis- und Mesophyllzel-
len besteht kein Unterschied in der Transkriptionsstärke von MHX1 und eine leichte Induktion
erfolgt nur auf Medium mit geringer Ca-Verfügbarkeit (Conn et al. 2011b). Nach 90 bzw. 180
Minuten Mg-Überschuss ist MHX1 in Blättern um das 1,3-fache hochreguliert, wahrscheinlich
um überschüssiges Mg2+ in der Vakuole zu sequestrieren (Visscher et al. 2010). Hierzu könn-
ten MRS2-1 und MRS2-5 im Blattmesophyll von Arabidopsis unterstützend beitragen, da nur
hohe Magnesiumkonzentrationen im Cytosol einen passiven Transport über MRS2-Proteine in
die Vakuole erlauben würden. Ob eines oder beide Proteine unter Normalbedingungen den
Austritt von Mg2+ aus der Vakuole in das Cytosol bewirken können ist bislang ungeklärt.
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3.1.4. Die Herunterregulation von MRS2 Genen in RNAi-Linien bewirkt keine of-
fensichtlichen Defekte

Bisher gelang es, für vier der neun funktionellen MRS2-Gene (MRS2-1, MRS2-5, MRS2-7,
MRS2-10) homozygote Knockout-Linien zu erhalten, während für die anderen nur heterozygo-
te T-DNA-Insertionsmutanten erzeugt werden konnten (MRS2-2, MRS2-3, MRS2-6, MRS2-11)
oder keine entsprechenden Linien in den verfügbaren Kollektionen vorhanden waren (MRS2-4).
Dieses Ergebnis bestätigt sich durch den Gametenphänotyp von MRS2-6 +/− und MRS2-2 +/−
Pflanzen, bei denen die Entwicklung der haploiden Pollen mit einer defekten Genkopie kurz
vor der Reife abgebrochen wird (Li et al. 2008; Chen et al. 2009b). Der aberrante Pollenphä-
notyp tritt nur in T1-Pflanzen von MRS2-2 RNAi-Linien auf, die stark verminderte Transkript-
mengen aufweisen, während Pflanzen mit normaler Expressionsstärke keine defekten Pollen
produzieren (Chen et al. 2009b). Hierdurch lässt sich erklären, warum in den T3-Pflanzen der
RNAi-Linie MRS2-2:GRi3 weder Knockdown noch Phänotyp nachweisbar waren (Abb. 2.8 c).
Untersuchungen von Promotor-GUS-Aktivitäten und Transkriptomdaten belegen eine Expressi-
on von MRS2-2 im Leitgewebe von Wurzeln und jungen Blättern sowie besonders ausgeprägt
in den Antheren geöffneter Blüten (Meschenmoser 2008; Chen et al. 2009b; Winter et al. 2007).
Ein InDel-Polymorphismus in der 3’-UTR von MRS2-2 ist wahrscheinlich an der Adaption von
bestimmten Arabidopsis lyrata Populationen an Böden mit hoher Schwermetallbelastung und
niedrigem Ca:Mg-Verhältnis beteiligt (Turner et al. 2010). Bei Untersuchungen von Quantitative
trait loci (QTL) verschiedener Ökotypen von Arabidopsis thaliana ist MRS2-2 als ein Kandi-
datengen für die Regulation des Mg-Gehalts im Samen entdeckt worden (Waters und Grusak
2008). Dies könnte bedeuten, dass die (post-)transkriptionelle Regulation von MRS2-2 eine
Rolle bei der Anpassung von Arabidopsis Arten oder Populationen an unterschiedliche Habita-
te spielt.
Trotz der auf 20 % verringerten Menge an MRS2-3 Transkripten wurde für die RNAi-Linie
MRS2-3:GRi5 kein Phänotyp bei Anzucht auf Erde oder in Flüssigmedium mit wenig Mg2+

gefunden (Abb. 2.8 c und d). Ebenso wie MRS2-2 ist auch MRS2-3 ein möglicher QTL für
die Konzentration von Magnesium in Samen und Schote bei Kreuzungen zwischen den Arabi-
dopsis Ökotypen Col und Ler (Waters und Grusak 2008). Es ist denkbar, dass sich trotz der
phänotypischen Unauffälligkeit die Menge an Magnesium oder anderer Ionen in Samen oder
Schoten der RNAi-Linie vom Wildtyp unterscheidet. Die Expression von ProMRS2−3:GUS be-
wirkt deutliche Färbungen im Bereich des Zentralzylinders der Wurzel und im Leitgewebe von
Hypokotyl und Kotyledonen (Meschenmoser 2008) und hochauflösende Microarray -Analysen
bestätigen eine überdurchschnittliche Transkriptmenge in Wurzelhaaren und Leitbündel der äl-
teren Wurzel (Brady et al. 2007). Die Expression des zu MRS2-3 orthologen Gens Os1g64890
aus Reis wird durch den Transkriptionsfaktor ART1 (Al resistance transcription factor ) bei vier-
tägiger Kultivierung auf 10µM Aluminium induziert (Yamaji et al. 2009). Analog hierzu könnte
MRS2-3 in Arabidopsis an der Ionenaufnahme oder -homöostase unter Aluminiumstress betei-
ligt sein, was sich durch die Kultivierung in sauren Medien mit und ohne Zusatz von Aluminium
in den bereits erwähnten Flüssigkulturen überprüfen ließe (Kap. 2.2.5).
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Die Proteinsequenz von MRS2-4 besitzt ein Transitpeptid, dass laut der ARAMEMNON Da-
tenbank von den meisten Algorithmen als mitochondrial vorhergesagt wird (Schwacke et al.
2003). Promotor-GUS-Experimente bewirken eine Expression des Reporters in allen photo-
synthetisch aktiven Geweben von Arabidopsis und in Querschnitten von adulten Blättern ist
die ProMRS2−4:GUS-Färbung, analog zu ProMRS2−11:GUS, exklusiv in den Chloroplasten des
Mesophyll lokalisiert (Meschenmoser 2008). Es bleibt also nach wie vor offen, ob MRS2-4 ein
Magnesiumtransporter in der inneren Membran von Chloroplasten oder von Mitochondrien ist.
Transkriptomdaten und qRT-PCRs zeigen, dass MRS2-4 - im Gegensatz zu MRS2-11 - nicht
in Abhängigkeit zur Photoperiode reguliert ist (Michael et al. 2008; Drummond et al. 2006). Au-
ßerdem wird die Expression von MRS2-4 nicht wie bei vier anderen MRS2-Genen (Kap. 3.1.1)
durch niedrige Ca:Mg-Verhältnisse induziert (Conn et al. 2011b). Die Abwesenheit von T-DNA-
Insertionslinien für MRS2-4 in den verfügbaren Samenkollektionen könnte bedeuten, dass die-
ses Gen essentiell ist und deshalb auch in den beiden RNAi-Linien die MRS2-4 Expressi-
onsstärke von 30 bzw. 50 % des Wildtypniveaus nicht unterschritten werden kann (Abb. 2.8 c).
Eventuell sind trotz phänotypischer Unauffälligkeit bei Anzucht auf Erde Defekte beim Spleißen
von Gruppe-I bzw. Gruppe-II-Introns aus mitochondrialen oder chloroplastidären Transkripten
von Arabidopsis in den Linien MRS2-4:GRi19 und MRS2-4:GRi27 sichtbar.

3.1.5. MRS2 Proteine sind in den Kompartimenten des Endomembransystems
oder in endosymbiontischen Organellen lokalisiert

Damit Proteine an ihren korrekten Einsatzort gelangen, sind sie nach der Synthese durch die
Ribosomen im Cytosol einem intrinsischen Sortierungsmechanismus unterworfen. Die bekann-
testen Beispiele hierfür sind der co-translationelle Transport von Proteinen mit einem Signal-
peptid über den Translokationsapparat in das ER-Lumen und der Proteinimport in Mitochon-
drien oder Chloroplasten über die TOM/TIM bzw. TOC/TIC Komplexe unter Verwendung von
Transitpeptiden. Für diese Entdeckung wurde dem Biochemiker Günter Blobel 1999 der No-
belpreis für Physiologie oder Medizin verliehen. Einige Proteine haben streng definierte Zielor-
te, während andere weniger spezifisch vorherbestimmte Lokalisationen aber komplexe Akku-
mulationsmuster zeigen (Millar et al. 2009). Inzwischen existieren zahlreiche Möglichkeiten,
mit jeweils unterschiedlichen Stärken und Schwächen, um die subzelluläre Lokalisation eines
(Membran-)Proteins zu ermitteln. Gesammelte Lokalisationsdaten aus verschiedenen Studien,
wie z.B. die Arabidopsis Subcellular Database (SUBA), zeigen Übereinstimmungen und Kon-
flikte zwischen den einzelnen Methoden (Heazlewood et al. 2007).

Vorhersage von MRS2 Lokalisationen über Computeralgorithmen

Wertvolle Erkenntnisse zur Lokalisation eines Proteins lassen sich schon durch computerge-
stützte Vorhersagemodelle auf Grundlage neuronaler Netze oder stochastischer Algorithmen
gewinnen, welche z.B. in den Programmen MITOPROT, ChloroP, SignalP und TargetP zum Ein-
satz kommen (Claros und Vincens 1996; Emanuelsson et al. 1999; Emanuelsson et al. 2007).
Sie geben erste Anhaltspunkte, in welchem zellulären Kompartiment bzw. Organell ein Protein



3.1. Welche MRS2 Gene sind redundant, und welche essentiell? 61

zu finden sein könnte und erlauben die schnelle Verarbeitung großer Datensätze. Allerdings
sind die Resultate nicht immer in Übereinstimmung zueinander, so dass je nach Programm die
Länge der Signal- oder Transitpeptide und deren Lokalisationen unterschiedlich vorhergesagt
werden.
Die Zusammenfassung der Vorhersagen von bis zu 17 verschiedenen Programmen bezüglich
der Lokalisation von Arabidopsis MRS2 Proteinen über einen Bayes-Klassifikator (Schwacke
et al. 2007) ergibt bei MRS2-4 und MRS2-6 eine hohe Wahrscheinlichkeit für mitochondrialen
Import und als Zielort für MRS2-11 den Chloroplasten. MRS2-4 wird von einzelnen Program-
men wie z.B. PredSL und TargetP mit einer geringen Wahrscheinlichkeit als chloroplastidär
vorhergesagt. Diese Vorhersagen zeigen, dass drei der neun funktionalen MRS2 Proteine in
den endosymbiontischen Organellen lokalisert sein können, benötigen jedoch die Verifizierung
durch experimentelle Daten.

Identifizierung von MRS2 Proteinen in Proteomanalysen

Die Untersuchung des Proteinprofils (Proteom) verschiedener Membrankompartimente durch
Fraktionierung und Massenspektrometrie hat in den letzen Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Die Methode ist im Nachweis sehr sensitiv, aber durch die notwendigen Schritte
der Aufreinigung bzw. Anreicherung von Organellen oder Membrantypen anfällig für Kontami-
nationen. Endomembranorganellen lassen sich beispielsweise aufgrund ähnlicher Dichte nicht
gut voneinander trennen, was eine mögliche Ursache für falsch positive Ergebnisse darstellt.
Andererseits können schwach exprimierte, kleine oder hydrophobe Proteine in den erzeugten
Fraktionen unterrepräsentiert oder sogar nicht nachweisbar sein, was wiederum zu falsch ne-
gativen Ergebnissen führt (Lilley und Dupree 2007; Millar et al. 2009). So wurde beispielsweise
der MHX1 Transporter von Arabidopsis in bisher keinem veröffentlichten Proteom identifiziert,
allerdings durch Antikörper eindeutig in der Fraktion des Tonoplasten detektiert (Shaul et al.
1999). In manchen Studien erlaubt die Methode darüber hinaus die Bestimmung von post-
translationalen Modifikationen (PTM) an den identifizierten Proteinen, wie z.B. Phosphorylie-
rungen, Ubiquitinierungen und Acetylierungen (Nühse et al. 2004; Kwon et al. 2006).
Einige der aktuellen Proteomanalysen verschiedener subzellulärer Kompartimente von Pflan-
zen zeigen, dass MRS2-1 im Tonoplasten von Arabidopsis lokalisiert (Carter et al. 2004) und
an zwei Serinresten (SAPVS*PVS*) phosphoryliert ist (Chen et al. 2010). Ebenso kann ein
zu MRS2-1/MRS2-10 homologes Protein der Gerste in der Fraktion des Tonoplasten detek-
tiert werden (Endler et al. 2006). Das nahverwandte MRS2-5 ist hingegen im Proteom der
Plasmamembran (PM) von Arabidopsis nachweisbar (Alexandersson et al. 2004) aber an zwei
vergleichbaren Positionen (S*APVS*PVG) phosphoryliert (Whiteman et al. 2008).
Eine Vielzahl von Proteomanalysen finden MRS2-11 in der inneren Membran des Arabidop-
sis Chloroplasten (Froehlich et al. 2003; Zybailov et al. 2008; Ferro et al. 2010) sowie in
Proplastiden- oder Chloroplastenhüllen von Erbse bzw. Blumenkohl (Bräutigam et al. 2008;
Bräutigam und Weber 2009). In einer weiteren Studie ist MRS2-11 aber auch in PM-Fraktionen
detektiert worden (Mitra et al. 2009), allerdings sind 24 % der hier identifizierten Proteine mit
dem WoLF PSORT Programm (Horton et al. 2007) als plastidär vorhergesagt.
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Die Proteine MRS2-3 und MRS2-4 wurden ebenfalls in der Plasmamembran von Arabidop-
sis nachgewiesen (Benschop et al. 2007), diese Studie umfasste aber keine Untersuchung
der Membranfraktion auf Markerproteine des Chloroplasten und das endoplasmatische Pro-
tein ACA-2p (Arabidopsis Ca2+-ATPase, isoform 2 protein) war als Kontamination in der PM-
Fraktion vorhanden. Dies verdeutlicht, warum die Lokalisationen eines Proteins mit Hilfe von
Proteomdaten problematisch sein kann und wie wichtig die Kontrolle der Aufreinigung bzw.
Abreicherung zellulärer Membrankompartimente über Western Blot-Analysen mit Antikörpern
gegen organellspezifische Markerproteinen ist.

In vivo Lokalisierung von MRS2 Proteinen durch fluoreszierende Reporter

Es gibt mehrere Möglichkeiten, die Fusion eines gewünschten Proteins mit einem der zahl-
reichen fluoreszierenden Proteine, welche in den letzten Jahren entdeckt und weiterentwickelt
wurden (z.B. GFP und DsRED), in einen bestimmten Organismus zu tranformieren und dort zu
exprimieren. Neben der biolistischen oder PEG-vermittelten Transformation von Protoplasten
oder Zellkulturen ist vor allem in dikotylen Pflanzen die Einbringung fremder DNA über das
Agrobacterium tumefaciens üblich. Ein Vorteil der Agrobacterium-vermittelten Transformation
von intakten Zellgeweben ist gegenüber der Verwendung von Protoplasten oder Zellkulturen,
dass sowohl die zelluläre Identität und Integrität als auch die Gewebeorganisation erhalten blei-
ben (Marion et al. 2008).
Tabak eignet sich aufgrund seiner großen Blattfläche und der einfachen Kultivierung hervorra-
gend für die stressreduzierte Infiltration von Agrobacterium, jedoch stellt er gleichzeitig ein he-
terologes System für die Expression von Arabidopsis-Proteinen dar. Die gleichzeitige Transfor-
mation des p19 Proteins, einem viralen Unterdrücker von PTGS, kann zusätzlich die transiente
Expression des verwendeten Transgens verbessern (Voinnet et al. 2003). In den transformier-
ten Zellen der Blattepidermis lässt sich anschließend durch Fluoreszenzmikroskopie sehr gut
die Dynamik des Endomembransystems, vor allem von Golgi-Apparat und endoplasmatischem
Retikulum beobachten.
Bei allen in dieser Studie durchgeführten mikroskopischen Untersuchungen von Tabakepider-
miszellen wurden die Fluoreszenzsignale von GFP-Fusionsproteinen mit MRS2-1, MRS2-2,
MRS2-3, MRS2-4 und MRS2-5 abhängig vom Auflösungsvermögen des verwendeten Mikro-
skops im Bereich des Cytosols oder in Teilen des Endomembransystems detektiert (Abb. 2.16
a - e, Abb. 2.18 a - e). Die möglichen Funktionen von MRS2 Proteinen in diesen Komparti-
menten und eventuelle Artefakte werden zusammen mit der Lokalisation von MRS2-7 durch
GFP-Fusionen in einem späteren Abschnitt getrennt behandelt (Kap. 3.2.2).
Eine kürzlich publizierte Lokalisierung von MRS2-1 und MRS2-5 bei c-terminaler Fusion an das
gelb fluoreszierende Protein (YFP) zeigt im Widerspruch zu den obigen Beobachtungen deren
Anwesenheit im Arabidopsis Tonoplasten (Conn et al. 2011b). Jedoch wurde in beiden Fäl-
len die Plasmamembran der transformierten Protoplasten osmolytisch entfernt, so dass nicht
erkennbar ist ob sie zusätzlich auch in Kompartimenten des Cytosols oder in der Plasmamem-
bran lokalisiert sind. Aus dieser und einer zweiten unabhängigen Untersuchung geht hervor,
dass MRS2-10 nur in der Plasmamembran von Arabidopsis lokalisiert ist (Li et al. 2001; Conn
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et al. 2011b). Bei n-terminaler Fusion sind alle drei Proteine im Cytoplasma lokalisiert, da mög-
licherweise durch die Abspaltung eines vorhergesagten Signalpeptides ein lösliches YFP ent-
steht (Conn et al. 2011b).
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Abbildung 3.3. Vergleichende Gegenüberstellung der Proteinsequenzen von MRS2-1 und MRS2-10 aus Arabidop-
sis thaliana.

Dargestellt sind konservierte und variable Proteinabschnitte von MRS2-1 und MRS2-10 mit konservativen (grau)
und nichtkonservativen (schwarz) Aminosäureaustauschen und deren Consensussequenz (weiße Boxen) sowie
das durch SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004) vorhergesagte Signalpeptid (blaue Boxen). Besonders diverse Be-
reiche zwischen beiden MRS2 Proteinen sind rot hervorgehoben. Die Berechnung des Alignments erfolgte durch
MUSCLE unter Verwendung der Standardeinstellungen (Edgar 2004).

Offen bleibt, warum trotz der sehr hohen Ähnlichkeit zwischen MRS2-1 und MRS2-10 erste-
res in den Tonoplasten und das zweite in die Plasmamembran transportiert wird, denn bei-
de haben laut Vorhersage durch SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004) ein 17 AS langes nahe-
zu identisches Signalpeptid (Abb. 3.3). Möglicherweise sind MRS2-1 und MRS2-10 auch in
beiden Membranen vorhanden, aber in unterschiedlicher Stöchiometrie oder abhängig von
physiologischen Bedingungen. Eine andere Erklärung wäre, dass sie beim Transport über
den Golgi-Apparat durch sequenzspezifische Erkennung mit Hilfe von SNAREs (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) oder anderen Cofaktoren von-
einander unterschieden werden können (Bassham und Blatt 2008). Die Blockierung einzelner
SNAREs kann die Anwesenheit des KAT1 K+-Kanals, jedoch nicht die der PMA2 H+-ATPase
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in der Plasmamembran spezifisch beeinflussen (Sutter et al. 2006; Tyrrell et al. 2007). In Inter-
aktionsstudien (http://www.associomics.org/) mit Hilfe des mating based split ubiquitin system
(mbSUS) bildet MRS2-1 Proteinkomplexe mit putativen Vesikeltransport-SNAREs (Lalonde et
al. 2010). Die hierfür benötigten Bindungstellen könnten in den diversen Regionen nahe des
N- bzw. C-Terminus oder innerhalb des Proteins zwischen den Aminosäurepositionen 146 bis
155 liegen (Abb. 3.3). Ein Austausch dieser Regionen zwischen MRS2-1 und MRS2-10 könnte
zeigen, welche Domäne für die unterschiedliche Membranzuordnung verantwortlich ist.
Wie bereits erwähnt sind für einige der MRS2 Proteine die semiautonomen Organellen als
Zielort innerhalb der Pflanzenzelle vorhergesagt. In Übereinstimmung hierzu zeigt die Unter-
suchung von Drummond et al. (2006), dass MRS2-11 bei c-terminaler GFP-Fusion in der Hüll-
membran des Arabidopsis-Chloroplasten lokalisiert ist und sich spezifisch über Antikörper in
der Chloroplastenfraktion detektieren lässt. Die Arbeit von Li et al. (2008) bestätigt über Co-
Lokalisation mit dem Farbstoff MitoTracker®, dass MRS2-6 in das Membransystem des Mit-
ochondriums importiert wird. Im Gegensatz hierzu ließ sich MRS2-4 trotz positiver Hinweise
durch GUS-Färbung von Chloroplasten aus Mesophyllzellen (Meschenmoser 2008) in diesem
Organell nicht über GFP-Fusion nachweisen (Abb. 2.16 d).
Generell kann die Platzierung von fluoreszierenden Reportern an den C- oder N-Terminus ei-
nes zu untersuchenden Proteins dessen intrinsische Sortierungssignale maskieren oder verän-
dern. Außerdem spielt das für die Fusion verwendete Genmodell eine wichtige Rolle, da unter
Umständen durch alternative oder falsch vorhergesagte Startcodons unterschiedliche Transit-
petide für duale oder artifizielle Lokalisierungen verantwortlich sind (Marion et al. 2008; Millar et
al. 2009; Carrie et al. 2009). Durch die 35S-Überexpression des Fusionsproteins sind Artefakte
wie z.B. Proteinaggregation, sterische Behinderung bei der Sortierung bzw. Komplexbildung
des Proteins oder die Absättigung der normalen zellulären Transportwege möglich (Fricker et
al. 2006). Möglicherweise sind auch Unterschiede in der Länge des Abstandhalters zwischen
Protein und fluoreszierendem Reporter für Widersprüche bei den hier verglichenen GFP/YFP-
Lokalisationen verantwortlich. In allen bisherigen Untersuchungen konnte nicht gezeigt werden,
dass die Fusionen mit YFP/GFP keinen Einfluss auf die Funktionalität des verwendeten MRS2
Proteins hatte. In Hefe sind MRS2-1, MRS2-10 und MRS2-11 nach c-terminaler Fusion mit
GFP nicht mehr in der Lage die alr1∆ alr2∆ Mutante zu komplementieren (Drummond et al.
2006) und auch das endogene MRS2p zeigt nach GFP-Fusion eher eine Lokalisation im Golgi-
Apparat als in den Mitochondrien (Huh et al. 2003). Dies verdeutlicht, dass die Lokalisation
eines Proteins über dessen Fusion mit einem fluoreszierenden Reporter grundsätzlich kritisch
zu betrachten und die Verifizierung über mindestens einen alternativen Ansatz unerlässlich ist
(Millar et al. 2009; Moore und Murphy 2009).

Zusammenfassung der Untersuchungen zur Lokalisation von MRS2 Proteinen

Alle bisher publizierten Studien zeigen, dass die verschiedenen MRS2 Proteine unterschiedli-
chen Membrankompartimenten zugeordnet werden können und die Lokalisierung bestimmter
Proteine abhängig von der Nachweismethode ist (Abb. 3.4). Als gesichert können die Lokali-
sationen von MRS2-1, MRS2-6 und MRS2-11 angenommen werden, da sie durch mindestens
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zwei unabhängige Untersuchungen mit verschiedenen Methoden übereinstimmend festgestellt
worden sind. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind im Vergleich hierzu abweichend,
da die Fluoreszenzsignale aller sechs Fusionskonstrukte im Endomembransystem beobachtet
wurden, welches aufgrund seiner Funktion als Sortierungsmaschinerie und Qualitätskontrolle
besonders anfällig für artifizielle Lokalisationen ist (Kap. 3.2.2).

Protein AraM MS/MS GFP v. D.

MRS2-1 -   

MRS2-2 - - - 

MRS2-3 -  - 

MRS2-4   - 

MRS2-5 -   

MRS2-6  -  -
MRS2-7 - - - 

MRS2-10 - -  -
MRS2-11     -

Abbildung 3.4. Zusammenfassung der subzellulären Lokalisation von Arabidopsis MRS2 Proteinen durch unter-
schiedliche Methoden.

Quelle der Lokalisationsdaten sind Consensusvorhersagen der ARAMEMNON Datenbank (AraM), Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) von Membranproteomen, bereits publizierte Fusionen mit fluoreszierenden Repor-
terproteinen (GFP) oder die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation (v.D.). Die verschiedenen Organellen und
die ihnen zugeordneten MRS2 Proteine sind farblich hervorgehoben: Plasmamembran (dunkelrot), ER und Golgi-
Netzwerk (violett), Tonoplast (blau), Chloroplast (grün) und Mitochondrium (orange). Abbildung verändert nach Win-
ter et al. (2007).

3.1.6. Die Evolution der MRS2-Genfamilie verrät etwas über mögliche funktio-
nelle Redundanz und spezifische Anpassungen

Derzeit liegen für die sechs Angiospermen Arabidopsis thaliana (At), Vitis vinifera (Vv), Popu-
lus trichocarpa (Pt), Oryza sativa (Os), Zea mays (Zm) und Brachypodium distachyon (Bd) voll-
ständige Genomsequenzen mit annotierten Genmodellen vor. Eine Rekonstruktion des Stamm-
baums der CorA-ähnlichen Proteine aus diesen Genomen, welche die Domäne Pfam_01544
(CorA like Mg2+ transport protein) enthalten, zeigt deren grundsätzliche Aufteilung in sechs
Kladen mit einem GMN und eine Klade mit einem GIN Motiv (Abb. 3.5). Die MRS2-ähnlichen
Proteine mit GMN, RDLR und EMLLE Motiven sind in die fünf Kladen A - E unterteilt. Zu jeder
dieser Kladen ist mindestens ein homologes Protein in den basalen Landpflanzen Physco-
mitrella patens und Selaginella moellendorfi vorhanden (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise
sind die strukturell sehr ähnlichen bakteriellen CorA Proteine die endosymbiontischen Vorläu-
fer der mitochondrialen bzw. plastidären MRS2 Proteine, aus denen sich später die in anderen
Membranen lokalisierten MRS2 Proteine - eventuell durch Verlust (von Teilen) des Transitpep-
tides - entwickelt haben.
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Abbildung 3.5. Rekonstruierter Stammbaum CorA-ähnlicher Proteine aus den sequenzierten Genomen von sechs
Angiospermen nach dem Neighbor-Joining-Verfahren.

Die statistische Unterstützung von Knoten durch Bootstrap-Werte ist ab 70 % angegeben. Alle Namen von Dikotylen
sind in blau angegeben und die der Monokotyledonen in rot bzw. orange. [ ] = Pseudogen in Arabidopsis Col-0, ( ) =
Abweichungen zu konservierten Motiven, Datenbankeintrag = Annotation enthält Unstimmigkeiten, ∆N/C = Protein
N- oder C-terminal unvollständig.
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CorA-ähnliche Proteine: GMN versus GIN Motiv

Das GMN Motiv ist das einzige universell konservierte und essentielle Aminosäuremotiv inner-
halb der CorA Familie, denn alle bisher gefundenen Magnesiumtransporter dieses Typs besit-
zen ein solches (Knoop et al. 2005). Mutationen dieses Aminosäuremotivs in CorA oder Alr1p
führen selbst bei konservativen Substitutionen zu einem vollständigen Verlust des Magensium-
transportes in Salmonella typhimurium (Szegedy und Maguire 1999) bzw. Saccharomyces ce-
revisiae (Lee und Gardner 2006). Im Gegensatz hierzu hat der ZntB Zink-Transporter in Proka-
ryonten ein GVN Motiv (Caldwell und Smith 2003; Tan et al. 2009), so dass die CorA-ähnlichen
Proteine mit einem GIN Motiv möglicherweise keine Transporter für Magnesium sondern für
andere Substrate sind. In der pflanzlichen MRS2 Proteinfamilie gibt es einzelne Abweichungen
vom GMN Motiv in Atg509710/MRS2-9 (STN, aber in Ökotyp Col-0 durch Leserasterverschie-
bung defekt), Bd2g37540 (WMN), Os04g35160 (GIN), Pt0010s08850.1 (GVN) und besonders
auffällig in allen Monokotyledonen der Klade D (AMN). Den einzigen Unterschied zum GIN
Motiv innerhalb der Klade mit diesem Tripeptid weist At1g29830.1 (SVN) auf. Dies könnte be-
deuten, dass die hiervon betroffenen Proteine entweder nicht mehr funktionieren oder für den
spezifischen Transport anderer Ionen zuständig sind. In allen Fällen außer bei den Monoko-
tyledonen der Klade D ist immer ein paraloges Protein mit intaktem GMN bzw. GIN Motiv im
Genom vorhanden. In den verfügbaren Protistengenomen von Naegleria gruberi, Dictyostelium
discoideum, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira pseudonana und Plasmodium falcipa-
rum konnten bisher nur Proteine mit GMN Motiv gefunden werden (Daten nicht gezeigt).

Die MRS2 spezifischen RDLR und EMLLE Motive

Alle MRS2-ähnlichen Proteine haben das RDLR bzw. EMLLE Motiv konserviert vorliegen und
Austausche innerhalb des RDLR Motivs finden sich nur in At4g28580/MRS2-6 (KDLR) und
bei allen Proteinen der Dikotylen (RDIR) bzw. Monokotyledonen (RDTR) in Klade A. Abwei-
chungen zum EMLLE Motiv liegen in Os04g35160 (EILLE), Zm458879 (EILLE), Os03g04480
(DMLLE) und Zm018706.P01 (EILLE) vor. Hierbei fällt auf, dass alle Substitutionen Proteine
betreffen, deren Lokalisation für den Chloroplasten oder das Mitochondrium vorhergesagt ist.
Die Entstehung des MRS2 Typus geschah wahrscheinlich zeitnah mit dem Auftreten der ersten
Eukaryonten, da in Protisten wie z.B. Naegleria, Dictyostelium und Plasmodium mindestens ein
homologes Protein mit diesen Motiven vorliegt. Aus den Sequenzdaten aller eukaryontischen
MRS2-ähnlichen Proteine lassen sich die Consensusmotive rDxR (x = I/L/M/T) und exlLE (x
= I/L/M) ableiten, die variable Aminosäure ist also in fast allen Fällen unpolar/hydrophob. Die
zwei anderen CorA-ähnlichen Kladen besitzen diese Motive nicht, ebenso wie deren homologe
Proteine in den Protisten.

Klade A: Eine Gruppe strikt chloroplastidärer MRS2 Proteine

Der Vorhersage nach sind alle Mitglieder der Klade A so wie MRS2-11 in den Chloroplasten
lokalisiert (Drummond et al. 2006). Diese Klade bildet die Schwestergruppe zu allen ande-
ren MRS2-ähnlichen Magnesiumtransportern. Es gibt eine klare Abgrenzung zwischen den
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MRS2-11 ähnlichen Proteine der Monokotyledonen und Dikotylen und es treten keine Gendu-
plikationen innerhalb der Klade auf. Wahrscheinlich sind alle Mitglieder dieser Klade essen-
tiell, da in den bisherigen Bemühungen keine Knockout-Mutanten durch Arabidopsis T-DNA-
Insertionslinien erhalten werden konnten (Daten nicht gezeigt).

Klade B: MRS2 Proteine mit möglicher partieller Redundanz in Angiospermen

Die bisher veröffentlichten Genomdaten von höheren Pflanzen zeigen, dass die paralogen Pro-
teine MRS2-1 und MRS2-10 vermutlich in dem Vorläufer der Pflanzenfamilie Brassicaceae im
Zuge einer Polyploidisierung durch die Duplikation von Bereichen auf Chromosom 1 enstan-
den sind (Abb. 3.1). Eine hiervon unabhängige Genduplikation gab es auch im Genom der
Pappel, allerdings ist bisher kein MRS2-1/MRS2-10 Ortholog beim Wein gefunden worden.
Alle MRS2-1/MRS2-10 ähnlichen Proteine in Monokotyledonen und Dikotylen haben einen
gemeinsamen Vorfahren, von dem sich die MRS2-5 Schwestergruppe der dikotylen Pflan-
zen abgetrennt hat. Zusätzlich hat in den Monokotyledonen eine weitere Genduplikation des
MRS2-1/MRS2-10 ähnlichen Vorläufers stattgefunden. Der Stammbaum zeigt den gemeinsa-
men Ursprung der MRS2-1, MRS2-5 und MRS2-10 Proteine, deren Diversifizierung möglicher-
weise eine Anpassung an besondere physiologische Bedingungen oder unterschiedliche sub-
zelluläre Membransysteme darstellt. In Arabidopsis sind diese drei Gene bei Kultivierung unter
normalen Laborbedingungen nicht essentiell und einzelne Knockout-Mutanten von MRS2-1,
MRS2-5 und MRS2-10 unterscheiden sich nicht vom Wildtyp (Gebert 2006). Physiologische
Untersuchungen in Flüssigmedien mit niedriger Calciumverfügbarkeit oder hohen Magnesi-
umkonzentrationen zeigen jedoch, dass MRS2-1 und MRS2-5 an der Aufrechterhaltung der
Ionenhomöostase in Mesophyllzellen durch die Vakuole beteiligt sind (Conn et al. 2011b).

Klade C: Diversifizierung durch zahlreiche unabhängige MRS2 Genduplikationen

In Arabidopsis ist nur MRS2-3 als einziger Vertreter der Klade C vorhanden, während in allen
anderen Spezies mehrere Kopien - in Monokotyledonen drei, bei anderen Dikotylen bis zu vier
- durch Genduplikationen entstanden sind. Es ist wiederum eine klare Aufspaltung zwischen
den Proteinen der Monokotyledonen und Dikotylen erkennbar mit zum Teil zwei paralogen
MRS2-3-ähnlichen Vertretern innerhalb einzelner Arten. Die Subklade der Monokotyledonen
enthält einzelne mitochondrial vorhergesagte Proteine, die Schwestergruppe der Dikotylen um-
fasst bei der Pappel zwei MRS2-3-ähnliche Proteine mit chloroplastidärer und beim Wein ein
Protein mit mitochondrialer Vorhersage. Die Annotationen der Proteine Vv00001499001 und
Pt0001s29920 sind wahrscheinlich unvollständig, da z.B. wichtige strukturelle Bereiche wie die
Transmembrandomänen fehlen. Möglicherweise hat besonders in dieser Klade eine adaptive
Radiation zur Anpassung der einzelnen Arten auf individuelle Umweltbedingungen oder mor-
phologische Diversifizierung stattgefunden. MRS2-3 ist aufgrund des Fehlens von paralogen
Proteinen in Arabidopsis vermutlich essentiell wodurch erklärbar wird, warum keine homozy-
gote Knockout-Linie durch T-DNA-Insertion erzeugt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Klade D: Die Vetreter der MRS2 Proteine in den semiautonomen Organellen

Die Klade der MRS2-4/MRS2-6 ähnlichen Proteine besteht ausschließlich aus Vertretern, de-
ren Lokalisation in den endosymbiontischen Kompartimenten - und hier hauptsächlich im Mit-
ochondrium - vorhergesagt wird. Wie schon für andere Kladen beschrieben stehen die MRS2
Proteine der Monokotyledonen und Dikotylen in einem Schwestergruppenverhältnis zueinan-
der. In Arabidopsis kam es vermutlich zur Genduplikation mit einer anschließenden Spezia-
lisierung des mitochondrialen MRS2-6 Proteins, welches exklusiv in Pollenkörnern exprimiert
wird und für deren Reifung essentiell ist (Li et al. 2008). In den bislang verfügbaren Arabidop-
sis T-DNA Kollektionen ist keine Insertionslinie für MRS2-4 vorhanden, so dass dieses Protein
einen unentbehrlichen mitochondrialen Mg-Transporter für die übrigen Pflanzengewebe dar-
stellen könnte. Weitere Genduplikationen fanden auch in den Süßgräsern statt, möglicherwei-
se mit einer Änderung des mitochondrialen Transitpeptides in ein chloroplastidäres bei Reis
und Mais. In den Vorhersagen ist durch den verwendeten The winner takes all-Algorithmus die
Möglichkeit einer dualen Lokalisierung nicht berücksichtigt, so dass zumindest einige Proteine
dieser Klade auch in beiden Organelltypen vorhanden sein könnten.

Klade E: Rezente Evolution und Entstehung von Pseudogenen in Ökotypen

In dieser Klade sind bei den Monokotyledonen und Dikotylen nur zu MRS2-2 orthologe Proteine
in vorhanden, so dass es sich hierbei wahrscheinlich um den anzestralen Vertreter handelt. Im
gemeinsamen Vorläufer der Gattung Arabidopsis kam es durch die Duplikation einer etwa 0,5
Mbp großen Region auf Chromosom 5 zur Entstehung des Gens für MRS2-7, welches sowohl
in Arabidopsis thaliana als auch Arabidopsis lyrata vorliegt. In Arabidopsis thaliana entstan-
den durch sukzessive Genduplikationen MRS2-8 und MRS2-9, die je nach Ökotyp zu einem
Pseudogen mutiert sein können (Abb. 3.6). So sind beide Proteine in Col-0 durch verfrühten
Abbruch der Translation in Folge einer Leserasterverschiebung unvollständig aber im Ökotypen
Landsberg erecta (Ler ) intakt, wobei MRS2-9 dort ein STN statt dem hochkonservierten GMN
Motiv besitzt. Das MRS2-2 Protein ist in Arabidopsis thaliana für die Pollenreifung zwingend
notwendig (Chen et al. 2009b), so dass eine funktionelle Redundanz zu MRS2-7 ausgeschlos-
sen werden kann. Die bisherigen Studien mit Knockout-Mutanten zeigen, dass MRS2-7 nur bei
limitierter Magnesiumverfügbarkeit eine wichtige Funktion besitzt (Gebert 2006) und die Ana-
lyse von Sequenzpolymorphismen legt nahe, dass MRS2-8 und MRS2-9 - zumindest für den
Ökotypen Col-0 - vollständig verzichtbar sind.

3.1.7. Zusammenfassung der bisherigen Erkenntnisse zur Funktion der Proteine
MRS2-1, MRS2-5 und MRS2-10

Die einzelnen Daten zur Expression, Lokalisation und Entstehung der MRS2 Proteine zeich-
nen inzwischen ein komplexes, aber immer noch unvollständiges Bild ihrer physiologischen
Bedeutung in Pflanzen. Obwohl in den letzten Jahren zahlreiche Erkenntnisse über einzelne
Mitglieder der MRS2 Proteinfamilie publiziert wurden fehlt für andere jede Art von Hinweis auf
ihre Funktion. In vorangegangenen Untersuchungen von MRS2 Proteinen wurde festgestellt,
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dass unter den dort getesteten Bedingungen der Verlust von MRS2-1, MRS2-5 oder MRS2-10
keinen offensichtlichen Phänotyp hervorruft (Gebert 2006). Dieses Ergebnis wurde durch eine
aktuelle Veröffentlichung erweitert und die Beteiligung von MRS2-1 und MRS2-5 an der Ionen-
homöostase bei außergewöhnlichen Umweltbedingungen festgestellt (Conn et al. 2011b).
Veränderungen im Ionenprofil von Arabidopsis und Lotus japonicus nach zufälliger Mutageni-
sierung zeigen, dass die Konzentrationen von bestimmten Elementen in genetischer Wechsel-
wirkung stehen, d.h. die Veränderung eines Gens für ein spezifisches Ionentransportsystem
also auch Auswirkungen auf das Vorhandensein anderer Elemente haben kann (Lahner et al.
2003; Chen et al. 2008). So wurden in Übereinstimmung zu den in dieser Arbeit gemessenen
elementaren Profilen von mrs2-1, mrs2-5 und mrs2-10 Einzel- bzw. Doppelmutanten Wech-
selwirkungen in der Konzentration zwischen Magnesium, Calcium und Kalium aber auch Bor,
Cobalt, Nickel, Zink, Selen und Molybdän festgestellt. Außerdem zeigt neben den bereits er-
wähnten die Publikationen eine Untersuchung mit Subtaxa von Brassica oleracea die Abhän-
gigkeit der Konzentrationen von Ca und Mg im Spross zur genetischen Variabilität innerhalb
bestimmter Populationen (Broadley et al. 2008). Dies unterstützt die Vermutung, dass die Io-
nenhomöstase in Pflanzenzellen einer komplexen Kontrolle mit zahlreichen umweltbedingten
genetischen Adaptionen unterliegt (Baxter 2009).
Bei Untersuchungen zur Protein-Protein-Interaktion unter Verwendung des mbSUS (Obrdlik et
al. 2004) interagieren MRS2-1 und MRS2-5 miteinander stärker als MRS2-1 mit sich allein,
jedoch ist die Wechselwirkung von MRS2-5 mit sich selbst am stärksten. Die Interaktion von
MRS2-10 mit sich selbst ist in etwa gleich stark ausgeprägt wie die mit MRS2-1 oder MRS2-5
(Schmitz 2011). Die Ergebnisse dieser Diplomarbeit werden durch erste Resultate einer um-
fassenden Interaktionsstudie für Arabidopsis Membranproteine (http://www.associomics.org/)
bestätigt. Diesen Daten zufolge sind MRS2-1, MRS2-5 und MRS2-10 in der Lage neben Ho-
mooligomeren auch Heterooligomere mit anderen MRS2 Proteinen zu bilden (Lalonde et al.
2010). Derartige Heterooligomere kennt man bereits von K+-Kanälen bei denen der Ionen-
transport über die unterschiedliche Zusammensetzung des Proteinkomplexes aus verschiede-
nen Untereinheiten reguliert wird (Geiger et al. 2009).
Die Resultate der vorliegenden Arbeit deuten darüber hinaus an, dass MRS2-1 und MRS2-10
in ihrer Funktion zumindest teilweise redundant sind und das Pflanzen für ein Wachstum unter
Normalbedingungen eines der beiden Proteine benötigen. Dies ist auf der einen Seite aufgrund
der hohen Ähnlichkeit von beiden Proteine nicht überraschend, aber umso erstaunlicher da sie
zwar in den selben Geweben jedoch nicht in der selben Membran lokalisiert zu sein schei-
nen (Abb. 3.2, Abb. 3.4). Möglicherweise haben sie einen komplementären Einfluss auf den
pflanzlichen Ionenhaushalt, in welchem MRS2-10 die Mg-Aufnahme über die Plasmamembran
und MRS2-1 dessen anschließende Speicherung in der Vakuole vermittelt. Im Gegensatz hier-
zu scheint MRS2-5, trotz seiner erkennbaren Sequenzähnlichkeit und der Co-Lokalisation mit
MRS2-1, keine zu den beiden Proteinen redundante Funktion zu besitzen (Conn et al. 2011b).
Möglicherweise wurden aber bei der Suche nach mrs2-5 mrs2-10 bzw. mrs2-1 mrs2-5 mrs2-10
Mutanten nicht genug Nachkommen analysiert, so dass Pflanzen auch nach Verlust aller drei
Proteine unter Standardbedingungen vital sein könnten.
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3.2. Erzeugung von Pflanzen mit verbesserter Anpassung auf um-
weltbedingten Stress durch Überexpression von MRS2-7

Bisher wurde unter den Arabidopsis MRS2 Proteinen nur für den Verlust von MRS2-7 ein Mg2+-
abhängiger Phänotyp beobachtet (Gebert 2006), allerdings ist die physiologische Bedeutung
dieses Proteins nach wie vor unbekannt. Möglicherweise ist seine Hauptfunktion die initiale
Aufnahme von Magnesium in den Symplasten der Wurzel oder es ist an dessen Transport in
das Leitgewebe beteiligt. Darüber hinaus könnte es aber auch eine wichtige Funktion bei der
Signalübertragung zur physiologischen Anpassung an Mg2+-Mangel besitzen.

3.2.1. MRS2-7 Expressionsdaten und Komplementation des mrs2-7 Phänotyp

Expressionsdaten aus Microarrays zeigen, dass MRS2-7 hauptsächlich in der Arabidopsis
Wurzel und dort speziell im ruhenden Zentrum transkribiert wird (Nawy et al. 2005), was durch
die Expressionsprofile von Promotor:GUS-Fusionen bestätigt wird (Meschenmoser 2008). Bei
Wachstum in einer hydroponischen Nährlösung mit geringem Ca:Mg-Verhältnis ([Ca]:[Mg] 1:15)
wird neben anderen Transportergenen auch die Transkription von MRS2-7 nach 90 Minuten
hochreguliert (MRS2-7↑, CAX1, CAX2 und CAX3↓, SULTR3;1, SULTR3;4 und SULTR4;1↓,
MHX1↑, CHX20↑), so dass dieses Protein offenbar ebenso wie MRS2-1 und MRS2-5 an der
Ionenhomöostase beteiligt ist (Visscher et al. 2010). Untersuchungen zum reifen MRS2-7 Tran-
skript zeigen, dass offenbar zwei verschieden große Isoformen des Proteins (MRS2-7a und
MRS2-7b) in unterschiedlichen Organen vorhanden sind. Von diesen zwei Isoformen ist aber
nur MRS2-7a in der Lage, dass Wachstum der Salmonella MM281 Mutante auf normalem Me-
dium wiederherzustellen (Mao et al. 2008). Dies erklärt einleuchtend, warum nur die korrekt ge-
spleißten cDNAs der mrs2-7(2) Pro35S:MRS2-7c Linie die mrs2-7 Knockout-Mutante bei nied-
rigen Magnesiumkonzentrationen komplementieren konnten (Abb. 2.10 a), während die zahl-
reichen falsch bzw. unvollständig gespleißten Transkripte in der mrs2-7(2) ProMRS2−7:MRS2-7g
Linie so wie die Isoform MRS2-7b hierzu nicht fähig waren.

3.2.2. Subzelluläre Lokalisation von MRS2-7 im Endomembransystem

Die Fluoreszenzmikroskopie von MRS2-7:GFP Fusionsproteinen ergab eine Lokalisation im
Endomembransystem von Tabakepidermiszellen (Abb. 2.16 f, Abb. 2.18 f) und wurde durch
die Co-Lokalisation mit einem DsRED-ER-Marker verifiziert (Abb. 2.19 d - f). Sowohl das GFP
als auch das DsRED Protein alleine sind in Cytoplasma und Zellkern lokalisiert (Haseloff et
al. 1997; Jach et al. 2001). Außerdem ließ sich die Mobilität und der Transport des Fusions-
proteins in Golgi-Vesikeln über Actinkabel entlang der ER-Stränge im Cytoplasma beobachten
(Abb. 2.20) (Boevink et al. 1998; Nebenführ und Staehelin 2001). Daher ist das Fusionsprotein
höchstwahrscheinlich auch im Tonoplasten und in der Plasmamembran vorhanden.
Nach stabiler Tranformation der MRS2-7:GFP Konstrukte in den Arabidopsis Wildtyp Col-0
und die mrs2-7 Knockout-Mutante konnte trotz der erfolgreichen Selektion von transgenen
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Pflanzen durch Hygromycinresistenz keine Fluoreszenz in den untersuchten Geweben beob-
achtet werden (Abb. 2.21 c). Weitere Analysen via RT-PCR und Western Blot (Abb. 2.21 a
und b) bestätigten das Vorhandensein eines 2 kb großen Transkripts und die Expression des
MRS2-7:GFP Fusionsproteins in Rosettenblättern. Die detektierten Banden entsprachen etwa
einem Molekulargewicht von 55 kDa und lagen damit deutlich unter den erwarteten 74 kDa.
Selbst die Annahme, dass integrale Membranproteine in einem 10 % SDS-Polyacrylamid-Gel
durch die verhältnismäßig stärkere Bindung von SDS ein scheinbar geringeres Molekularge-
wicht besitzen (Sauer und Stadler 1993; Yuan et al. 2009) kann diese große Abweichung nicht
befriedigend erklären. Möglicherweise kommt es zu einer kryptischen Spaltung der Polypeptid-
kette, so dass zwar die Bindungstelle des α-GFP-Antikörper erhalten bleibt aber kein vollstän-
diges Fusionsprotein vorhanden ist. Die Fusion von MRS2-7 mit GFP war nicht in der Lage,
den Phänotyp der mrs2-7 Knockout-Mutante zu komplementieren (Abb. 2.21 d).
Diese Beobachtung sprechen dafür, dass kein vollständiges und funktionales Fusionsprote-
in gebildet wurde. Die Komplementation einer entsprechenden Knockout-Mutante durch ein
funktionales und korrekt sortiertes bzw. assembliertes Fusionsprotein ist eine essentielle Vor-
aussetzung um die subzelluläre Lokalisation bei GFP-Reporterstudien zu verifizieren (Moore
und Murphy 2009). Weitere Fusionen von MRS2 Proteinen mit GFP in Hefe waren ebenfalls
nicht in der Lage die alr1∆ alr2∆ Mutante zu komplementieren (Drummond et al. 2006). Ei-
ne durch die GFP-Fusion bedingte Fehlfaltung könnte zu einer Erkennung des Proteins durch
Kontrollmechanismen zum Abbau über das Ubiquitin/Proteasom System führen.
Insgesamt ist die Lokalisation von MRS2-7:GFP und den anderen MRS2:GFP Fusionen im
ER bzw. Endomembransystem kritisch zu hinterfragen, da offenbar alle untersuchten Fusionen
dort zu landen scheinen (Abb. 2.16 a - f, Abb. 2.18 a - f). Proteinfusionen mit fluoreszierenden
Reportern sind durch den Verbleib von falsch gefalteten bzw. assemblierten Proteinen im ER
oder die Sortierung in die Vakuole anfällig für markierungsbedingte Artefakte. Darüber hinaus
ist der Transport vieler Proteine an ihren Zielort mit einer Passage durch einzelne oder meh-
rere Kompartimente des Endomembransystems verbunden (Moore und Murphy 2009). Daher
benötigt eine Lokalisation im Endomembransystem immer eine Verifizierung über alternati-
ve Methoden wie beispielsweise der Immuno-Gold-Färbung oder mikrosomaler Fraktionierung
mit anschließendem Western Blot (Millar et al. 2009; Moore und Murphy 2009). Im Laufe der
vorliegenden Arbeiten konnten für derartige Analysen bisher keine ausreichend spezifischen
Antikörper gegen MRS2-7 oder andere MRS2 Proteine hergestellt werden (Daten nicht ge-
zeigt). Aufgrund der hohen Ähnlichkeit zwischen einzelnen MRS2 Proteinen (z.B. MRS2-1 und
MRS2-10 oder MRS2-2 und MRS2-7) ist es womöglich sinnvoller, die Antikörper durch kurze
synthetische Peptide anstelle der hier verwendeten 120 AS große Proteinfragmente herzustel-
len.

3.2.3. Physiologische Bedeutung von MRS2-7 und Evolution in Arabidopsis

Arabidopsis thaliana Pflanzen mit einem defekten MRS2-7 reagieren auf Magnesiummangel
mit einem stark verringertem Wachstum (Gebert 2006). Außerdem wurde ein Polymorphis-
mus im MRS2-7 Promotor bei zwei unterschiedlichen Populationen des nahen Verwandten
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Arabidopsis lyrata gefunden, der mit unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen im Sub-
strat korreliert (Turner et al. 2010). Die Ionenprofile der drei mrs2-7 Knockout-Linien zeigten
im Gegensatz zum mrs2-1 mrs2-5 Doppel-Knockout keine Abweichung bei der Calciumkon-
zentration sondern einen signifikant verringerten Kaliumgehalt (Abb. 2.13, Tab. 2.4). Offenbar
wurde durch den mrs2-7 Knockout nicht unmittelbar die Magnesiumkonzentration sondern die
Ionenhomoöstase insgesamt beeinflusst.
Im Arabidopsis thaliana Ökotyp Col-0 sind MRS2-8 und MRS2-9 durch Verschiebungen des
Leserasters zu Pseudeogenen mutiert, während beide Gene im Ökotyp Ler vollkommen in-
takt vorliegen. Interessanterweise besitzt der nächste Verwandte Arabidopsis lyrata von diesen
drei sehr nah verwandten Genen nur das MRS2-7, so dass nach der Abgrenzung beider Arten
sowohl mehrere Genduplikationen als auch Pseudogenesierungen in einigen Arabidopsis tha-
liana Ökotypen stattgefunden haben müssen (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6. Gen-Arrangement von MRS2-7, MRS2-8 und MRS2-9 auf Chromosom 5 von Arabidopsis thaliana
und homologe Bereiche in Arabidopsis lyrata.

Dargestellt sind codierende (weiße Boxen) und nichtcodierende Bereiche (blaue Boxen) mit untranslatierten 3’- und
5’-Regionen sowie Start- und Stopcodons (grüner bzw. roter Balken) von MRS2-7, MRS2-8, MRS2-9 und benach-
barten Genen. Homologe Abschnitte in den Genomen der beiden Arabidopsis-Arten sind gleichfarbig hervorgeho-
ben. RLF = Reduced Lateral root Formation, enthält eine Cytochrom b5-ähnliche Häm/Steroid-Bindedomäne. BXL3
= beta-xylosidase like protein, glycosyl hydrolase family 3.

Der MRS2-7 Transporter könnte eine wichtige physiologische Funktion bei der Signaltransduk-
tion spielen, um beispielsweise die Ladungsverschiebung bei der Freisetzung von Ca2+ aus
dem ER auszugleichen. Aktuelle Studien zeigen bereits, dass Magnesium die Aktivität von
Calcium- bzw Kalium-Kanälen in Säugetieren blockieren kann (Romani 2007). Außerdem wur-
de der direkte Austausch von Ca2+ gegen Mg2+ über die Membran des endoplasmatisches
Retikulums der Photorezeptoren von Bienen (Baumann et al. 1991) und der des sarkoplasma-
tischen Retikulums von Muskelzellen (Romani und Scarpa 1992) gemessen. In Hefe konnte
gezeigt werden, dass die Konzentrationen von Mg2+ und Ca2+ bei Magnesiummangel antago-
nistisch reguliert sind (Wiesenberger et al. 2007). Letztendlich zeigen auch die Elemtarprofile
von Spross und Blättern verschiedener Pflanzen, dass der Gehalt von Calcium mit dem von
Magnesium stark korreliert ist (Broadley et al. 2008; Baxter 2009).
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3.2.4. Aluminium Resistenz durch ektopische Überexpression von MRS2-7

Das Erreichen einer toxischen Al3+ Konzentrationen in Bodenlösungen hängt vor allem von ei-
nem niedrigen pH-Wert, d.h. von hohen Konzentrationen an H+ Ionen ab. Im globalen Vergleich
sind die Böden im Norden von Europa und Russland, im Osten und Westen der USA, in Kana-
da und Ostasien bzw. Indonesien sowie den Bereichen der Regenwälder in Südamerika bzw.
West- und Zentralafrika besonders stark sauer (Abb. 3.7).

Abbildung 3.7. Die globale Verteilung der pH-Werte im Boden von stark sauer (rot) bis leicht alkalisch (blau).

Quelle: IGBP-DIS (1998) SoilData(V.0) A program for creating global soil-property databases, IGBP Global Soils
Data Task, France.

Neben vielen anderen toxischen Effekten inhibiert Aluminium vor allem die Magnesiumauf-
nahme und führt zu schwerwiegenden Mangelsymptomen und einem stark reduzierten Wur-
zelwachstum (Rengel und Robinson 1989; Rengel 1990). Durch zahlreiche Untersuchungen
konnte in den letzten Jahrzehnten gezeigt werden, dass die gesteigerte Zufuhr von Magne-
sium eine bedeutende Rolle bei der Toleranz von Pflanzen gegenüber einem Überschuss an
Aluminium spielt (Tan et al. 1991; Silva et al. 2001a; Silva et al. 2001b; Silva et al. 2001c; Wa-
tanabe und Okada 2005; Mariano und Keltjens 2005; Bose et al. 2011). Eine ähnliche Beteili-
gung von Magnesium an der für Al3+-Toleranz ist auch für Saccharomyces cerevisiae bekannt
(MacDiarmid und Gardner 1996). Durch die Überexpression von MRS2-10 in Salmonella und
MRS2-11 in Hefe konnte bereits gezeigt werden, dass eine erhöhte Menge von Transporter-
proteinen den Al3+-induzierten Magnesiummangel aufheben kann (Li et al. 2001). Im Einklang
hierzu vermindert die Überexpression von MRS2-10 in Tabak die Aluminiumtoxizität und be-
wirkt sowohl ein besseres Wurzelwachstum als auch eine geringere Callose-Akkumulation in
der Wurzel (Deng et al. 2006). Auch die Überexpression entfernt verwandter Proteine wie Alr1
und Alr2 vermittelt in Hefe eine erhöhte Aluminiumresistenz (MacDiarmid und Gardner 1998).
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Die hier durchgeführten vorläufigen Untersuchungen mit der mrs2-7(2) Pro35S:MRS2-7c Linie
zeigten, dass ähnlich wie bei anderen MRS2 Proteinen durch eine Überexpression die Sensiti-
vität gegenüber Al3+ verringert wurde, während die mrs2-7(2) Mutante noch anfälliger gegen-
über der Al3+-Toxizität war (Abb. 2.14 a und b). Neben der Sensitivität gegenüber freiem Al3+

ist Arabidopsis jedoch auch anfällig für niedrige pH-Werte (Iuchi et al. 2007), die aber für die
Bioverfügbarkeit des Aluminiums zwingend notwendig sind. Daher muss bei der Beurteilung
des Pflanzenwachstums zwischen den toxischen Effekten des Aluminiums und des pH-Wertes
unterschieden werden. Außerdem ist die Wahl des Puffersystems entscheidend, da Pflanzen
in der Lage sind den pH-Wert des Mediums z.B. durch die Exkretion von Chelatoren auf ein
tolerierbares Niveau zu verändern. Im direkten Vergleich der mrs2-7(2) Mutante mit dem Wild-
typ ist diese deutlich empfindlicher gegenüber einem niedrigen pH-Wert und zusätzlichem Al3+,
der Zusatz von AlCl3 kann jedoch in beiden Genotypen das Wurzelwachstum weiter reduzieren
(Abb. 2.14 c).
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3.3. Heterologe Systeme erlauben die funktionelle Untersuchung
von pflanzlichen MRS2 Proteinen

Für funktionelle Studien mit heterologen Systemen sind vor allem einzellige Organismen wie
die Prokaryonten gut geeignet, da sie in der Regel schnell wachsen und über kurze Generati-
onszeiten verfügen. Sie erlauben die einfache Untersuchung von Substratspezifität und Reak-
tionskinetik unbekannter Proteine an einzelnen Zellen, die oftmals im Gegensatz zu denen des
vielzelligen Ursprungsorganismus leicht zu gewinnen und modifizieren sind. Die Modelsyste-
me für diese Art von Experiment sind meistens physiologisch und genetisch gut charakterisiert
und es existieren zahlreiche Techniken um die Funktion eines gewünschten Gens oder Prote-
ins zu identifizieren. Die Bäckerhefe ist ein eukaryontischer Einzeller und kann damit wichtige
posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen, Glykosylierungen oder andere Ver-
änderungen an den Proteinen vornehmen, welche unter anderem die richtige Faltung, den
Schutz vor Abbau und die Proteinsortierung beeinflussen. Im Laufe der letzen Jahre wurden
große Kollektionen von Bakterien- und Hefemutanten mit einem klar definierten Phänotyp eta-
bliert, die sich ganz besonders für Komplementationsversuche mit den schwer zugänglichen
Proteinen aus Pflanzen eignen.

3.3.1. Komplementation und mag-fura 2 Messungen der Aufnahmekinetik mit
mrs2∆ Hefemutanten

MRS2-1 war das erste identifizierte Mitglied der Arabidopsis Familie von Magnesiumtranspor-
tern und ist in der Lage eine mrs2∆ Mutante zu komplementieren, wenn es durch ein endoge-
nes Transitpeptid in das Mitochondrium gelenkt wird (Schock et al. 2000). Aus diesem Grund
wurden auch alle weiteren acht funktionellen Mitglieder der Genfamilie an das Transitpeptid
von Mrs2p fusioniert und unter Kontrolle des nativen MRS2 Promotors in der Mutanten expri-
miert. Die Wiederherstellung einer intakten Atmungskette in mrs2∆ Mutanten lässt sich sehr
einfach durch ein Wachstum auf Medien mit einer nichtfermentierbaren Kohlenstoffquelle beob-
achten. Alle Konstrukte erlaubten den Mutanten auf nichtselektivem YPD Medium gleichmäßig
zu wachsen, so dass eine störende Beeinflussung des Hefemetabolismus durch die fremden
Proteine ausgeschlossen werden kann (Abb. 2.24 a, links). Beim Vergleich der Arabidopsis
MRS2 Konstrukte untereinander erlaubten alle in selbem Maße das Wachstum der Mutante
auf selektivem Medium (Abb. 2.24 a, rechts). Bei den Mutanten mit dem MRS2-6 Konstrukt
könnte die ursprüngliche OD600 vor dem Tröpfeln etwas höher als 1 gewesen sein und würde
daher das etwas stärkere Wachstum auf beiden Medien erklären. Die Hefen mit dem endoge-
nen Mrs2p Konstrukt wuchsen mit Abstand am besten, während der leere Vektor die mrs2∆
Mutante erwartungsgemäß nicht komplementieren konnte.
Vergleichbare Versuche zur Komplementation von alr1∆ alr2∆ Hefemutanten mit nativen MRS2
Konstrukten waren nur teilweise erfolgreich. So konnten nur CorA, MRS2-1, MRS2-10 und
MRS2-11 die Abhängigkeit der Mutante von zusätzlichem Mg2+ im Medium aufheben (Li et al.
2001; Drummond et al. 2006; Costa et al. 2007). Eventuell sind die bei MRS2-1 und MRS2-10
vorhergesagten Signalpeptide (Abb. 3.3) für die korrekte Lokalisation in der Plasmamembran
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und damit für die Komplementation der Hefemutante nötig. In Pflanzen besitzt MRS2-11 ein
chloroplastidäres Transitpeptid (Abb. 2.22), was in Hefe aufgrund der fehlenden Chloroplasten
offenbar zu einem Transport des Proteins in die Plasmamembran führt (Drummond et al. 2006).
Für die Komplementation der mrs2∆ Mutante ist in den meisten Fällen das endogene Mrs2p
Transitpeptid, außer beim ebenfalls mitochondrialen Mrs2 Protein des Menschen, zwingend
nötig um das zu untersuchende Protein in die innere Membran der Mitochondrien zu dirigieren
(Bui et al. 1999; Zsurka et al. 2001). Ob dies auch für die mitochondrial vorhergesagten Ara-
bidopsis Proteine MRS2-4 und MRS2-6 zutrifft lässt sich nach den bisherigen experimentellen
Daten nicht zweifelsfrei beurteilen und bedarf weiterer Untersuchungen (Weyand 2006).
Zu Beginn der Untersuchung des Transports von Mg2+ durch MRS2 Proteine in komplementier-
ten Hefemutanten konnte dieser nur indirekt über die Wiederherstellung der ursprünglichen Ma-
gensiumkonzentration des Wildtyps nachgewiesen werden (Schock et al. 2000; Li et al. 2001).
Seit ein paar Jahren ist es möglich mit Hilfe des mag-fura 2 Systems den Membrantransport
von Mg2+ über ein fluoreszierendes Reportermolekül direkt und in Echtzeit zu messen (Kolisek
et al. 2003). Die Aufnahme von Magnesium in die isolierten Hefemitochondrien der komple-
mentierten mrs2∆ Mutanten konnte für alle elf Konstrukte gemessen werden (Abb. 2.24 b).
Eine hohe Effizienz des Mg2+-Imports wurde bei MRS2-1, MRS2-10 und MRS2-7 beobachtet,
während für die anderen Proteine etwas schlechtere Aufnahmeraten gemessen wurden. Das
endogene Mrs2p der Hefe konnte, wie bereits zuvor beim Test auf selektivem Medium gesehen,
das Magnesium mit Abstand am schnellsten in die Mitochondrien trasportieren. Die Kapazität
von MRS2-3 lag im Widerspruch zum Wachstumstest nur geringfügig über der des leeren Vek-
tors. Möglicherweise ist MRS2-3 zumindest in der fremden Membranumgebung des Mitochon-
driums ein langsamer Transporter, der die Magnesiumhomöostase eher über ein Intervall von
mehreren Stunden als in wenigen Minuten vermittelt. Von allen Arabidopsis Proteinen sind sich
MRS2-1 und MRS2-10 in ihrer Aminosäuresequenz am ähnlichsten, was möglicherweise zu
dem übereinstimmenden Transportverhalten führte. Letztendlich lässt sich jedoch aus diesen
Daten keine Aussage über die Affinität bzw. Transportkinetik der pflanzlichen MRS2 Proteine
treffen, da die hierfür erforderliche Quantifizierung der Proteinmengen nicht erfolgreich war.
Eine mögliche Ursache hierfür könnte die Verwendung eines einfachen anstelle eines verdrei-
fachten Hämagglutinin Epitops sein, so dass im Western Blot die Antikörper nicht ausreichend
stark binden konnten (Daten nicht gezeigt).
Ein Vergleich zwischen den bisherigen Komplementationsversuchen in Salmonella und Sac-
charomyces mit den in dieser Arbeit ermittelten Aufnahmekapazitäten zeigt, dass diese zumin-
dest teilweise in Widerspruch zueinander stehen. So wurde MRS2-7 nach Expression in der
MM281 Mutante aufgrund des schlechteren Wachstums bei niedrigen MgSO4 Konzentratio-
nen im Vergleich zu MRS2-10 als Magnesiumtransporter mit niedriger Affinität eingestuft (Mao
et al. 2008). Sowohl die hier vorliegenden Wachstumstests als auch die mag-fura 2 Kurven
deuten aber an, dass beide Arabidopsis Proteine gleich gut komplementieren konnten und die
Aufnahmekapazitäten nicht voneinander abweichten (Abb. 2.24 a und b). Das Transportverhal-
ten eines bestimmten MRS2 Proteins hängt also offenbar sehr stark von den physiologischen
Eigenheiten des heterologen Systems ab, in dem es exprimiert wird. Die Aufnahmekinetik und
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Substratspezifität verschiedener MRS2 Proteine sollte also nur zwischen gleichartigen Expe-
rimenten in einem einzigen Modelsystem und nicht zwischen mehreren unabhängigen Ver-
suchsaufbauten verglichen werden. Alternative Experimente zur Messung der Transportkinetik
wurden bereits für einzelne CorA-ähnliche Proteine durchgeführt. Zu diesen zählen unter an-
derem elektrophysiologische Patch-Clamp-Messungen in großen Lipidvesikeln (Schindl et al.
2007; Sponder et al. 2010) oder Kompetitionsexperimente mit radioaktiven Ni2+-Isotopen (Li
et al. 2001; Mao et al. 2008; Li et al. 2008; Chen et al. 2009b). Keiner dieser Ansätze kann
für sich in Anspruch nehmen, die ursprünglichen physiologischen Umweltbedingungen der un-
tersuchten Pflanzenproteine originalgetreu nachzubilden, so dass Ergebnisse aus Studien mit
heterologen Systemen lediglich als Indiz für eine bestimmte Funktion zu interpretieren sind.

3.3.2. Komplementation von Escherichia coli ∆corA ∆mgtA Mutanten

Die Komplementation von prokaryontischen Knockout-Mutanten ermöglicht physiologische Un-
tersuchungen von Transportproteinen in einem sehr schnell wachsenden einzelligen Organis-
mus mit maximal zwei Biomembranen. Neben Fragestellungen ob das zu untersuchende Pro-
tein die Funktion des mutierten endogenen Proteins übernehmen kann sind weitere Aussagen
über die Funktionsweise z.B. durch die Messung der Transportkinetik und interner bzw. ex-
terner Substratkonzentration möglich. So könnten Homologe zu den MRS2 Magnesiumtrans-
portern innerhalb der verfügbaren Genome von Angiospermen (Abb. 3.5) oder basalen Land-
pflanzen wie Physcomitrella patens und Selaginella moellendorffii in der Lage sein entspre-
chende E. coli-Mutanten zu komplementieren. Die funktionelle Komplementation und die sich
daraus ergebende Wachstumsrate der Bakterien in verschiedenen Medien mit unterschiedli-
chen Mg-Konzentrationen ist durch Messung der OD600 im Verlauf weniger Stunden leicht zu
dokumentieren. Die Identifizierung wichtiger Aminosäuren ist durch Mutationen in den Protei-
nen sowie deren Auswirkungen auf den Transport bei Wachstumstests auf selektiven Medien
mit wenig Aufwand realisierbar (Smith et al. 1998b; Szegedy und Maguire 1999; Svidovà et al.
2010). Ähnlich wie bei den Hefemitochondrien kann die Aufnahmegeschwindigkeit von Mg2+

in Abhängigkeit zur Substratkonzentration bei Prokaryonten durch den sensitiven mag-fura 2
Farbstoff bestimmt werden (Froschauer et al. 2004), allerdings ohne die komplizierten Schritte
der Isolation und Aufreinigung der Mitochondrien. Alternativ hierzu kann auch die intrazelluläre
Konzentration eines aufgenommenen Isotops direkt bestimmt und der Transport eines anderen
Substrates durch kompetitive Hemmung indirekt gemessen werden. Bei CorA-ähnlichen Trans-
portern wurde bereits die Inhibierung der Aufnahme von 63Ni2+ in Salmonella typhimurium corA
mgtA mgtB MM281 Mutanten zur Bestimmung der Affinität von vier Arabidopsis MRS2 Prote-
inen gegenüber Mg2+ verwendet (Li et al. 2001; Li et al. 2008; Mao et al. 2008; Chen et al.
2009b).
Die ursprüngliche ∆corA ∆mgtA E. coli Doppelmutante (Park et al. 1976) ist in der The Coli
Genetic Stock Center (CGSC) Kollektion nicht verfügbar. Sie wurde durch zufällige Mutage-
nisierung mit Methylmethansulfonat gewonnen, so dass nicht bekannt ist welche weiteren ge-
netischen Defekte noch vorhanden waren. Ein alternatives System welches zielgerichtet das
gewünschte Gen ausschaltet bedient sich der homologen Rekombination des Bakteriophagen
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λ (Datsenko und Wanner 2000). Für die Herstellung der Knockouts wurden die Primer mit den
homologen Sequenzen für CorA und MgtA aus der Keio-Kollektion übernommen, da diese nach
Möglichkeit einen intakten Leserahmen erhalten um polare Effekte auf stromabwärts liegende
Gene zu vermeiden (Baba et al. 2006). Dadurch gelang es ohne Schwierigkeiten sowohl ∆corA
als auch ∆mgtA Mutanten zu erzeugen (Abb. 2.26 a und b). Das auffälligste Problem bei der
Herstellung einer ∆corA ∆mgtA Doppelmutante war die doppelte Insertion durch die nicht be-
absichtige homologe Rekombination der FLP-recombinase target-Sequenzen (Abb. 2.27 a und
b). Dies machte die nachträgliche Entfernung dieses Bereichs nötig, so dass man abschließend
die Antibiotikumresistenz nicht mehr über eine Flippase heraus rekombinieren dafür aber kor-
rekte Doppelmutanten erzeugen konnte (Abb. 2.28 a und b).
Während die ∆corA und ∆mgtA Mutanten ebenso wie der Wildtyp ohne zusätzliches Magne-
sium im Medium auskommen ist die Doppelmutante ohne den Zusatz von 10 mM MgSO4 nicht
lebensfähig (Abb. 2.28 c und d). Dies deutet darauf hin, dass alle Transportsysteme zur Ma-
gnesiumaufnahme defekt sind und die Bakterien nur durch Diffusion über die Membran oder
unspezifischen Transport in die Zelle mit Mg2+ versorgt werden können. Den Ergebnissen von
Hattori et al. (2009) zufolge soll in E. coli ein drittes Transportsystem für Magnesium existieren
und nur die Abwesenheit aller drei Systeme zu einer auxotrophen Mutante führen. Der hier-
für verantwortliche Locus yhiD codiert für ein Protein welches zu etwa 54 % Ähnlichkeit zum
MgtC aus Salmonella besitzt. Komplentationsversuche in der MM281 Tripelmutante zeigen,
dass MgtC kein Mg2+-Transporter aber essentiell für volle Virulenz von Salmonella typhimu-
rium in Mäusen und zum langfristigen Überleben in Makrophagen ist (Moncrief und Maguire
1998; Blanc-Potard und Groisman 1997). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
bereits die Deletion von CorA und MgtA ausreicht um eine auxotrophe Mutante herzustellen,
und die Mutation von YhiD möglicherweise nur die Abhängigkeit von 10 mM auf 100 mM Ma-
gnesium im Medium erhöht. Kontrollsequenzierungen des yhiD Locus in der ∆corA ∆mgtA
Mutante bestätigen das dieser vollkommen intakt vorliegt (Daten nicht gezeigt). Die 1976 be-
schriebenen ∆corA ∆mgtA E. coli Mutante benötigt ebenfalls 10 mM Magnesium im Medium
(Park et al. 1976).
Die ∆corA Mutanten zeigten wie erwartet eine erhöhte Resistenz gegenüber hohen Cobalt-
konzentrationen im Medium während die ∆mgtA Mutanten und der Wildtyp BW25113 unter
diesen Bedingungen nicht mehr in der Lage waren zu wachsen (Abb. 2.26 d und e). Die Zu-
gabe von 10 mM MgSO4 konnte das Wachstum des Wildtyps auf Medium mit 3 mM CoCl2
leicht verbessern, die ∆corA ∆mgtA Doppelmutante hingegen konnte unter diesen Bedingun-
gen nicht wachsen (Abb. 2.28 e). Dies lässt sich im Fall des Wildtyps durch den Zusatz von
Magnesium erklären, welches durch kompetitive Hemmung die Toxizität des Cobalts im Me-
dium vermindert (Nelson und Kennedy 1971). Bei der Doppelmutante hingegen, welche kein
intaktes Transportsystem für Magnesium besitzt, könnte die erhöhte Cobaltkonzentration im
Medium mit der passiven Aufnahme von Magnesium konkurieren und dadurch das Wachstum
verhindern.
Die ersten Versuche sowohl ∆corA als auch ∆corA ∆mgtA E. coli Mutanten mit Arabidop-
sis MRS2 Expressionskonstrukten zu komplementieren führten zu keinem Ergebnis, da die
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Cobaltresistenz bzw. Magnesiumabhängigkeit nicht aufgehoben werden konnte (Daten nicht
gezeigt). Obwohl der bakterielle Vektor pBluescript II SK bereits erfolgreich zur Expression von
CorA und ähnlichen Proteinen in E. coli Mutanten eingesetzt wurde (Zhu et al. 2009) sind doch
möglicherweise pBR328 (Hmiel et al. 1989; Snavely et al. 1989a) oder pQE80L (Svidovà et al.
2010) für Komplementationsversuche besser geeignet. Bei den bisher einzigen mit Arabidopsis
MRS2 Proteinen durchgeführten Experimenten in der Salmonella MM281 Mutante wurden die
Vektoren λYES und pTrc99A mit den codierenden Sequenzen für MRS2-10, MRS2-6, MRS2-7
und MRS2-2 verwendet (Li et al. 2001; Li et al. 2008; Mao et al. 2008; Chen et al. 2009b).
Aufgrund dieser Ergebnisse sollte eine Komplementation der im Rahmen dieser Arbeit her-
gestellten E. coli ∆corA ∆mgtA Mutante mit weiteren pflanzlichen MRS2 Proteinen prinzipiell
möglich sein, möglicherweise durch Verwendung eines anderen Expressionssystems mit an-
deren Promotoren.



4. Material und Methoden

4.1. Transgene Pflanzenlinien, Bakterien- und Hefestämme

Tabelle 4.1. Tabellarische Übersicht der verwendeten und im Vorfeld bezogenen Pflanzenlinien

Bezeichnung Genlocus Katalog-Nr./ Beschreibung
T-DNA-Vektor

Col-0 N70000a Arabidopsis Ökotyp Columbia 0
–

Col-6 (gl1) At3g27920 N28176a Arabidopsis Ökotyp Columbia 6 (glabra 1)
–

mrs2-1 At1g16010 SALK_006797a,b,d Homozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-1
pROK21

mrs2-5 At2g03620 SALK_105475a,b,d Homozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-5
pROK21

mrs2-7(1) At5g09690 SALK_064741a,b,d Homozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-7
pROK21

mrs2-7(2) At5g09690 SALK_090559a,b,d Homozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-7
pROK21

mrs2-7(3) At5g09690 SALK_063452a,b,d Homozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-7
pROK21

mrs2-10 At1g80900 SALK_100361a,d Homozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-10
pROK21

GK-011A07 At5g22830 N400967a,e Heterozygote T-DNA-Insertionslinie für MRS2-11
pAC1062

MRS2-2:GRi3 At5g64560 n.v.c Heterozygote RNAi-Linie für MRS2-2 in Col-0
pK7GWIWG(II)3

MRS2-3:GRi5 At3g19640 n.v.b,c Homozygote RNAi-Linie für MRS2-3 in Col-6
pK7GWIWG(II)3

MRS2-4:GRi19 At3g58970 n.v.c Heterozygote RNAi-Linie für MRS2-4 in Col-0
pK7GWIWG(II)3

MRS2-4:GRi27 At3g58970 n.v.c Heterozygote RNAi-Linie für MRS2-4 in Col-0
pK7GWIWG(II)3

Die aufgeführten Pflanzenlinien stammen von: Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) (a), Gebert 2006 (b),
Lee 2005 (c), Alonso et al. 2003 (d) und Rosso et al. 2003 (e). Die assoziierten T-DNA-Vektoren sind in Baulcombe
et al. 1986 (1), Kirik et al. 2006 (2) und Karimi et al. 2002 (3) beschrieben. n.v. = Katalognummer nicht verfügbar.

81



82 Kapitel 4. Material und Methoden

Tabelle 4.2. Tabellarische Übersicht der verwendeten und im Vorfeld bezogenen Hefe- und Bakterienstämme

Bezeichnung Genotyp Katalog-Nr.

Escherichia coli
BW25113 F−, ∆(araD-araB)567, ∆lacZ4787 (::rrnB-3), λ−, rph-1, ∆(rhaD- 7636a,1

rhaB)568, hsdR514
BW25113/pKD46 F−, ∆(araD-araB)567, ∆lacZ4787 (::rrnB-3), λ−, rph-1, ∆(rhaD- 7739a,1

rhaB)568, hsdR514, pKD46 [AmpR ]
BW25141/pKD3 F−, ∆(araD-araB)567, ∆lacZ4787 (::rrnB-3), ∆(phoB-phoR)580, 7631a,1

λ−, galU95, ∆uidA3::pir+, recA1, endA9(del-ins)::FRT, rph-1,
∆(rhaD-rhaB)568, hsdR514, pKD3 [AmpR ]

BW25141/pKD4 F−, ∆(araD-araB)567, ∆lacZ4787 (::rrnB-3), ∆(phoB-phoR)580, 7632a,1

λ−, galU95, ∆uidA3::pir+, recA1, endA9(del-ins)::FRT, rph-1,
∆(rhaD-rhaB)568, hsdR514, pKD4 [AmpR ]

XL1-Blue F’ [proAB, lacIqZ∆M15, Tn10 (TetR)], recA1, endA1, gyrA96, 2002492

thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac
DB3.1TM F−, gyrA462, endA1, ∆(sr1-recA), mcrB, mrr, hsdS20(rB

− mB
−), 11782-0183

supE44, ara-14, galK2, lacY1, proA2, rpsL20 (SmR), xyl-5, λ−,
leu, mtl1

Agrobacterium tumefaciens
GV3101 RifR , pMP90 [GmR ] n.v.e,4

C58C1-35S:p19 RifR , pBIN61f [KanR ], pCH32g [TetR ] n.v.h,5

GV3101-DsRedER RifR , pCB302i [KanR ], pMP90 [GmR ] n.v.j ,6

Saccharomyces cerevisiae
mrs2∆ MATα, leu2-3, leu2-112, his3-1, ura3-52, trp1-289, mrs2::HIS3, n.v.b,c,d ,7

DBY mrs2-1 [rho+ mit+]
GW7/gd2-21.2

Die aufgeführten Stämme bzw. Plasmide sind in Datsenko und Wanner 2000 (a), Wiesenberger et al. 1992 (b), Bui
et al. 1999 (c), Kolisek et al. 2003 (d), Koncz und Schell 1986 (e), Bendahmane et al. 2002 (f), Hamilton 1997 (g),
Voinnet et al. 2003 (h), Xiang et al. 1999 (i) oder Höfer et al. 2008 (j) beschrieben und wurden von The Coli Genetic
Stock Center (CGSC) (1), Stratagene (2), Invitrogen (3), MPIPZ Köln: Dr. C. Koncz, AMPK Signalling (4) bzw. Dr.
E. Schmelzer, Zellbiologie (5), IZMB Bonn: Prof. D. Menzel, Zellbiologie der Pflanzen (6) oder MFPL Wien: Prof. R.
Schweyen, Mikrobiologie und Genetik (7) bezogen. n.v. = Katalognummer nicht verfügbar.

Soweit nicht anders vermerkt wurden alle nachfolgenden Methoden gemäß den Herstelleran-
gaben oder den publizierten Protokollen durchgeführt. Alle standardmäßigen Laborchemikalien
sowie die Nährmedien für Mikroorganismen und Pflanzen wurden von den Firmen Roth, Appli-
Chem oder Duchefa bezogen.

4.1.1. Kultivierung und Handhabung des verwendeten Pflanzenmaterials

Alle Pflanzen wurden, soweit nicht anderes angegeben, auf normaler Gartenerde bei 24 ○C
Raumtemperatur unter Langtagbedingungen mit einer Lichtintensität von etwa 100µmol Pho-
tonen × m−2 s−1 über 16 h kultiviert. Nach der Aussaat wurden alle Samen zur Stratifikati-
on zwei Tage lang bei 4 ○C inkubiert und anschließend bis etwa eine Woche nach Keimung
zur Erhöhung der Luftfeuchtigkeit unter einer transparenten Plastikhaube gehalten. Die sterile
Anzucht von Arabidopsis erfolgte nach Oberflächenbehandlung der Samen (Swinburne et al.



4.2. Molekularbiologische Arbeiten 83

1992) auf modifiziertem MS-Medium (Murashige und Skoog 1962) mit Zusatz von 1 % Saccha-
rose, 0,05 % MES, pH 5,7 (KOH) und 0,8 % Agar. Transgene Pflanzen wurden in Anwesenheit
von 30µg/ml Hygromycin oder 50µg/ml Kanamycin selektiert. Die hydroponische Kultivierung
von Arabidopsis erfolgte im Araponics System (Araponics SA, Liège, Belgien) unter Verwen-
dung von Nährlösungen mit unterschiedlichen MgSO4-Konzentrationen (Norén et al. 2004).
Untersuchungen zur Aluminiumtoleranz von Arabidopsis in Flüssigkulturen basierten auf dem
bereits beschriebenen MS-Medium mit Zusatz von verschiedenen AlCl3-Konzentrationen und
Verringerung des pH-Wertes auf 4,3. Alle Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben zwei Wochen
lang auf einem Schüttler bei einer Drehzahl von 100 U/min inkubiert. Die Herstellung von mul-
tiplen T-DNA-Insertionslinien durch Kreuzung wurden wie in Weigel und Glazebrook (2002)
beschrieben durchgeführt.

4.2. Molekularbiologische Arbeiten

4.2.1. Herstellung der Vektoren und Transformation von Pflanzen, Pilzen und
Bakterien

Alle pflanzlichen Expressionskonstrukte wurden entweder durch klassische Klonierung mit Re-
striktionsendonukleasen (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) oder durch Rekombination
mit der GATEWAYTM Technologie (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) über den entry vec-
tor pDONR221 in die binären T-DNA-Vektoren pK7WG2D.1 und pK7GWIWG(II) (Karimi et al.
2002) bzw. pMDC43, pMDC83 und pMDC99 (Curtis und Grossniklaus 2003) erzeugt (Kap.2.2
und 2.3) und anschließend in Agrobacterium tumefaciens transformiert (Höfgen und Willmitzer
1988). Die stabile Transformation von Arabidopsis erfolgte durch die floral dip Methode (Clough
und Bent 1998) und die transiente Expression in Nicotiana benthamiana durch Infiltration von
jungen Tabakblättern (Voinnet et al. 2003) mit Agrobacterium-Kulturen.
Die Plasmide zur Hefekomplemtation wurden durch klassische Klonierung nach Fusion des
mitochondrialen Mrs2p Transitpeptids mit den codierenden Sequenzen für MRS2 im Vektor
YEp351 (Hill et al. 1986) hergestellt (Kap. 2.4) und mit Hilfe der LiOAc/SS Carrier DNA/PEG
Methode (Gietz und Woods 2002) in kompetente Zellen der Saccharomyces cerevisiae mrs2∆
Mutante transformiert. Zur Untersuchung der funktionellen Komplementation wurden die trans-
formierten Hefen in 10fach Verdünnungen auf selektive bzw. nicht selektive Medien getröpfelt
(Bui et al. 1999) und die Aufnahmerate von Magnesium in isolierten Hefemitochondrien durch
den Mg2+-sensitiven Farbstoff mag-fura 2 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) bestimmt (Ko-
lisek et al. 2003).
Die Escherichia coli ∆corA ∆mgtA Mutanten wurden durch homologe Rekombination (Dat-
senko und Wanner 2000) mit Primern aus der Keio-Kollektion (Baba et al. 2006) und zwei
unterschiedlichen Antibiotikaresistenzgenen hergestellt (Kap. 2.5). Für die Konstrukte zur Kom-
plementation der Mutanten wurden die codierenden Sequenzen aller neun funktionellen MRS2
Gene mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Not I und Sal I hinter den Lac-Promtor in pBlue-
script II SK (Agilent Technologies) kloniert und durch Hitzeschock in chemisch-kompetente
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Zellen transformiert (Inoue et al. 1990). Die transformierten Bakterien wurden anschließend
auf LB Medium mit Ampicillin selektiert und per Kolonie-PCR verifiziert.

4.2.2. Präparation von Nukleinsäuren, cDNA Synthese und PCR

Die Isolation von DNA aus tiefgefrorenem Blattmaterial erfolgte mit dem NucleoSpin® Plant
II Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH, Düren, Deutschland) oder aus frischen Blattstücken nach
dem Protokoll von Edwards et al. (1991). Zur RNA Präparation wurde das NucleoSpin® RNA
Plant Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH, Düren, Deutschland) mit zusätlichem DNase I Verdau
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die anschließende cDNA Synthese erfolg-
te mit dem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) oder
der MuLV RevertAid Reverse Transkriptase (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) unter Ver-
wendung von anchored-oligo(dT)18 Primern.
Für die Polymerasekettenreaktionen wurde im Zuge der Klonierungen die KOD DNA-Polymer-
ase (EMD Chemicals Inc., Gibbstown, USA) mit proof reading Funktion und für Genotypisie-
rungen (Kap. 2.1 und 2.5) die GoTaq® DNA-Polymerase (Promega, Mannheim, Deutschland)
ohne proof reading Funktion verwendet. Für die PCRs wurden die im Anhang B aufgeführten
Primer verwendet.
Alle PCR Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Färbung
mit EtBr digital dokumentiert. Die Elution von aus dem Gel ausgeschnittenen PCR Produkten
erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin® Extract II Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH, Düren, Deutsch-
land).

4.2.3. Klonierung und Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die FST-Fragmente für die Bestimmung von T-DNA-Insertionsorten wurden nach dem durch
Martine Bès et al. modifizierten Protokoll von Balzergue et al. (2001) gewonnen. Für die Se-
quenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der Aufreinigung eine Ligation mit Hilfe ei-
ner T4-DNA-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) über den A-Überhang der PCR-
Produkte in den Vektor pGEM®-T Easy (Promega, Mannheim, Deutschland). Die Ligationsan-
sätze wurden in chemisch-kompetente E. coli Zellen transformiert (Inoue et al. 1990) und posi-
tive Klone über die Ampicillin-Resistenz und blau-weiß Selektion ausgewählt. Aus den Flüssig-
kulturen von transformierten Bakterien wurde mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit (MACHEREY-
NAGEL GmbH, Düren, Deutschland) das rekombinante Plasmid isoliert und durch Verdau mit
Restriktionsendonukleasen verifiziert. Die anschließende Sequenzierung erfolgte auf einem
3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems) durch die Firma Macrogen Inc. in Südkorea.

4.2.4. Transkriptionsanalyse durch quantitative real-time RT-PCR

Für die Quantifizierung von Transkriptmengen in Arabidopsis RNAi-Linien wurden qRT-PCRs
entweder mit dem Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) oder dem iQTM

SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) mit entsprechendem Zubehör auf dem StepOneTM Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) durchgeführt.
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Alle nachfolgenden Schritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durch-
geführt. Pflanzliche Proteinextrakte wurden aus in flüssigem Stickstoff gemörserten Arabi-
dopsis-Blättern nach Protokoll B von Ferguson et al. (1990) gewonnen. Die Proteinlösungen
wurden mit 2x Ladepuffer (Laemmli 1970) versetzt und auf ein 10 % SDS-Polyacrylamid-Gel
(Schägger und Jagow 1987) aufgetragen. Anschließend erfolgte die Größentrennung der Pro-
teine in miniVE Elektrophorese-Einheiten (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) für 2,5 h bei
140 V. Der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
wurde in einer Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) für 1,2 h bei 100 V durchgeführt (Towbin et al. 1979).
Darauf folgte eine Färbung mit 0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsäure (Sigma-Aldrich, Hamburg,
Deutschland) für 5 min gefolgt von einer Entfärbung mit TBS. Die Membran wurde mit 4 %
Milchpulver und 4 % BSA in TBS über Nacht bei 4 ○C abgeblockt und mit dem monoklonalen α-
GFP-Antikörper (Roche, Mannheim, Deutschland) in einer 1:1000 Verdünnung mit TBS für 2 -
3 h inkubiert. Es folgten 3x 10 min Waschen mit 1,5 % Milchpulver, 0,1 % Tween®20 in TBS und
Inkubation des sekundären Anitkörpers (Promega, Mannheim, Deutschland) in einer 1:8000
Verdünnung mit TBS für 1 - 2 h. Nach wiederholtem 3x 10 min Waschen mit 1,5 % Milchpulver,
0,1 % Tween®20 in TBS erfolgte eine Equilibrierung in Substratpuffer für 10 min und der colori-
metrische Aktivitätsnachweis der an den Antikörper gekoppelten alkalischen Phosphatase mit
NBT/BCIP (Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland).

4.4. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Für die Fluoreszenzmikroskope wurde entweder das Nikon ECLIPSE TE2000-U mit der EZ-C1
Software (Nikon GmbH, Düsseldorf, Deutschland) oder Olympus FV1000 mit der FLUOVIEW
Ver. 1.7 Software (Olympus GmbH, Hamburg, Deutschland) zur Bilddarstellung verwendet. Für
die Untersuchung von GFP erfolgte die Anregung mit einem Argon Laser bei einer Wellenlän-
ge von 488 nm und die Detektion im Bereich von 500 - 530 nm, bei DsRED wurde bei einer
Wellenlänge von 543 nm angeregt und im Bereich von 560 - 620 nm detektiert.

4.5. Phylogenetische Rekonstruktion des Stammbaums der MRS2
Proteinfamilie

Die phylogenetische Untersuchung der MRS2 Proteine erfolgte mit MEGA5.01 (Tamura et al.
2007) unter Verwendung des MUSCLE-Algorithmus (Edgar 2004) für das Protein-Alignment.
Die Berechnung Stammbaum wurde nach dem Neighbor-Joining-Verfahren (Saitou und Nei
1987) mit Poisson-korrigierten Aminosäuredistanzen und Bootstrap-Werten aus 10.000 Re-
plikaten durchgeführt. Die verwendeten Proteinsequenzen der Angiospermen stammen aus
der ARAMEMNON Datenbank (Schwacke et al. 2003) nach Suche aller unter der Domäne
PF01544 vorhandenen Einträge.





A. Abkürzungen

A.1. Präfixe

Präfix Bedeutung

α Anti-
c Zenti
k Kilo
M Mega
µ Mikro
m Milli
n Nano
p Piko

A.2. Einheiten

Abkürzung Bedeutung

A Ampere
Å Ångström
bp Basenpaare
○C Grad Celsius
Da Dalton
g Gramm
h Stunde
L Liter
m Meter
min Minute
mol Mol
M mol/L
ppm Parts per million (= 0,0001 %)
r Radius
s Sekunde
t Zeit
U unit
V Volt
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A.3. Chemikalien

Abkürzung Substanz

Amp Ampicillin
ATP Adenosintriphosphat
BSA Bovines Serumalbumin
Cm Chloramphenicol
DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EtBr Ethidiumbromid
EtOH Ethanol
Hyg Hygromycin
Kan Kanamycin
Leu Leucin
MES 2-[N-Morpholino]-ethansulfonsäure
RNA Ribonukleinsäure
SDS Natriumdodecylsulfat
Spec Spectinomycin
TBS Tris buffered saline
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

A.4. Sonstige Abkürzungen

Abkürzung Bedeutung

ALR Aluminum resistance
AP Alkalische Phosphatase
AS Aminosäure
BLAST Basic local alignment search tool
cDNA Komplementäre DNA
CDS Codierende Sequenz
DIK Differentialinterferenzkontrast
DsRED Discosoma sp. rot fluoreszierendes Protein
ER Endoplasmatisches Retikulum
FST Flanking sequence tag
GapC Cytosolische Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GFP Grün fluoreszierendes Protein
GUS β-Glucuronidase
HA Hämagglutinin
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Abkürzung Bedeutung

ICP-MS Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma
IEF Isoelektrische Fokussierung
InDel Insertion und Deletion
LSM Laser scanning-Mikroskop
mbSUS Mating based split ubiquitin system
MGT Magnesium transporter
mRNA Boten-RNA
MRS Mitochondrial RNA splicing
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PM Plasmamembran
PTGS Post-Transkriptionelles Gen-Silencing
PTM Post-Translationale Modifikation
QTL Quantitative trait locus
R Resistenz
RT Reverse Transkriptase
siRNA Small interfering RNA
T-DNA Transfer-DNA
TM Trockenmasse
TMD Transmembrandomäne
UTR Untranslatierter Bereich
YFP Gelb (yellow) fluoreszierendes Protein





B. Oligonukleotide

B.1. Genotypisierung und FST-Sequenzierung

Name Sequenz (5’→3’) Linie

Genotyp-Primer für SALK T-DNA-Linien
LBa1 TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G LB von pROK2
LBb1 mod CAA ACC AGC GTG GAC CGC TTG CTG CAA CTC LB von pROK2
N506797up TTC TTG CAA AAT GAG AAA CAT GAC A SALK_006797 (mrs2-1)
N506797down GAG TCG GCA TGA CAG TGC AAG SALK_006797 (mrs2-1)
N605475up GAC CCA AAG AGA AAC AAG AAC ATG A SALK_105475 (mrs2-5)
N605475down GGG GCG TGA GAG AGC GAT AGT SALK_105475 (mrs2-5)
N590559up GCT TCC AAG GCC ACC TCT AGC SALK_090559 (mrs2-7(2))
N590559down TCT CTT TGT CGC CGT CGT CTC SALK_090559 (mrs2-7(2))
N563452up CCT CAA GCA ACA TTT CAA GCT CTT C SALK_063452 (mrs2-7(3))
N563452down CAA GGC GAT TAT CAC TGC CGA SALK_063452 (mrs2-7(3))
LP N600361 CAG GAT CAA AGC ATC GTT CTC SALK_100361 (mrs2-10)
RP N600361 TAG GAG CTC AGA AGA CGC AAC SALK_100361 (mrs2-10)

FST- und Genotyp-Primer für RNAi-Linien
LongAd GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAC GCG TGG TCG Adapteroligonukleotid für

ACG GCC CGG GCT GC FST-Sequenzierungen
ShortHind P-AGC TGC AGC CCG-NH2 Adapteranhang für HindIII
AP1 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAC Adapterprimer 1
AP2-C TGG TCG ACG GCC CGG GCT GC Adapterprimer 2
Kan1 GAA TAT CAT GGT GGA AAA TGG LB von pK7GWIWG(II)
Kan2 AGC GGG ACT CTG GGG TTC GGA CTC TAG C LB von pK7GWIWG(II)
AtMRS2-3:GRi5 up CAT ACC TAT ATG CTT CGC TGA CGC CG AtMRS2-3:GRi5
AtMRS2-3:GRi5 down CTT GGA ATG TAA TGA GAC ACA GAA AAG AAT CG AtMRS2-3:GRi5
AtMRS2-2:GRi3 up AAT TAC CGG AGA GGC TCT G AtMRS2-2:GRi3
AtMRS2-2:GRi3 down CTC ATC CTT CCA ATA AAC TCA AG AtMRS2-2:GRi3
AtMRS2-4:GRi19 up AAC AGA GAT AAG GAA CAT TAA CAT C AtMRS2-4:GRi19
AtMRS2-4:GRi19 down GGG TTG TGT GCC ATG TGT G AtMRS2-4:GRi19
AtMRS2-4:GRi27 up AGC GTT CGA TGT GAT TGG AC AtMRS2-4:GRi27
AtMRS2-4:GRi27 down AAT CTT ATT GTT AAT CTC TCA TCA AC AtMRS2-4:GRi27
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B.2. Transkriptionskontrolle von Knockout- und RNAi-Linien

Name Sequenz (5’→3’) Zielgen

Transkriptionskontrolle
GAPC up ATG GCT GAC AAG AAG ATT AGG ATC GG GAPC-1
GAPC down TTA GGC CTT TGA CAT GTG GAC GAT C GAPC-1
gate2-1up attB1-GA ATT TTT GCA ACA ATG TCT GAG MRS2-1
gate2-1down attB2-ATA GAG GCA TGA GTC TTC TGT A MRS2-1
gate2-5up attB1-AT TGT GCA AAC ATG GGA GAA CAA MRS2-5
gate2-5down attB2-AGA GAG GGA ATA CTT TCT TGT G MRS2-5
gate2-7up attB1-GT GAA GAA TCG GAG ATG TCA CCT MRS2-7
2-7 RT-PCR fw GAA GAG CTT GAA ATG TTG CTT MRS2-7
2-7 Stop attB2-TTA AGA TCC GAT GAG TCC TCT AA MRS2-7
pMDC202 GFP TTC CCT TAA GCT CGA TCC TGT T MRS2-7:GFP
gate2-10up attB1-GG AGA TTG GCA ACA ATG TCT GAA MRS2-10
gate2-10down attB2-ACA GAG GCA TGA GTC TTC TAC G MRS2-10

quantitative RT-PCR
GAPDH qPCR fw TTG GTG ACA ACA GGT CAA GCA GAPC-2
GAPDH qPCR rv AAA CTT GTC GCT CAA TGC AAT C GAPC-2
MRS2-2 qPCR fw CTT CCC CAA CAA TAG GCT CTA AG MRS2-2
MRS2-2 qPCR rv TCA TTC TCA TCC CCA TGA ACT GT MRS2-2
MRS2-3 qPCR fw TGA CAC GGA GGA CTA CAT CAA CA MRS2-3
MRS2-3 qPCR rv TGT TAG CAT CAC ACC CAT CTG C MRS2-3
MRS2-4 qPCR fw AAG TAA TCT CAC CCG CTT GCT AG MRS2-4
MRS2-4 qPCR rv TCA GCC ATG TCT TCG TTG TCA T MRS2-4

B.3. Klonierungen für Arabidopsis, Hefe und E. coli

Name Sequenz (5’→3’) Zielvektor

Komplementation von Arabidopsis mrs2-7 -Mutanten
2-7gfp-gus up attB1-TAG GGA CTT ATT CGG TGA ATT TA pMDC99
2-7 SplitU up attB1-ATG TCA CCT GAC GGA GAA CTT pK7WG2D.1
2-7 Stop attB2-TTA AGA TCC GAT GAG TCC TCT AA pMDC99, pK7WG2D.1
ApaI/MRS2-7 5’ U up C GGG CCC TAG GGA CTT ATT CGG TGA ATT TA pMDC99
SacI/MRS2-7 3’ U do C GAG CTC GGT ATC AAG AAG TTA CAA TTT ACT G pMDC99

C-terminale Fusion von MRS2-Proteinen mit GFP
BamHI/MRS2-1up A GGA TCC ATG TCT GAG CTA AAA GAG CG pMDC83
KpnI/MRS2-1do C GGT ACC GAT AGA GGC ATG AGT CTT CTG pMDC83
SalI/MRS2-2up G GTC GAC ATG GCG CAA AAC GGG TAC TTG pMDC83
KpnI/MRS2-2do neu C GGT ACC CAA GAT CCC ACA AGT CCT TTG TAC C pMDC83
KpnI/MRS2-3up T GGT ACC ATG AGA GGA GCT AGA CCC GAT GAA TTC pMDC83
KpnI/MRS2-3do A GGT ACC TCA AGA AGG CGC TTG TAC TTG CAC pMDC83
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Name Sequenz (5’→3’) Zielvektor

KpnI/MRS2-4up T GGT ACC ATG GGG AAG GGC CCC TTA TC pMDC83
KpnI/MRS2-4do A GGT ACC GAG CCT AGC AGC TTC TTC CAC CTG pMDC83
BamHI/MRS2-5up A GGA TCC ATG GGA GAA CAA CTA GAT CC pMDC83
KpnI/MRS2-5do C GGT ACC CAG AGA GGG AAT ACT TTC TTG pMDC83
gate2-7up attB1-GT GAA GAA TCG GAG ATG TCA CCT pMDC83
2-7:GFP down attB2-AAG ATC CGA TGA GTC CTC TAA ACC G pMDC83

N-terminale Fusion von MRS2-Proteinen mit GFP
SgsI/MRS2-1up GGC GCG CCA ATG TCT GAG CTA AAA GAG CGC CTG pMDC43
SalI/MRS2-1do GTC GAC TTA TAG AGG CAT GAG TCT TCT GTA CTT GAA G pMDC43
SgsI/MRS2-2up GGC GCG CCA ATG GCG CAA AAC GGG TAC TTG pMDC43
SalI/MRS2-2do GTC GAC TCA AGA TCC CAC AAG TCC TTT GTA CC pMDC43
SgsI/MRS2-3up GGC GCG CCA ATG AGA GGA GCT AGA CCC GAT GAA TTC pMDC43
SalI/MRS2-3do GTC GAC TCA TTC AAG AAG GCG CTT GTA CTT G pMDC43
SgsI/MRS2-4up GGC GCG CCA ATG GGG AAG GGC CCC TTA TC pMDC43
SalI/MRS2-4do GTC GAC TTA TGA GCC TAG CAG CTT CTT CCA C pMDC43
SgsI/MRS2-5up GGC GCG CCA ATG GGA GAA CAA CTA GAT CCA TTT TCC pMDC43
SalI/MRS2-5do GTC GAC TCA GAG AGG GAA TAC TTT CTT GTG CTT G pMDC43
gate2-7up attB1-GT GAA GAA TCG GAG ATG TCA CCT pMDC43
2-7 Stop attB2-TTA AGA TCC GAT GAG TCC TCT AA pMDC43

Komplementation von mrs2∆-Hefemutanten
heproup G ATC GAC CAG GAG CTC GTA TAC CTA C YEp351
heproup SmaI GAT CGA CCC GGG GCT TGT ATA CCT AC YEp351
heprodo GGG AAA AGG GAA TGT TCA YEp351
YEp hepro/2-1 up heprodo-CGC CCG TGA TTT AAG GCT GCT TGA YEp351
YEp 2-1 + HA do TCT AGA TTA-AYDPVDYPY -TAG AGG CAT GAG TCT TCT YEp351

GTA CTT G
YEp hepro/2-2 up heprodo CGC TCG CGA TCT CCG GAT TCT AGA YEp351
YEp 2-2 + HA do CTG CAG TCA-AYDPVDYPY -AGA TCC CAC AAG TCC TTT YEp351

GTA CCT A
YEp hepro/2-3 up heprodo-GGC GCG TGA TCT TAG GAT TCT CGA YEp351
YEp 2-3 + HA do TCT AGA TCA-AYDPVDYPY -TTC AAG AAG GCG CTT GTA YEp351

CTT GCA C
YEp hepro/2-4 up heprodo-CGC TAG GGA TTT GAG GAT ACT TGG CCC TG YEp351
YEp 2-4 + HA do TCT AGA TTA-AYDPVDYPY -TGA GCC TAG CAG CTT CTT YEp351

CCA CCT G
YEp 2-5 + HA do CTG CAG TCA-AYDPVDYPY -GAG AGG GAA TAC TTT CTT YEp351

GTG CTT G
YEp hepro/2-6 up heprodo-TAA GGA TTT AAG AAC TGC CTT CTC GCA C YEp351
YEp 2-6 + HA do TCT AGA TCA-AYDPVDYPY -GTC AAG TAG CTT CTT CCA YEp351

CTT GGC G
YEp hepro/2-7 up heprodo-CGC TCG TGA TCT CCG GAT CCT TG YEp351
YEp 2-7 + HA do CTG CAG TTA-AYDPVDYPY -AGA TCC GAT GAG TCC TCT YEp351

AAA CCG A
YEp hepro/2-10 up heprodo-AGC ACG GGA TTT AAG GCT GCT CGA YEp351
YEp 2-10 + HA do TCT AGA TCA-AYDPVDYPY -CAG AGG CAT GAG TCT TCT YEp351

ACG TTT G
YEp hepro/2-11 up heprodo-TCC AAG AGA TAT ACG AAG CGT TGA TCC T YEp351
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Name Sequenz (5’→3’) Zielvektor

YEp 2-11 + HA do GTC GAC TCA-AYDPVDYPY -AAA GAT TTT GCG TCT ACT YEp351
GAG ATA G

Herstellung und Genotypisierung von Escherichia coli-Mutanten
Keio left corA TG TGC CCA CCG AAC TGT CCG ATA TTT TAA GCA TTG pKD3, pKD4

GGA GTC CCG GTC ATG GTG TAG GCT GGA GCT GCT TC
Keio right corA TA GCC AGA CTA AGC CAC CGC TCT CGT TTT TTA CAA pKD3, pKD4

CCA GTT CTT CCG CTT CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG
Keio left mgtA CC TGA AGA CAT TTC TGT ACT GTT TCA GAC AGT GCG pKD3, pKD4

GAG GGA CTC CTT ATG GTG TAG GCT GGA GCT GCT TC
Keio right mgtA AA TCG GGG CTA TCG TGC CCA GTT TAT TCT TTA TTG pKD3, pKD4

CCA GCC GTA ACG ACG CAT ATG AAT ATC CTC CTT AG
pKD4 corA up TG TGC CCA CCG AAC TGT CCG ATA TTT TAA GCA TTG pKD4

GGA GTC CCG GTC ATG AGA TCC CCT CAC GCT GCC GC
pKD4 corA do TA GCC AGA CTA AGC CAC CGC TCT CGT TTT TTA CAA pKD4

CCA GTT CTT CCG CTT TGG GCG AAG AAC TCC AGC ATG
test primer c1 TTA TAC GCA AGG CGA CAA GG pKD3
test primer c2 GAT CTT CCG TCA CAG GTA GG pKD3
test primer k1 CAG TCA TAG CCG AAT AGC CT pKD4
test primer k2 CGG TGC CCT GAA TGA ACT GC pKD4
5’UTR CorA CTG GCT CAC TAT CCT GTC ATC
3’UTR CorA GGT ATT CTA TCT CTA TTT GTT GGT G
5’UTR MgtA CCG GAG GTT ATA TGG AAC CTG
3’UTR MgtA ATC TTG ATG GAA ATC CGG GCT AT
yhiD up TCA AGC ATC TAA TGA CTT GCC G pGEM-T Easy
yhiD do CGG ATC AAT GAG CTG GTA CGC pGEM-T Easy

B.4. Sequenzierungs-Primer

Name Sequenz (5’→3’) Verwendung

M13F GTA AAA CGA CGG CCA GT pDONR221, pGEM-T Easy, YEp351
M13F-pUC GTT TTC CCA GTC ACG AC pGEM-T Easy, pMDC83
M13R GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG G pGEM-T Easy
M13R-pUC CAG GAA ACA GCT ATG AC pDONR221, pGEM-T Easy, YEp351
pMDC100 up GAG TTA GCT CAC TCA TTA GGC pMDC99, YEp351
pMDC100 down TCT TCG CTA TTA CGC CAG pMDC99, pMDC83, YEp351
At5g09690 miup TCT CTA GTT CTG TTG TCC TTG pMDC99 ProMRS2−7:MRS2-7g
At5g09690 mido TAT ATA GAA TCC CCG TTT GA pMDC99 ProMRS2−7:MRS2-7g
pMDC202 3’ GFP CGG CAA CAG GAT TCA ATC TTA A pMDC43, pMDC83
pMDC43 5’ GFP CAC ACA ATC TGC CCT TTC G pMDC43
hepro mido CGT GTA CGG TAT TCA ATT CTA AG YEp351
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