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Vi Zusammenfassung

Il Zusammenfassung

Cyanobakterielle  Cytochrom bgf-Komplexe sind gemeinsamer Bestandteil sowohl des
photosynthetischen als auch des respiratorischen Elektronentransports und spielen dadurch eine
zentrale Rolle bei der Energieumwandlung der Zelle. Der bgf-Komplex katalysiert den
Elektronentransfer von Plastochinol zu Plastocyanin oder Cytochrom css3, wobei es gleichzeitig zu
einer elektrogenen Translokation von Protonen Uber die Thylakoidmembran kommt. Funktionell
analoge bc-Komplexe findet man in den Elektronentransportketten der Atmung und Photosynthese in
Bakterien, hdheren Pflanzen und Algen.

Schon lange gibt es Hinweise auch auf eine regulatorische Rolle des bgf-Komplexes. Besonders
interessant sind Untersuchungen in dieser Hinsicht bei einigen Vertretern filamentbildender
Cyanobakterien wie Anabaena sp., die auf Mangel an gebundenem Stickstoff mit einem
Differenzierungsprozess reagieren. Bei Stickstoffmangel entstehen innerhalb der Filamente die auf die
N,-Fixierung spezialisierten Heterocysten. Neben der Ausbildung einer zusatzlichen Hiulle als
Diffusionsbarriere gegen Sauerstoff kommt es auch zu massiven Veradnderungen in den
Elektronentransportketten. Die Inaktivierung von PS Il und eine erhéhte Atmungsaktivitat garantieren
die Entstehung eines mikroaeroben Klimas in der Heterocyste, das eine Aktivitdt der
sauerstoffsensitiven Nitrogenase ermdglicht. Zusatzlich gewahrleistet ein verstarkter zyklischer
Elektronentransport um PSI und den b¢f-Komplex die Deckung des erhdhten Energiebedarfes.

In der vorliegenden Arbeit konnten die Sequenzen der Gene flr die Untereinheiten des bsf-Komplexes
von Anabaena variabilis und Anabaena PCC 7120 ermittelt werden. Der Schwerpunkt der
Charakterisierung wurde auf diejenigen Untereinheiten gelegt, die wie die kleinen Untereinheiten
(PetG, PetM und PetN) entweder nicht unmittelbar an den Redoxprozessen beteiligt sind, oder aber
wie das Rieske FeS-Protein (PetC) in mehreren Isoformen auftreten.

Alle vier abgeleiteten PetC-Proteine in Anabaena PCC 7120 weisen die charakteristischen Merkmale
von Rieske FeS-Proteinen auf. Die gezeigte Transkription spricht flir eine Expression aller vier Gene
bei Anabaena PCC 7120. Zumindest PetC1 ist auch assoziierte Untereinheit des b¢f-Komplexes,
wahrscheinlich sind aber auch alle alternativen Proteine wie bei Synechocystis PCC 6803
Untereinheiten eines bgf-Komplexes. Die Funktion von heterologen bef-Komplexen mit alternativen
Rieske-Untereinheiten ist bisher allerdings ungeklart.

Deletionsmutanten der kleinen Untereinheiten und der Rieske-lsoformen wurden bei der weiteren
Funktionsanalyse insbesondere auf ihre Rolle wahrend des Differenzierungsprozesses untersucht.
Wahrend die erfolgreich generierten ApetM-, ApetC2- und ApetC3-Stdmme von Anabaena sp. PCC
7120 phanotypisch keine Unterschiede zum WT zeigten, ist die Deletion von petC4 unter
Stickstoffmangelbedingungen letal. Ohne PetC4 ist in Anabaena PCC 7120 die Differenzierung einer
vegetativen Zelle zur Heterocyste in einem sehr frilhen Stadium arretiert und eine N»-Fixierung unter
aeroben Wachstumsbedingungen nicht moglich.



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Photosynthese

Die Photosynthese ist der treibende Prozess des Lebens auf der Erde. Fast alle Lebensformen
beruhen direkt oder indirekt auf diesem Prozess der Energiegewinnung. Dabei wandeln hdhere
Pflanzen und photosynthetische Bakterien die Lichtenergie der Sonne in chemisch gebundene
Energie um.

Einzelne Lichtquanten werden von Antennenpigmenten absorbiert und zu den sogenannten
Reaktionszentren weitergeleitet. In den Reaktionszentren findet die photoinduzierte Ladungstrennung
statt, wobei Elektronen durch die Photosynthesemembran transportiert werden kénnen. Meistens ist
der Elektronentransport an einen Protonentransport gekoppelt, durch den Uber die Membran ein
elektrochemisches Potential aufgebaut wird. Diese in der “Lichtreaktion® gespeicherte Energie wird in
den folgenden “Dunkelreaktionen® in Reduktions- bzw. Energiedquivalente umgewandelt, die dann u.
a. zur Assimilation von Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel zur Verfuigung stehen.

Der photosynthetische Elektronentransport in Cyanobakterien und den Chloroplasten hoherer
Pflanzen und Algen ist in den Thylakoidmembranen Iokalisiert und besteht aus integralen und
peripheren Proteinen, an die Pigmente und redoxaktive prosthetische Gruppen gebunden sind. Diese
Proteine sind in drei integralen Membrankomplexen organisiert: Photosystem | (PSI), Photosystem I
(PSIl) und dem Cytochrom pg-Komplex (bgf-Komplex), die durch in der Membran bewegliche
Komponenten miteinander verknilpft sind. Zusatzlich tritt in Thylakoidmembranen von Chloroplasten
noch der mit den beiden Photosystemen assoziierte Antennenkomplex (LHCIl) des PSII auf, dessen
Funktion bei Cyanobakterien von den Phycobilisomen ausgefiihrt wird. Die ATP-Synthase, als
weiterer Membrankomplex, nutzt die Energie des im Elektronentransport erzeugten
elektrochemischen Potentials zur Synthese von ATP.

Im folgenden werden einige Grundlagen der primaren Prozesse der Photosynthese skizziert.

Das durch einen Lichtquant angeregte Chlorophyll g-Dimer (“special pair®) fiihrt im Reaktionszentrum
des PSII eine Ladungstrennung durch. P680* wird zu P680* oxidiert und Phaeophytin reduziert. Das
stark positive Redoxpotential (~1000 mV) des oxidierten primaren Elektronendonors P680" wird auf
einen vier Manganatome enthaltenden Komplex des PSII (Bricker 1996) Ubertragen, in welchem dann
einzelnen Wassermolekilen schrittweise Elektronen entzogen werden. Dadurch kommt es zur
Freisetzung von Protonen und molekularem Sauerstoff an der lumenalen Seite des PSII.

Der primare Elektronenakzeptor Phaeophytin reduziert ein gebundenes Plastochinon (Q,) zum
Semichinon. Dieses ubertragt das Elektron auf ein weiteres Plastochinon (Qg), das nahe der
stromalen Seite der Thylakoidmembran vom PSIl gebunden wird. Nach erneuter Anregung des
special pairs, Aufnahme eines weiteren Elekirons und doppelter Protonierung verlasst Qg als
neutrales Plastochinol (QH,) seine Bindungsstelle und diffundiert in die umgebende Lipidschicht.
Ersetzt wird es durch ein Plastochinon aus dem membraninternen Plastochinonpool. Das QH, wird
vom Cytochrom pgf-Komplex reoxidiert, welcher Plastocyanin (Pc) oder Cytochrom cjss53 reduziert.
Nach dem Modell des modifizierten Q-Zyklus (Mitchell, 1976, Trumpower, 1990) werden dabei
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insgesamt vier Protonen pro Elektron in das Thylakoidlumen abgegeben. Die Funktion des pgf-
Komplexes wird spater noch im Detail beschrieben.

Im Reaktionszentrum des PSI findet im Licht die primdre Ladungstrennung des angeregten
Chlorophyll a-Dimers P700* statt. Dieses wird zu P700" oxidiert, ein monomeres Chlorophyll a (A,) als
primarer Akzeptor reduziert. Die Elektronen zur Rereduktion seines oxidierten Reaktionszentrums
P700" erhélt PSI von dem vom p4f-Komplex reduzierten Plastocyanin oder Cytochrom c.

Vom A, wird im PSI Uber ein Naphtochinon (A;) ein [4Fe4S]-Cluster auf der stromalen Seite reduziert.
Das [4Fe4S]-Zentrum reduziert Uber zwei weitere gebundene [4Fe4S]-Zentren das peripher und
beweglich angedockte Ferredoxin (Fd) (in Cyanobakterien auch alternativ Flavodoxin). Vom [2Fe2S]-
Cluster des Ferredoxins schlieRlich werden im nichtzyklischen Elektronentransport die Elektronen von
der Ferredoxin-NADP*-Oxidoreduktase (FNR) auf NADP" iibertragen, wobei noch zwei Protonen aus
dem Cytoplasma aufgenommen werden. Alternativ kann das vom PSI abgegebene Elektron im
zyklischen Elektronentransport den Cytochrom pgsf-Komplex reduzieren. Dabei sind nur das PSI und
der pgKomplex, nicht aber PSIl beteiligt. Unbekannt ist, wie der Elektronenkreislauf zwischen dem
PSI und dem p4f-Komplex zustande kommt (Bendall und Manasse, 1995; Heimann und Schreiber,
1999). In héheren Pflanzen (Spinat) soll FNR eine assoziierte Untereinheit des pg-Komplexes sein
und Uber Ferredoxin das Bindeglied zwischen PSI und dem pgf-Komplex beim cyclischen
Elektronentransport bilden. In Cyanobakterien ist die FNR jedoch kein Bestandteil des Komplexes
(Zhang et al., 2001).

1.2 Verwandtschaft der Cytochrom bgzf-und bc-Komplexe

Funktionsanalog zum Cytochrom pgf-Komplex aus Chloroplasten und Cyanobakterien sind der
mitochondriale Cytochrom pc,-Komplex und der bakterielle Cytochrom pc-Komplex. Sie koppeln in
vergleichbarer Weise die Redoxenergien von Elektronentransportprozessen an die Translokation von
Protonen durch Membranen. Die so als chemiosmotischer Protonengradient gespeicherte Energie der
Oxidations- und Reduktionsreaktionen treibt dann z.B. die Synthese von ATP durch die ATP-
Synthase.

Strukturelle, funktionelle und phylogenetische Ahnlichkeiten zwischen den Komplexen der Cytochrom
bc-Familie sind vielféltig beschrieben worden. Dazu gehéren neben Homologien der DNA- bzw.
Proteinsequenz (Hauska et al., 1988; Widger und Cramer, 1991) auch die identische Stdchidmetrie
der redoxaktiven Zentren (Hauska et al., 1983) und deren Orientierung in der Membran. Auch die

Mechanismen des Elektronen- und Protonentransfers (Trumpower, 1990) sind vergleichbar.

1.3 Cytochrom bgsKomplex

Der bef-Komplex stellt wie oben erwahnt als Plastochinol:Plastocyanin Oxidoreduktase die Verbindung
zwischen den beiden Reaktionszentren von PSIl und PSI her, indem er Elektronen vom Plastochinol
auf entweder Plastocyanin oder Cytochrom cg5; Ubertrégt. Die Oxidation von Plastochinol durch den
bef-Komplex ist die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion im photosynthetischen
Elektronentransport (Witt, 1971; Lee und Whitmarsh, 1989). Aus diesem Grund ist der pgf-Komplex ein

potentieller Regulationspunkt der Elektronentransportketten.
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In den letzten Jahren ist das Verstédndnis der Struktur und Funktion des bgf-Komplexes sehr weit
fortgeschritten. Dazu beigetragen hat auch die enge Verwandtschaft zwischen pgf- und den
funktionsanalogen bpc-Komplexen. Wahrend die Struktur der mitochondrialen bc,-Komplexe aus
Rinderherz (Xia et al, 1997; Iwata et al, 1998) und Huhn (Zhang et al, 1998) mittels
Roéntgenkristallographie  schon bestimmt werden konnten, gibt bisher nur hochaufgeléste
Kristallstrukturen einzelner hydrophiler Doméanen des bgsf-Komplexes. So ist erst die dreidimensionale
Struktur der lumenalen Doméane des Rieske-Proteins aus Spinat (Carrell et al.,, 1997) sowie die
extrinsische Doméne des Cytochrom f der Steckriibe (Martinez et al., 1994), aus C. reinhardtii (Chi et
al., 2000) und dem Cyanobakterium Phormidium laminosum (Carrell et al., 1999) bekannt.

Funktionell scheint der psf-Komplex in dimerer Form vorzuliegen (Breyton et al., 1997). Alle bisher in
aktiver Form gereinigten Komplexe lagen als Dimer vor. Kristallographische Informationen Uber die
Struktur dieses Dimers beschranken sich bisher auf zweidimensionale Kristalle von C. reinhardtii mit

einer Auflésung von ca. 89 (Mosser et al., 1997; Bron et al., 1999).

1.4 Funktion des bsf~Komplexes

Uber die katalytische Aktivitit des bgf-Komplexes wird immer noch kontrovers diskutiert. Am weitesten
akzeptiert ist der von Mitchell (1976) vorgeschlagene und von Crofts et al. (1983) und Trumpower
(1990) modifizierte Mechanismus des QZyklus (Abb. 1.1). Urspriinglich ist dieser Mechanismus fir
die Cytochrom pc-Komplexe vorgeschlagen worden und ist mit geringen Unterschieden auch auf den
Cytochrome p4f-Komplex Ubertragbar.

Die entscheidende Teilreaktion des Elektronen- und Protonentransports im Q-Zyklus ist die
Verzweigung des Elektronenflusses bei der Oxidation von Plastochinol. So kénnen im pgf-Komplex
wie auch in pc-Komplexen zwei Elektronentransportwege unterschieden werden. Dies sind zum einen
der “high potential* Weg Uber das Rieske FeS-Protein und Cytochrom f, die beide ein sehr hohes
Redoxpotential von etwa +300 mV besitzen, und zum anderen der “low potential®* Weg Uber die beiden
Hamgruppen des Cytochroms b mit deutlich geringeren Redoxpotentialen von ca. —150 bzw. -50 mV.
Abbildung 1 zeigt im Detail den Mechanismus des QZyklus im Elektronentransport. Voraussetzung
fur diesen Mechanismus sind zwei getrennte Bindungsstellen fir die Oxidation bzw. Reduktion des
Chinol(n)s. An der Q-Bindestelle (“o“ flr “outside” oder “oxidation) wird das relativ inerte Plastochinol
vom Rieske FeS-Protein oxidiert, das seinerseits das Elektron an das Cytochrom f und Plastocyanin
Ubertragt. Das entstandene hochreaktive Semihydrochinon reduziert die Hamgruppe des Cytochrom
be mit niedrigerem Redoxpotential (“low potential® oder bg ) und zwar schneller als das Rieske FeS-
Protein vom Cytochrom f oxidiert wird. Auf diese Weise kommt es zu einer Aufspaltung des
Elektronenflusses. Das Elektron vom Cytochrom pg_ wird Uber die Hdmgruppe des Cytochrom pg mit
dem hoheren Redoxpotential (“high potential® oder bgy) auf Plastochinon Ubertragen, das an der Qi-
Bindestelle ein relativ stabiles Semichinon bildet. Zur Vervollstandigung des Q-Zyklus wird dieser
gesamte Prozess wiederholt und nach Aufnahme eines zweiten Elektrons diffundiert das Plastochinol
von der Q-Bindestelle (“i* fir “inside®) in den Plastochinonpool ab, wandert wieder auf die andere
Membranseite und wird in gleicher Weise oxidiert. Pro Zyklus werden so fir zwei vom PSIl auf PSI
Ubertragene Elektronen zuséatzlich Protonen durch die Membran transportiert (Abb. 1.1), die zu einer

erhéhten ATP-Bildung beitragen. Neben den bei der Reduktion von Qg auf der Matrix zugewandten



4 Einleitung

Seite aufgenommenen und bei der Oxidation des Plastochinols an der Q,-Bindestelle in den
Thylakoidinnenraum entlassenen zwei Protonen werden weitere Protonen bei der Reduktion von
Plastochinon durch Cytochrom pgq auf der Matrixseite aufgenommen und ebenfalls an der

gegeniberliegenden Seite der Membran bei der Oxidation wieder freigesetzt.
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Abbildung 1.1:  Q-Zyklus im photosynthetischen Elektronentransport. A und B zeigen zwei aufeinander
folgende Reaktionsschritte, die einen vollstdndigen Q-Zyklus ausmachen. Alternativ zu
Plastocyanin kann in Cyanobakterien Cytochrom c¢ss3 als Elektronenakzeptor fungieren.
Weitere Erlduterungen im Text. Nach Hauska und Arnold (2000).
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Der Cytochrom pgf-Komplex besitzt neben seiner zentralen Rolle wahrend der photosynthetischen
Energieumsetzung auch eine regulatorische Bedeutung (Hauska et al., 1996; Kallas, 1994). Er wirkt
als Sensor des des Reduktionsgrades im Plastochinonpool und reguliert dadurch Uber eine
Proteinkinase (LHCII-Kinase) die Quantenverteilung auf Photosystem | und II. (Allen, 1992; Vener et
al.,, 1997; Zito et al., 1999). Eine Regulation kdnnte aber nicht nur Uber die rasche Enzymaktivierung
erfolgenden, sondern auch durch eine langsamere, Uber Genexpression gesteuerte Anpassung
vonstatten gehen (Allen et al., 1995, Murakami und Fuijita, 1993; Wollman, 1999; Keren und Ohad,
1999).

1.5 Untereinheiten des bs;f~Komplexes

Der Kern des Cytochrom pgf-Komplexes besteht aus vier groRen Untereinheiten (MW >16 kDa). Dabei

handelt es sich um Cytochrom f (PetA), Cytochrom bg (PetB), das Rieske FeS-Protein (PetC) und die

Untereinheit IV (PetD). Mit Ausnahme der Untereinheit IV binden alle redoxaktive Cofaktoren.
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Zusatzlich sind noch mehrere kleinere Proteine (MW 3-5 kDa) Untereinheiten des Komplexes (s.
unten). “Pet® leitet sich von ,photosynthetic electron transport® ab, die Pet-Proteine werden von den
pet-Genen kodiert (Bryant, 1994).
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Abbildung 1.2: Modell der Transmembrantopologie der Untereinheiten des cyanobakteriellen bef-
Komplexes. Die zwdlf potentiellen Transmembranhelices (TM) des Komplexes werden
dargestellt, die sieben Helices von Cytochrom p und Untereinheit IV sind farblich
gekennzeichnet. Hdmgruppen sind als schwarze Balken, das Rieske [2Fe2S]-Cluster durch
schwarze und weille Kreise dargestellt. Die Bewegung der lumenalen Rieske-Doméne ist durch
Pfeile angedeutet. Weitere Erlduterungen im Text.

1.5.1 Cytochrom b; (PetB)

PetB ist die am starksten hydrophobe Untereinheit des Cytochrom pgf-Komplexes. Sie besteht aus
vier transmembranen a-Helices und einer flnften a-Helix, die an der lumenalen Seite parallel zur
Thylakoidmembran verlauft (A-D in Abb. 1.2). Die Aminosduresequenz von PetB ist in allen bekannten
Cytochrom pgf-Komplexen sehr stark konserviert. Die Gréle des Proteins bewegt sich je nach
Organismus zwischen 22-25 kDa. Cytochrom pg besitzt zwei Hamgruppen des b-Typs, die jeweils an
zwei streng konservierte, Ubereinander liegende Histidine in den Helices B und D nicht kovalent
gebunden sind (Abb. 1.2). Die beiden axial angeordneten Hamgruppen kdnnen aufgrund
verschiedener Redoxpotentiale unterschieden werden. Das "low-potential” Ham (bg ) mit einem

Redoxpotential von etwa —150 mV (bei Chloroplasten) ist mehr an der lumenalen Seite der Membran
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lokalisiert wahrend das "high-potential" H&dm (bg,) mit einem Redoxpotential von —-50 mV auf der
anderen Membranseite liegt. Auch spektroskopisch sind die beiden Hamgruppen deutlich voneinander
zu unterscheiden (Nitschke et al., 1988; Hauska et al., 1989).

Die nicht kovalente Bindung der beiden Hamgruppen wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Kuras et
al. (1997) konnten zeigen, dass die Bande des Cytochrom pg Proteins aus C. reinhardtii nach einer
denaturierenden Gelelektrophorese und Hamfarbung immer noch anzusprechen war. Moglicherweise
ist zumindestens eine Hamgruppe kovalent an das Protein gebunden. Zusammen mit Untereinheit IV

ist PetB an der Bildung der Chinonbindestellen beteiligt (Poggese et al., 1997).

1.5.2 Untereinheit IV (PetD)

PetD mit einer molaren Masse von etwa 17 kDa besteht aus drei transmembranen g-Helices und
besitzt als einzige der grof’en Untereinheiten keine redox-aktiven Gruppen (E-F in Abb. 1.2).
Funktionell ist die Untereinheit IV an der Bildung der beiden Chinonbindestellen beteiligt. Bei C.
reinhardtii konnte die Beteiligung dieses Proteins an der Aktivierung der LHCII- Kinase gezeigt werden
(Zito et al., 1999).

Die Untereinheit IV ist stark homolog zum C-terminalen Bereich des Cytochrom p-Proteins aus
Cytochrom bc,-Komplexen. Da auch zwischen Cytochrom bg und dem NTerminus von Cytochrom p
groRe Homologien bestehen, wird postuliert, dass die beiden Untereinheiten im Laufe der Evolution
aus einer Spaltung eines Cytochrom p Proteins hervorgegangen sind (Widger et al., 1984; Hauska et
al., 1988).

1.5.3 Rieske FeS-Protein (PetC)

Das Rieske FeS-Protein ist der primare Oxidant des Plastochinols. Es besitzt eine molare Masse von
etwa 20 kDa und besteht aus einer groflen lumenalen Doméne, die Uber eine Transmembranhelix im
N-Terminus des Proteins in der Membran verankert ist. Die lumenale Doméane aus Spinat konnte
strukturell bis auf 1,8 A aufgeldst werden (Carrell et al., 1997). Diese Kristallstruktur bestatigte die
Koordination des [2Fe2S]-Cluster Uber zwei streng konservierte Histidin- und zwei Cystein-Reste.
Wabhrscheinlich ist diese Koordinierung die Ursache fir das hohe Redoxpotential von etwa +300 mV.
Zuerst beschrieben wurde ein solch gebundenes [2Fe2S]-Cluster als Bestandteil des mitochondrialen
bc-Komplexes anhand EPR-spektroskopischer Untersuchungen (Rieske et al.,, 1964). Diese
Entdeckung war letztendlich auch fir die Namensgebung dieser Proteinfamilie verantwortlich.

Nach neuesten Erkenntnissen besitzt das Rieske FeS-Protein in pc-Komplexen eine erstaunliche
strukturelle Besonderheit. Das Protein trat in Kristallen von bc,-Komplexen aus Mitochondrien je nach
verwendetem Inhibitor in drei unterschiedlichen Orientierungen auf (Zhang et al., 1998). Abhangig
vom an der Q,-Bindestelle gebundenen Inhibitor konnte die lumenale Doméne des Rieske FeS-
Proteins in verschiedenen Konformationen beobachtet werden (Abb. 1.3). Bei Bindung von
Stigmatellin  befindet sich die flexible Domane in der “proximalen® Position, die eine
Elektronenitbertragung von gebundenem Chinol erlaubt. Myxothiazol-Bindung verursacht eine

Konformationsdnderung der Rieske-Domane in die “distale® Position, die naher an der Hamgruppe
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des Cytochroms ¢ liegt (Brugna et al., 2000). In Abwesenheit eines Inhibitors wird entweder eine
Mittelstellung (Kim et al., 1998; Iwata et al., 1998; Xia et al., 1997) oder die “distale“ Position
eingenommen (Zhang et al., 1998). Aus diesen Daten kann eine pendelnde Bewegung der lumenalen
Domane des Rieske FeS-Proteins abgeleitet werden, mit der Elektronen vom Quinol zum Cytochrom
transportiert werden. Breyton (2000) konnte eine Doménenbewegung bei Bindung won Stigmatellin
auch beim pg-Komplex aus C. reinhardtii zeigen. Es muss also beim pgf-Komplex ein analoger
Mechanismus angenommen werden. Allerdings treten im Gegensatz zu dem Mechanismus bei bc4-
Komplexen noch zusatzliche Konformationsdnderungen im Komplex auf, die nicht nur durch die
Bewegung des Rieske FeS-Proteins erklart werden kénnen.

Sehr wahrscheinlich wird die redoxabhédngige Aktivierung der LHCII-Kinase Uber die
Konformationsdnderung des Rieske-Membranankers infolge der Domanenbewegung des Rieske FeS-
Proteins gesteuert (Zito et al., 1999; Vener et al., 1997; Vener et al., 1998).
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Abbildung 1.3: Modell der Dominenbewegung des Rieske FeS-Proteins. Ndhere Erlauterungen im Text.

1.5.4 Cytochrom f (PetA)

Cytochrom f besitzt eine Hamgruppe des cTyps und ist mit etwa 31 kDa das grofRte Protein des
Cytochrom pgf-Komplexes. Es besteht aus einer groflen Ilumenalen Doméne und einer
Transmembranhelix am  C-Terminus. Die  Struktur des |Iéslichen Teils wurde durch
Réntgenstrukturanalyse bis zu einer Auflésung von 1,9 A ermittelt (Martinez et al., 1994; Carrell et al.,
1999). Das Ham ist kovalent Uber zwei Cysteine an das Protein gebunden. Interessant ist auch der
sechste Ligand des Fe in der Hamgruppe. Im Gegensatz zu der Koordinierung Uber den Schwefel
eines Methionins, wie er bei Cytochrom ¢ auch in anderen bc-Komplexen Ublich ist, dient hier die freie
Aminogruppe der Nterminalen Aminosaure des Proteins als Ligand. Auch sonst besitzen Cytochrom f
und andere Cytochrome des c¢-Typs in ihrer Aminosduresequenz sehr geringe Ahnlichkeiten (Hauska
et al., 1988), was darauf hindeutet, dass phylogenetisch unterschiedliche Urspriinge vorliegen.

Funktionell ~ bildet Cytochrom f mit dem Rieske FeS-Protein den “high potential®
Elektronentransportweg und uUbertrdgt ein Elektron vom Rieske FeS-Protein auf Plastocyanin oder

alternativ auf Cytochrom css3. Im Protein konnte eine Reihe von finf Wassermolekiilen identifiziert
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werden. Es wird vermutet, dass Uber diese Kette aus Wassermolekilen der Protonentransport

stattfindet (Ponamarev und Cramer, 1998).

1.5.5 Weitere Untereinheiten

Zusétzlich zu den vier gro3en Untereinheiten treten im Cytochrom pgf-Komplex einige kleinere
Untereinheiten mit Molekulargewichten von 35 kDa auf, die strukturell alle nur aus jeweils ein wenig
mehr als einer Transmembranhelix bestehen. In hoéheren Pflanzen und Grinalgen sind vier kleine
Untereinheiten identifiziert worden (PetG, L, M und N). Die genaue Funktion dieser Untereinheiten im
Cytochrom pgf-Komplex konnte bisher nicht ermittelt werden. Hinweise auf eine mdégliche Funktion
stammen aus wenigen Deletionsexperimenten. Die Deletion von PetG in Chlamydomonas reinhardtii
verringerte drastisch die Menge der vier groRen Untereinheiten (Haley und Bogard 1989) und
verhinderte photoautotrophes Wachstum (Berthold et al., 1995). Ein Ausschalten von PetL im selben
Organismus flhrte zu einem vergleichbaren Phanotyp, allerdings konnte die Mutante noch
eingeschrankt photoautotroph wachsen (Takahashi et al., 1996). In Tabak war die Deletion von PetN
letal (Hager et al., 1999). Uber die Funktion von PetM sind bisher wenige Informationen verfiigbar.
Selbst die Orientierung in der Thylakoidmembran wird ahnlich wie bei PetN kontrovers diskutiert.
Ketchner und Malkin (1996) pladierten fur eine lumenale Position des GTerminus aufgrund dessen
eher positiven Charakters, wahrend aus Trypsin-Behandlungen auf eine umgekehrte Orientierung
geschlossen wurde (de Vitry et al., 1996).

In C. reinhardtii wurde vor kurzem PetO als zuséatzliche Untereinheit des Cytochrom pg-Komplexes
beschrieben (Hamel et al., 2000). Wahrend der "State Transitions" wird PetO reversibel phosphoryliert
und hat vermutlich eine regulatorische Funktion.

In Cyanobakterien scheint der pgf-Komplex in Hinsicht auf die kleineren Untereinheiten eine etwas
veranderte Zusammensetzung zu haben. Bisher konnte nur gezeigt werden, dass PetG und PetM
Bestandteil des Komplexes sind. Im Gegensatz zu PetL und PetO wurde zwar ein Gen fir PetN in
cyanobakteriellen Genomen gefunden, inwieweit PetN aber auch mit dem pgf-Komplex assoziiert ist,
bleibt unklar. Mit Ausnahme von einer PetM-Deletionsmutante gibt es in Cyanobakterien keinerlei
Hinweise auf die Funktionen der kleinen Untereinheiten. Vermutlich ist PetM in Synechocystis PCC
6803 nicht essentiell fur die Aktivitdt des bg-Komplexes, spielt aber eine regulatorische Rolle
(Schneider et al., 2001a).

1.5.6 Zusatzliche Komponenten

Sowohl in Préparationen des pgsf-Komplexes des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 (Bald
et al,. 1992) als auch der Grinalge C. reinhardtii (Pierre et al., 1997) und des Spinats (Dietrich und
Kuhlbrand, 1999) trat pro bgf-Monomer ein gebundenes Chlorophyll &-Molekihl auf. Zusatzlich wurde
in stéchiometrischen Mengen ein Carotinoid gefunden, das bei Mastigocladus laminosus und C.
reinhardtii als &Carotin identifiziert wurde (Zhang et al., 1999). Fir das Chlorophyll &-Molekihl wurde
die Bindung an Cytochrom b4 nachgewiesen (Poggese et al., 1997), fur das &-Carotin eine Bindung an

dieses Protein nur vorgeschlagen (Boronowsky et al., 1998).
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Die Funktion des Chlorophylls und des Carotenoids ist bisher noch unklar. Fur das Chlorophyll & wird
eine strukturelle Funktion angenommen, da dieses Molekll keine Rolle beim Energietransfer zu
spielen scheint (Peterman et al.,, 1998). Die Bildung von Singulettsauerstoff durch das angeregte
Chlorophyll a-Molekul kénnte durch einen Energietransfer an das &-Carotin verhindert werden. Das &
Carotin kdnnte demnach Komponenten des bpg-Komplexes vor der Schadigung durch aggressive

Sauerstoffradikale schitzen (Zhang et al., 1999).

1.6 Cyanobakterieller Elektronentransport

Die oben beschriecbenen Mechanismen photosynthetischer Reaktionen laufen in allen oxygene
Photosynthese betreibenden Organismen vergleichbar ab. Bei Cyanobakterien sind aber
bemerkenswerterweise der photosynthetische und der respiratorische Elektronentransport Uber
gemeinsame Komponenten sehr eng miteinander verbunden (Dworsky et al., 1995; Schmetterer,
1994). So ist z.B. der pgf-Komplex Bestandteil beider Elektronentransportwege. Gene fir
Untereinheiten eines  Cytochrom pc,-Komplexes konnten in  den bisher sequenzierten
cyanobakteriellen Genomen von Synechocystis sp. PCC 6803, Nostoc punctiforme und Anabaena sp.
PCC 7120 nicht identifiziert werden.
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Quinol-
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Cytochrom c-
Oxidase
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Abbildung 1.4: Schematischer Uberblick der cyanobakteriellen Elektronentransportketten. Die
Abkurzungen werden im Text erklart.

Uber die genaue Lokalisation der respiratorischen bzw. photosynthetischen Proteinkomplexe wird seit
langem kontrovers diskutiert. Wahrscheinlich kommen die Komponenten der Photosynthese nur in
den Thylakoidmembranen vor, wahrend der respiratorische Elektronentransport zusatzlich auch in der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist (Jeanjean et al., 1998). So wurden in der Cytoplasmamembran von

Synechocystis sp. PCC 6803 nur typische respiratorische Proteine wie die Succinat-Dehydrogenase,
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NAD(P)H-Dehydrogenasen, und eine putative Chinol-Oxidase als Uberwiegende terminale Oxidase
gefunden (Howitt et al., 1993).

Abbildung 1.4 zeigt schematisch die vernetzten Elekironentransportwege in Cyanobakterien.
Elektronentransfer in bzw. aus dem Plastochinonpool kann in cyanobakteriellen Membranen Uber
verschiedene Transportwege flihren. Die relative Elektronentransportrate eines bestimmten Weges ist
abhangig von dessen Kapazitat, sowie geregelt durch die Verfiigbarkeit an Elektronenakzeptoren bzw.
—donatoren. Drei sich Uberkreuzende Wege konnen als dominant angesehen werden. Der lineare
photosynthetische Elektronentransport vom PSIl zum PSI, der respiratorische Elektronentransport
vom NADPH oder Succinat Uber eine Cytochromoxidase auf O, und der zyklische Elektronentransport
rund um PSI. Elektronen kénnen leicht in von allen drei Wegen genutzten Komponenten wie dem
Plastochinonpool, dem bgs-Komplex oder den Elektronencarriern Plastocyanin oder Cytochrom css3
von einem Elektronentransportweg auf einen anderen wechseln.

So wird z.B. der Plastochinonpool nicht nur von PSIl sondern auch von der NAD(P)H-Dehydrogenase
reduziert. Auch die Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase hat einen sehr groflen Einfluss auf den
Reduktionsgrad des Plastochinonpools (Cooley und Vermaas, 2001). Als Elektronenendakzeptor kann
nicht nur PSI sondern auch die terminale Cytochrom aa;-Oxidase dienen, die Elektronen dann auf
Sauerstoff Ubertréagt. Alternativ kénnen Elektronen auch unter Umgehung des Cytochrom pgf-
Komplexes direkt Uber eine Chinol-Oxidase an O, abgeben.

Neben den beschriebenen Proteinkomplexen sind noch weitere am Elektronentransport beteiligt,

deren Anteil aber nur untergeordnet ist.

1.7 Heterocystendifferenzierung bei Anabaena
(neueste Ubersichten in: Wolk, 2000; Adams und Duggan, 1999)

Filamentose Cyanobakterien der Gattung Anabaena gehdren zu der Gruppe von prokaryontischen
Organismen, die in der Lage sind, N, aus der Atmosphére zu fixieren. Die Schlisselrolle bei der
Stickstofffixierung kommt dem molybdanhaltigen Enzym Nitrogenase zu. Dabei handelt es sich um ein
komplexes Enzymsystem, das offenbar in allen bisher bekannten, stickstofffixierenden Bakterien sehr
ahnlich aufgebaut ist. Die Nitrogenase besteht aus zwei Komponenten. Ein als Dinitrogenase
bezeichnetes Eisen-Molybdan-Protein, das die eigentliche Nitrogenase darstellt, und einem Eisen-
Protein, welches aufgrund seiner Funktion als Elektronencarrier zum FeMo-Protein als Dinitrogenase-
Reduktase bezeichnet wird. Als Elektronendonor der Reduktase dient haufig reduziertes Ferredoxin.
Der Prozess der Stickstofffixierung ist sehr energieaufwendig, obwohl die Reaktion eigentlich
exergonisch ist. Wohl wegen der Reaktionstragheit des elementaren Stickstoffs mussen fur die
Reduktion eines N,-Moleklls zu NH; etwa 16 ATP aufgewendet werden. Die benétigten
Reduktionsaquivalente und ATP werden oxidativ oder photosynthetisch erzeugt.

Die Nitrogenase wird durch O, schnell inaktiviert, so dass ein effektiver Schutz des Enzyms vor
molekularem Sauerstoff notwendig wird. Bei N,-fixierenden aeroben Organismen haben sich aus
diesem Grund unterschiedliche Mechanismen entwickelt, die eine ausreichend anaerobe Umgebung
fir die Nitrogenase schaffen. Filamentbildende Gattungen wie Anabaena erreichen das durch eine

raumliche Trennung zwischen Photosynthese und Stickstofffixierung. Dabei kommt es zu einem bei
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Prokaryonten sonst sehr selten zu beobachtenden Differenzierungsprozess. Innerhalb des Filamentes
bilden sich unter Stickstoffmangelbedingungen spezialisierte Zellen aus, in denen die
Stickstofffixierung stattfindet (Fay, 1968; Peterson und Wolk, 1978). Diese Heterocysten genannten
Zellen zeigen im Vergleich zu den vegetativen Zellen viele morphologische und biochemische
Besonderheiten, die Grundlagen fiir die aerobe Fixierung von N, bilden.

Zur Schaffung mdglichst anaerober Bedingungen fir die Nitrogenase weisen Heterocysten eine
besondere Zellhillle auf, die der gram-negativen Bakterienzellwand aufgelagert wird. Diese Zellhille
besteht aus einer inneren laminaren Schicht aus Glykolipiden, die an den Verbindungen zwischen
Heterocyste und benachbarten vegetativen Zellen besonders ausgeprégt ist (Abb. 1.5). Die
Glykolipidschicht setzt die Diffusion von molekularem Sauerstoff auf ein fur die Nitrogenase nicht
inaktivierendes Mal} herab, der Polysaccharid-Sacculus dient dem Schutz der Glykolipidschicht (Murry
und Wolk, 1989). Im Gegensatz zu 230 mM in der aeroben Umgebung wird innerhalb der Heterocyste
von einem Sauerstoffpartialdruck von 0,6 mM ausgegangen (Elhai und Wolk, 1991). In gleichem Maf
wie der Sauerstoff wird zwar auch der Stickstoff mit seinem vergleichbaren Van der Waals-Radius am
Eindringen in die Heterocyste gehindert, doch der vierfach hdéhere Partialdruck von N gewahrleistet
eine bedarfsdeckende Stickstoffversorgung der Nitrogenase (Walsby, 1985).

Das intrazellulare Membransystem der Thylakoide ist innerhalb der Heterocyste umgeordnet (Abb.
1.5). Neben den im Vergleich zu den vegetativen Zellen in geringerem Ausmafl vorhandenen
Thylakoidmembranen treten bei Heterocysten an den Zellpolen die charakteristischen
Honigwabenmembranen (“honeycomb®) auf. Eine spezifische Eigenschaft von Heterocysten ist die
Fahigkeit, an diesen Membranen lichtunabhéngig Diaminobenzidin (DAB) zu oxidieren. Katalysiert
wird diese lichtmikroskopisch als brauner Niederschlag sichtbare Reaktion von in diesem Fall nicht
naher spezifizierten Hamproteinen, die auch fiir die erhohte respiratorische Aktivitat an den Zellpolen
verantwortlich sein konnten. Aus den photosynthetisch aktiven vegetativen Zellen eingedrungener
Sauerstoff wird wahrscheinlich von an den “Honeycomb“-Membranen lokalisierten Enzymen der
Atmungskette reduziert (Murry et al., 1981), wobei gleichzeitig noch Energie in Form von ATP
gewonnen wird (Brown-Howland et al., 1988).

Die “Proteinausstattung” der Heterocysten unterscheidet sich wesentlich von jener der vegetativen
Zellen. Wéhrend der Differenzierung werden etwa 100 Proteine exprimiert, die den vegetativen Zellen
fehlen (Wolk, 2000). Das Fehlen des Enzyms Rubisco bedingt die Unfahigkeit CO, zu fixieren und
macht die Heterocysten abhangig von der Kohlenstoffversorgung durch Nachbarzellen (Wolk, 1968,
Juttner und Carr, 1976). Kohlenstoffverbindungen aus den benachbarten vegetativen Zellen werden
fur die Erzeugung von Reduktionsaquivalenten (NADPH) bendtigt, deren erhohter Bedarf durch eine
gesteigerte Aktivitdt des Pentosephosphat-Weges zur Verfigung gestellt wird. Im Gegenzug
exportieren die Heterocysten den fixierten Stickstoff wahrscheinlich in Form von Glutamin in die
vegetativen Zellen.

Eine Aktivitdt des Sauerstoff produzierenden Photosystems Il ist in Heterocysten nicht festzustellen,
obwohl einzelne Komponenten dieses Systems nachgewiesen werden konnten (Thiel, 1990). Die
wenigen verbleibenden Phycobilisomen dienen dem Energietransfer auf PSI. Ohne funktionelles PSII

unterbleibt die mit einer Nitrogenaseaktivitdt unvereinbare Produktion von molekularem Sauerstoff.
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Das intakte Photosystem | betreibt zur Energiegewinnung, d. h. zur ATP-Regeneration, tiberwiegend
den zyklischen Elektronentransport (Tel-Or und Stewart, 1977, Lockau et al., 1978).

Bisher ist die Regulation der Elektronentransportketten in Cyanobakterien weitgehend unbekannt.
Insbesondere der Verlust an intaktem PSII, eine erhdhte Respiration und eine gesteigerte zyklische
Photophosphorilierung in Heterocysten erfordern im Vergleich zu den Vorgdngen in den vegetativen

Zellen ein vollig verdnderte Regulation des Elektronentransportes.

Thylakoide
Carboxysom
Polkérperchen

Glykqlipidschicht

Polysaccaridschicht

Abbildung 1.5: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Filamentes mit end-
stindiger Heterocyste von Anabaena sp. PCC 7120 (freundlicher-
weise zur Verfluigung gestellt von |. Maldener). Der Balken entspricht

1 um.
1.8 Ziele der Arbeit

Nach der Ermittlung der Gensequenzen fir die Untereinheiten des Cytochrom pgsf-Komplexes der
Cyanobakterien Anabaena variabilis ATCC 29413 und Anabaena PCC 7120 sollten die Gene mutiert
und die resultierenden Phéanotypen charakterisiert werden. Besonderes Augenmerk lag auf einer
moglichen regulatorische Funktion des Komplexes bzw. einzelner Untereinheiten in der Koordination
der vernetzten cyanobakteriellen Elektronentransportketten. Desweiteren sollte geprift werden, ob
dem p6f-Komplex eine Bedeutung fiir die Redoxkontrolle bei Anabaena zukommt. Insbesondere
stellte sich die Frage nach der Funktion der kleinen Untereinheiten, die aufgrund fehlender
redoxaktiver Zentren nicht unmittelbar an der Elektronenlbertragung beteiligt zu sein schienen.
AuRerdem sollte der Zustand und die Funktion des pgf-Komplexes in Heterocysten und vegetativen
Zellen von Anabaena verglichen werden.

Im Verlauf der Arbeit warf zudem die Veroffentlichung des Gesamtgenoms von Anabaena PCC 7120
die Frage nach der Funktion der Isoformen des Rieske FeS-Proteins auf. Eine gezielte Deletion dieser
alternativen Proteine und Charakterisierung der Mutanten sollten das Verstdndnis in bezug auf die

Funktion dieser Proteine foérdern.
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2 Ergebnisse

2.1 Die pet-Gene von Anabaena variabilis

2.1.1 “Southern Blot“ Analysen

Um die Gene, die Untereinheiten des bsf-Komplexes in A. variabilis (Tab. 2.1) codieren, zu erhalten,
wurden mit heterologen Sonden (homolog zu den entsprechenden Genen von Synechocystis sp. PCC
6803) “Southern Blot“ Analysen mit genomischer DNA von A. variabilis durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich, dass bis auf eine Ausnahme alle Gene als einzelne Kopien im Genom vorliegen (Daten nicht
gezeigt). Nur mit der Sonde gegen die stark konservierten Bereiche des Gens fur das Rieske FeS-
Protein hybridisierten mehrere Restriktionsfragmente, was flr das Auftreten zusatzlicher Kopien bzw.

Isoformen dieses Gens sprach.

2.1.2 PCR-Amplifikation, Klonierung und Sequenzierung der pet-Gene

Die Sequenzen der bgf-Gene von A. variabilis (Tab. 2.1) wurden ermittelt, indem anfanglich PCR-
Fragmente mit heterologen Oligonukleotiden (homolog zu Synechocystis sp. PCC 6803) und
genomischer DNA als “template” generiert, in pGEM-T kloniert und schliellich sequenziert wurden.
Nach Erhalt zumindest kurzer Fragmente des Genbereiches konnten angrenzende Sequenzen mit
homologen Primern durch inverse PCR (s. Material und Methoden 4.2.10) bestimmt werden.

Die ermittelten DNA-Sequenzen dieser pet-Gene und ihrer Umgebung (s. Anhang) wurden in der
EMBL-Datenbank hinterlegt (Accession-Nr. s. Tab. 6.1 im Anhang).

2.2 Die pet-Gene von Anabaena sp. PCC 7120

Im kirzlich vollstandig sequenzierten Genom von Anabaena PCC 7120 (http://www.kazusa.or.jp)

konnten alle bei A. variabilis (s. Tab. 2.1) beschriebenen Gene des bsf-Komplexes identifiziert werden.
Eine gezielte Analyse zeigte zusatzlich den ORF fir eine vierte Isoform des Rieske FeS-Proteins. Um
eine einheitliche Nomenklatur insbesondere der Rieske-Gene zu gewahrleisten und bestimmte
Bereiche innerhalb dieser Gene und angrenzender Sequenzen besser ansprechen zu kdnnen, wurden
auch diese Segmente des Gesamtgenoms in der EMBL-Datenbank hinterlegt (Accession-Nr. s. Tab.
6.1 im Anhang).

Aufgrund der groflen Homologie der Genome zwischen den beiden Anabaena Species wurde intensiv
nach einem vierten potentiellen Rieske FeS-Protein in A. variabilis gesucht. Trotz der Verwendung
verschiedener Kombinationen von Oligonukleotiden in den PCR-Amplifikation mit genomischer DNA
von A. variabilis als “template konnte das petC4-Gen in diesem Organismus aber nicht gefunden

werden. Produkt der PCR-Amplifikation waren immer nur Fragmente, die sich nach Sequenzierung als
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identisch zum petC2-Gen erwiesen. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass in A. variabilis
ahnlich wie in Nostoc punctiforme, Synechocystis PCC 6803 und Synechococcus PCC 7002 nur drei

Isoformen vorkommen (Tab. 2.2).

Anabaena variabilis Eigenschaften des abgeleiteten Proteins
ORF

Gen Lange (bp) Protein Liénge (AS) | Masse (kDa) pl
petB 648 Cytochrom b (PetB) 215 24,226 8,59
petD 483 Untereinheit IV (PetD) 160 17,488 8,48
petC1 540 Rieske FeS-Protein (PetC1) 179 19,198 517
petA 1002 Cytochrom f (PetA) 333 35,893 5,02
petC2 537 alt. Rieske FeS-Pr. (PetC2) 178 19,428 5,39
petC3 411 alt. Rieske FeS-Pr. (PetC3) 136 14,245 8,40
petG 114 PetG 37 3,956 9,16
petM 105 PetM 34 3,524 3,96
petN 90 PetN 29 3,212 10,72

Anabaena 7120 Eigenschaften des abgeleiteten Proteins

ORF

Gen Lange (bp) Protein Lange (AS) | Masse (kDa) pl
petB 648 Cytochrom bg (PetB) 215 24,226 8,59
petD 483 Untereinheit IV (PetD) 160 17,497 8,48
petC1 540 Rieske FeS-Protein (PetC1) 179 19,158 5,17
petA 1002 Cytochrom f (PetA) 333 35,866 4,92
petC2 537 alt. Rieske FeS-Pr. (PetC2) 178 19,403 4,89
petC3 411 alt. Rieske FeS-Pr. (PetC3) 136 14,233 8,40
petC4 537 alt. Rieske FeS-Pr. (PetC4) 178 18,944 7,09
petG 114 PetG 37 3,940 9,16
petM 105 PetM 34 3,524 3,96
petN 90 PetN 29 3,212 10,72

Tabelle 2.1: Eigenschaften der ermittelten pet-Gene und der daraus abgeleiteten Proteine von A.
variabilis (oben) und Anabaena PCC 7120 (unten). Der isoelektrische Punkt (pl) wurde ohne
Berucksichtigung eventuell vorhandener Disulfidbriicken ermittelt.

2.3 Sequenzanalyse

2.3.1 Kleine Untereinheiten

Die abgeleiteten Aminosauresequenzen der kleinen Untereinheiten sowohl von A. variabilis als auch
von Anabaena PCC 7120 zeigen einen groRen Identitatsgrad zu bekannten cyanobakteriellen
Homologen (Abb. 2.1). Alle diese Proteine (Polypeptide) bestehen aus nicht viel mehr als einem sehr
hydrophoben Bereich von etwas mehr als 20 Aminosauren (Abb. 2.2), der hinreichend zur Bildung
einer Transmembranhelix ist, wie sie bei homologen Proteinen beschrieben wurde (Karauchnow et al.,
1997). Nur die etwas grolReren PetG-Proteine besitzen zusatzlich am C-Terminus einen Bereich, der
aufgrund seines hydrophilen Charakters wahrscheinlich nicht innerhalb der Membran lokalisiert ist.
Das Fehlen von prosthetischen Gruppen macht eine weitere Charakterisierung der kleinen

Untereinheiten z. B anhand charakteristischer Bindemotive in der Sequenz nur schwer mdéglich.
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GAEE 34
GAEE 34
GCEE 34
. GSEE 36

* *

A) PetG
A v. 1 WEPLLSG VLGLI WTLSGLFYAAYKQYKRPNELGG 37
A 7120 1 WEPLLSG VLGLI WTLAGLFYAAYKQYKRPNELGG 37
N. p. 1 WEPLLSG VLG.VFVTLAGLFYAAYKQYKRPNQLGG 37
S. 6803 1 VI EPLLLG VLGLI PVTLAGLFVAAYLQYKRGNQFNLD 37
S. 7942 1 M EPLLCG VLGLI PI TLAGLFMAAYLQYRRGNQLGA 37
AV. 100
A.7120 [97.3 [100
N.p. 89.2 [91.9 [100
S.6803 [70.3 [73.0 [73.0 [100
S.7942 676 [70.3 703 [784 [100 |
B) PetM
Av. 1 MBGE. . LLNAALLSFGLI FVGMLGALLLKI Q.. .
A 7120 1 MBGE. . LLNAALLSFGLI FVGMLGALLLKI Q.. .
N. p. 1 MGGE. . | LNAAI LSFGLI FVGAGLGALLLKI Q.. .
S. 6803 1 MTAESMLANGAFI M GLTLLGLAWGFVI | KLQ. .
S. 7002 1 MBAESMVENGF! | Al TAVLFGVAWGFLI LKI QNKAGKAE 38
* * PR * * ...* *
AV. 100
A.7120 [100 [100
N.p. 853 [85,3 [100
S.6803 [382 [382 [324 [100
S.7002 [265 [265 [265 [50 100 |
C) PetN
Av. 1 MAI LTLGAWSLLVVFTWSI AMWVGRNGL 29
A 7120 1 MAI LTLGWSLLVWFTWSI AMWVWGRNGL 29
N. p. 1 MEI LTLGWSLLVWFTWSI AMWVWGRNGL 29
S. 6803 1 MDI LTLGWSVLVLFTWSI SMAWWGRNGE 29
* ********: **: *****: ********:
Av. 100
A.7120 [100 [100
N.p. 966 [96,6 [100
S.6803 [828 (828 (828 [100 |
Abbildung 2.1:

Homologien aller bisher bekannten kleinen Untereinheiten aus Cyanobakterien.
Oben abgebildet sind jeweils die Vergleiche der Aminosauresequenzen, darunter
tabellarisch der Identitédtsgrad in % gezeigt fir A) PetG, B) PetM und C) PetN. *

kennzeichnen identische AS, stark konservierte Aminosaurereste sind mit

konservierte mit .

Anabaena sp. PCC 7120; N.p. =

markiert. A.v. = Anabaena variabilis sp. ATCC 29413; A. 7120
Nostoc punctiforme sp. ATCC 29133; S. 6803
Synechocystis sp. PCC 6803; S. 7942 =. Synechococcus sp. PCC 7942; S. 7002

:, weniger

Synechococcus sp. PCC 7002. Vergleiche der Aminosauresequenzen und Berechnung
des ldentitatsgrads wurden mit dem Programm ClustalX (Version 1.64b) durchgefihrt.
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Abbildung 2.2: Hydropathieprofile von PetG (A), PetM (B) und PetN (C) aus Anabaena PCC 7120 und A.
variabilis. Die Hydropathieprofile von PetG, PetM und PetN wurden mit Hilfe des Programms
DNAMAN nach Goldman et al. (1986) und Kyte und Doolittle (1982) mit einer Fenstergré3e von 6
Aminosauren erstellt. Die Proteinsequenzen der kleinen Untereinheiten beider Organismen sind
identisch mit Ausnahme eines AS-Austausches bei PetG. Der daraus resultierende Unterschied
der Hydrophobizitat bei A. variabilis ist rot dargestellt.

2.3.2 Die Rieske-Isoformen

Bei der Analyse der abgeleiteten Proteinsequenzen der drei potentiellen Rieske FeS-Proteine von A.
variabilis bzw. der vier von Anabaena PCC 7120 zeigt PetC1 jeweils die gré3te Homologie zu anderen
bekannten Cytochrom bgf-Komplex Rieske Sequenzen (Tab. 2.2). Auch entspricht die Lokalisation
dieses Gens in einem Operon mit dem fir Cytochrom f codierenden Gen petA der bei anderen
Cyanobakterien charakteristischen Anordnung im Genom. Tabelle 2.2 macht deutlich, dass PetC1
jeweils auch grofle Homologien zu seinen Isoformen besitzt. Die Identitdten zwischen PetC1 und
seinen Homologen (PetC2 und PetC3 bei A. variabilis bzw. PetC2, PetC3 und PetC4 bei Anabaena
PCC 7120) liegt jeweils zwischen 30 und 40 %. Mit Ausnahme von PetC3 (136 AS) bestehen auch
alle Proteine aus einer vergleichbaren Anzahl von Aminosauren (178 oder 179 AS).

PetC3 weist in beiden Organismen im N- und C-terminalen Bereich des Proteins sowie im Protein
selber Deletionen auf (Abb. 2.3). Wahrend PetC1, PetC2 und PetC4 alle ein Molekulargewicht von
etwa 19 kDa besitzen (Tab. 2.1), haben beide PetC3-Proteine aufgrund der Deletionen nur ein
berechnetes Molekulargewicht von etwa 14 kDa, was untypisch fir bisher bekannte Rieske FeS-
Proteine aus bef-Komplexen ist.

Die Aminosauresequenzen der putativen Rieske FeS-Proteine von A. variabilis und Anabaena PCC
7120 wurden auf charakteristische Eigenschaften von Rieske FeS-Proteinen untersucht. Alle
potentiellen PetC-Proteine weisen die typischen Sequenzmotive fiir die Bindung des [2Fe2S]-Clusters
(Motiv | und Motiv Il in Abb. 2.4) auf. An die lumenale Domane ist das [2Fe2S]-Clusters Uber je zwei

Cystein- bzw. Histidinreste gebunden, wobei das eine Fe-Atom von den Schwefelatomen zweier
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A
RR- Mot i v
Tr ansnenbr anhel i x

Pet C1 1 MAQFSESVDV PDI\/GRRQ:M\J LLTFGTVTGY ALGALYPVVN YFI PPATG G 49
Pet C2 1 M DDTLNQLN PSMSRRQ_LN FFTGAI VAAT ASAAlI YPATK FFMPPAESTD 49
Pet C3 1 M. . KRRDFI N V\X/G_GW ASS LPVAI AACSS QDVTSTEG Q 37

* Kkoeoeox
Pet C1 50 AGGGITAKDE LGNDVSVSKF LESHNVGDRT LVQGLKGDPT Yl VWESKEAI 100
Pet C2 50 AEGGVLAKDK | GHPI PASQ LVQAS. GTRA LI AGLAGEPT YLTVREDGIL 99
Pet C3 38 Al GT VAELDK TG ..... Q. LNENSPI GPV. LVWGTISKDAN LI AVN. . . .. 76

* % Ce % * . % . I
Pet C1 101 TDYA NAVCT HLGCVVPWNA AENKFKCPCH GSQYDATGKV VRGPAPKSLA 151
Pet C2 100 DPM3 VNNCT HLGCTFPWNP VDQQFQCPCH GSRYDAQGSV ERGPANRPLK 150
Pet C3 77 o .. PTCS HKGCTI AV\QA QAKKFVCPCH GAEYG\/DGKV KDPATKPLK 120

*: ***. * *****.*.. . :.**:.*
Pet C1 152 LSHAKTENDK | VLTPWITETD FRTGEEPWAS 179
Pet C2 151 LVHVQVKDDY | W SSWQETD PRTGEKPWW 178
Pet C3 121 TYAAKI EGDS VWVKQ@S. ... .......... 136
B
RR- Moti v
Tr ansnmenbr anhel i x

Pet C1 1 MAQFSESVDV PDI\/GRRQ:NN LLTFGTVTGY ALGALYPVVN YFI PPAAG. G 49
Pet C2 1 M DDTLNQAN PSMBRRQLLN FFTGAI VATT ASAAI YPATK FFMPPAESTD 49
Pet C4 1 M DNSI Pl ES PSLSRRQ_LN FI TGATVAVT AGAALYPAGK FLI APAEKTG 49
Pet C3 1 M. . KRRDFI N V\X/GLGN ASS LPVAI AACSS QPTTSTEG Q 37

* ** - % .
Pet C1 50 AGGGITAKDE LGNDVSVSKF LESHNVGDRT LVQGLKGDPT Yl VWESKEAI 100
Pet C2 50 AEGGE LAQDK | GHPI PASQ LAQAS. GTRA LI AGLAGEPT YLTVREDGIL 99
Pet C4 50 AGGAI LAKDI LGKQ PASQ LAEP. PQTRA LVAGLAGEPT YLI VKEDHTL 99
Pet C3 38 Al GT VAELDK TG ..... Q. LNENSPI GPV LVVGISKDAN LI AWN. . ... 76

* % .. * * - * . . *
Pet C1 101 TDYA NAVCT HLGCVVPWNA AENKFKCPCH GSQYDATGKV VRGPAPKSLA 151
Pet C2 100 DPM3E VNNCT HLGCTFPWNP VDQQFQCPCH GSRYDAQGSV ERGPANRPLK 150
Pet C4 100 DRI GLVDNCT HLGCTFPWNP LDQQFQCPCH GSRYAPDGSV VRGPAPLPLK 150
Pet C3 77 o .. PTCS HKGCT VAV\QA QAKKFVCPCH GAEYG\/DGKV Q<DPATKPLK 120

*: * ** * * % % % * - .* . :.**

Pet C1 152 LSHAKTENDK | VLTSWIETD FRTGEEPWAS 179
Pet C2 151 LVQVQVKDDY | W SPWQETD PRTGEKPWW 178
Pet C4 151 | VQVAVI DNS | LI SPWTETD PRTGKKPWAW 178

Pet C3 121 TYAAKI EGDS VWVK@S. ... ... ..., 136

Abbildung 2.3: Sequenzvergleich der potentiellen Rieske Proteine aus A) A. variabilis und B) Anabaena
PCC 7120. Im N-terminalen Bereich ist die potentielle Transmembranhelix hervorgehoben. *
kennzeichnen identische AS, stark konservierte Aminosaurereste sind mit :, weniger konservierte
mit . markiert. Vergleiche der Aminosauresequenzen wurden mit dem Programm ClustalX
(Version 1.64b) durchgefiihrt.

Cysteinreste, das andere aber von den e-Stickstoffatomen der Imidazolringe zweier Histidinreste
gebunden wird. Die in den Motiven jeweils C-terminal gelegenen Cysteinreste bilden eine
Disulfidbriicke aus, was durch strukturelle Analysen bei Rieske FeS-Proteinen gezeigt werden konnte
(lwata et al., 1996; Carrell et al., 1997). Auch der Abstand von 12 AS zwischen diesen Motiven ist
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Mot i vl Moti vl | Pro-1 oop

1 1 1
v. PetCl 101 TDYGA NAVCT HLGCVVPWNA AENKFKCPCH GSQYDATGKV VRGPAPKSLA 151
v. PetC2 100 DPM3 VNNCT HLGCTFPWNP VDQOFQCPCH GSRYDAQGSY ERGPANRPLK 150
v. PetC3 77 PTCS HKGCTI AWQA QAKKFVCPCH GAEYGVDGKYV (QKDPATKPLK 120

7120 Pet C2 100 DPMAE VNNCT HLGCTFPWANP VDQOFQCPCH GSRYDAQGSV ERGPANRPLK 150
7120 Pet C4 100 DRI GLVDNCT HLGCTFPWNP LDQOFQCPCH GSRYAPDGSV VRGPAPLPLK 150
7120 Pet C3 77 ... PTCS HKGCTVAWQA QAKKFVCPCH GAEYGVDGKY QKDPATKPLK 120
A A A A AA
Fel Fezt FelJ Fe2
Disulfidbriicke

A
A
A
A. 7120 PetCl 101 TDYG NAVCT HLGCVWWPWNA AENKFKCPCH GSQYDATGKV VRGPAPKSLA 151
A
A
A

Abbildung 2.4: Sequenzvergleich der Binderegion des [2Fe2S]-Clusters der potentiellen Rieske FeS-
Proteine aus A. variabilis bzw. Anabaena PCC 7120. Die beiden Bindemotive fur das FeS-
Cluster sind gelb markiert (Motivl und IlI). Schwarze Pfeile kennzeichnen die an der
Metallbindung beteiligten AS, rote Pfeile die eine Disulfidbriicke bildenden Cysteinreste. Fett
gedruckt sind die fir die Redoxeigenschaften verantwortlichen AS.

insbesondere flr cyanobakterielle Rieske FeS-Proteine charakteristisch. Typisch sind auch die am 3’
des Motivs Il liegenden (in Abb. 2.4 fett gedruckten) Aminosduren Serin und Tyrosin. Diese
Aminosauren sind bei allen bisher bekannten Hochpotential-Rieske FeS-Proteinen aus Ubiquinon und
Plastochinon oxidierenden bc-Komplexen hochgradig konserviert (Denke et al., 1998). Die Ausnahme
bilden die beiden PetC3-Proteine. Obwohl auch diese die typischen FeS-Cluster-Bindemotive
aufweisen, weist der Austausch S103A auf veranderte Redoxeigenschaften hin (s. Diskussion).

Auf die Bindemotive des FeS-Clusters und die fur die Redoxeigenschaften charakteristischen AS folgt
eine prolinreiche Sequenz, wie sie als Pro-loop fiir alle Rieske FeS-Proteine beschrieben wurde (lwata
et al., 1996).

Weiterhin weisen die Hydropathieprofile (Abb. 2.5) aller sieben PetC-Sequenzen im N-terminalen
Bereich nachfolgend auf zwei hoch konservierte Arginine (RR-Motiv) eine Reihe hydrophober Proteine
auf, die eine a-helicale Transmembranhelix bilden koénnten. Die Existenz einer N-terminalen
Transmembranhelix bei Rieske FeS-Proteinen ist aus Kristallisationsexperimenten fur Cytochrom bc;-
Komplex sicher gezeigt worden und fiir Rieske FeS-Proteine von Cytochrom bsf-Komplexen sehr
wahrscheinlich.

Aufgrund der oben beschriebenen Merkmale kdnnten alle potentiellen petC-Gene echte Rieske FeS-
Proteine codieren. Ob es sich aber bei allen PetC-Proteinen auch um Rieske-Untereinheiten im
Cytochrom bgf-Komplex handelt, kann alleine aufgrund der Nukleotidsequenz und der AS-Sequenz

abgeleiteten Eigenschaften nicht vorhergesagt werden.

2.3.2.1 Vorkommen von Rieske-Isoformen in Cyanobakterien

Das Phanomen des Auftretens mehrerer Gene fur Rieske FeS-Proteine scheint trotz des ubiquitaren
Vorkommens von bc-Komplexen ausschlief3lich auf Cyanobakterien und phylogenetisch altere
Organismen beschrankt zu sein (Schiitz et al., 2000). So sind Gene firr Rieske-Isoenzyme z.B. im ¢-
Proteobakterium Aquifex aeolicus, Deinococcus radiodurans und in der Gruppe der Archaeen bei
Aeropyrum pernix gefunden worden, wahrend in héheren Pflanzen und Algen bisher keine weiteren

Rieske-Gene beschrieben sind. Neben dem Vorkommen in den beiden Anabaena Species kommen
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mehrere |soformen dieses Enzyms noch in drei weiteren Cyanobakterien vor. Im ebenfalls
filamentésen heterocystenbildenden  Cyanobakterium  Nostoc punctiforme ATCC 29133

(http://spider.jgi-psf.org) sowie in den einzeligen  Synechocystis sp. PCC 6803

(http://www.kazusa.or.jp) und Synechococcus PCC 7002 (Schneider, 2000) treten jeweils drei

potentielle petC-Gene im Genom auf. Von Synechococcus sind die Sequenzdaten allerdings noch

nicht verfligbar.

Anabaena PCC7120 Anabaena variabilis

PetC1 © AV//\A\VVWUAVMW 0

I I I 5 2 1 1 1
1 45 90 135 179 1 45 90 135 179

(&)
>

Hydrophobizitat
T
<>
t§

Hydrophobizitat

PetC2 ’[f\l\\j MM ¥ 0
T,

|
134 178

PetC3 J/\V M\A/\\mA M A
T

1 1 1 B 2 1 1 1
1 35 9 103 136 1 35 6 103 136

Hydrophobizitat

Aminosaure-Nr.

Hydrophobizitat

PetC4 T \/\[\\/ v\/\\/f/ \/\/ 0

Aminosaure-Nr.

Abbildung 2.5: Hydropathieprofile von PetC1-4 aus Anabaena PCC 7120 (links) bzw. A. variabilis (rechts).
Die Hydropathieprofile wurden mit Hilfe des Programms DNAMAN mit einer FenstergréRe von 20
Aminosauren erstellt.
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A.v. PetC1 100
A.v. PetC2 36.4 (100
A.v. PetC3 33.6 [24.6 | 100

A. 7120 PetC1 98.9 136.4 [34.5 100
A. 7120 PetC2 35.2 [96.1 |24.6 |[35.2 100
A. 7120 PetC3 34.5 [24.6 |98.5 [35.3 [24.6 | 100
A. 7120 PetC4 37.5 (68.5 |26.3 [37.5[70.2 |126.3 [ 100

N.p. PetC1 88.8 |36.4 [30.2 |87.7 [35.2 |31.0 |37.5 [ 100

N.p. PetC2 31.6 [29.7 |30.2 [31.6 [29.0 | 31.0 [27.1 | 31.6 | 100

N.p. PetC3* 35.8 [27.0 |64.3 [35.8 [27.9 |65.1 [28.8 [31.2 136.9 | 100

S. 6803 PetC1 74.9 [37.3 |29.9 |74.9 |35.6 |30.8 |40.1 | 74.3 |30.3 [34.5 100

S. 6803 PetC2 37.5 (674|246 |37.5|69.7 |24.6 |75.8 |38.6 |27.1 [26.1 |37.9 [ 100
S. 6803 PetC3 31.9 [26.1 [36.0 [31.0 [25.2 [36.8 [25.2 [32.7 [31.0 [41.5[31.6 [25.2 [ 100 |

Tabelle 2.2: Homologievergleich aller bisher bekannten Rieske FeS-Proteine aus Cyanobakterien mit
mehrere Isoformen. Angegeben sind die Identitatsgrade (in %) zwischen den Proteinen von A.v. =
A. variabilis sp. ATCC 29413; A. 7120 = Anabaena sp. PCC 7120; N.p. = N. punctiforme sp. ATCC
29133 (PetC3* Sequenz unvollstandig, nur 129 AS); S. 6803 = Synechocystis sp. PCC 6803.

2.4 Charakterisierung der kleinen Untereinheiten und der Rieske-lsoformen von Anabaena
PCC 7120

Der Schwerpunkt der weiteren Charakterisierung wurde auf diejenigen Untereinheiten gelegt, die wie
die kleinen Untereinheiten entweder nicht unmittelbar an den Redoxprozessen beteiligt sind, oder
aber wie das Rieske FeS-Protein in mehreren Isoformen auftreten. Zudem rickten aus folgenden
Grinden die Untereinheiten des Cytochrom bef-Komplexes von Anabaena PCC 7120 in den
Mittelpunkt des Interesses.

Die Verdffentlichung des Gesamtgenoms von Anabaena PCC 7120 (http://www.kazusa.or.jp)

ermoglichte einen erweiterten Zugriff auf Sequenzinformationen eines filamentbildenden
Cyanobakteriums. Durch die Kenntnis der Gesamtsequenz konnte bei Anabaena PCC 7120 mit
langeren Sequenzbereichen gearbeitet werden, die bei A. variabilis erst noch hatten bestimmt werden
mussen.

AuBerdem ist in Anabaena PCC 7120 das Arbeiten mit autonom replizierenden Plasmiden,
sogenannten “Shuttlevektoren" mdglich, was die genetische Manipulierbarkeit dieses Stammes enorm
erhoht. Auf einem solchen Vektor kénnen DNA-Sequenzen stabil in den Organismus gebracht
werden, ohne ins Genom integrieren zu missen. Die verwendeten “Shuttlevektoren® (pRL488 und
pRL1049) sind Derivate des sich in einigen Nostoc-Stdmmen und Anabaena PCC 7120 autonom
replizierenden Plasmids pDU1 (Wolk et al.,, 1984). Durch das Vorhandensein eines
Replikationsursprungs fir E. coli (oriV) wie auch eines fir Cyanobakterien (auf pDU1) kdnnen diese
Plasmide in beiden Organismen replizieren. Als Selektionsmarker dienten bei pRL488 das fir eine
Kanamycin/Neomycin-Resistenz codierende npt-Gen (Elhai und Wolk 1991) bei pRL1049 die

Streptomycin/Spectinomycin-Resistenz hervorrufende Omegakassette (Black und Wolk, 1994).

2.4.1 Expressionsstudien

Nachdem die Charakterisierung der potentiellen Rieske-Gene und der daraus abgeleiteten Proteine

deutliche Hinweise daflrr geliefert hatte, dass es sich tatsachlich um Rieske FeS-Proteine handelt,
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sollte geklart werden, ob die entsprechenden Enzyme Uberhaupt exprimiert werden. Antikdrper
gegen die Rieske FeS-Proteine von Anabaena sp. sind bisher nicht verfiigbar und "Western Blot"
Analysen mit spezifischen Antikdrpern gegen die drei Rieske FeS-Proteine von Synechocystis PCC
6803 (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dirk Schneider/Bochum) zeigten keinerlei
Wechselwirkung mit den Anabaena-Proteinen. Aufgrund des fehlenden immunologischen
Nachweises fir eine Expression wurde die Transkription der vier Rieske-lsogene mittels RT-PCR
untersucht. Da in Cyanobakterien die Expression eines Proteins vorrangig transkriptionell gesteuert
wird, lasst die Untersuchung der Transkription auch Ruckschlisse auf die Verflugbarkeit eines
Proteins zu. Insbesondere von Interesse war bei den PetC-Proteinen eine differentielle Expression

wahrend des Differenzierungsprozesses einer vegetativen Zelle zur Heterocyste.

2.41.1 RT-PCR

Die RT-PCR ist ein mogliches Verfahren, um die Expression von Genen auf mRNA-Ebene zu

bestimmen. Von jeder der zu vergleichenden Proben wurde exakt die gleiche Menge Gesamt-RNA in

Tsp untersuchtes Gen
>
mRNA >
A <— Reverse Transcription
5’-Primer 3’-Primer
—> <— PCR-Amplifikation

petCl: 1ss 207 bp 189

petC2: 192 225 bp 193

petC3 : 194 196 bp 195

petC4 | 190 314 bp 191

mpB | 129 384 bp 1130

devB 223 368 bp 2224

devT 230% 390 bp 231

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der RT-PCR. Fir jedes untersuchte Gen sind neben den
verwendeten Oligonukleotiden auch die FragmentgrofRen der PCR-Produkte angegeben. Tsp =
Transkriptionsstartpunkt.



22 Ergebnisse

cDNA umgeschrieben (RT-Reaktion). Ein Teil dieser cDNA wurde anschlielend als Template in eine
PCR-Reaktion eingesetzt. Die PCR erfolgte mit Primern, die homolog zu einer Sequenz des
transkribierten Bereichs sind (Abb. 2.6).

Die Bandenstarke des PCR-Produkts auf einem Agarosegel ist direkt proportional zu dem Anteil der
entsprechenden mRNA an der Gesamt-RNA, falls die Zyklenzahl der PCR-Reaktion nicht im
Sattigungsbereich liegt. Die Zyklenzahl wurde flr jedes Gen empirisch ermittelt. Als Kontrolle, dass in
allen Ansatzen gleiche Mengen RNA eingesetzt wurden, wurde das in Anabaena PCC 7120
konstitutiv exprimierte Gen fiir eine Untereinheit der RNase P (rnpB) amplifiziert (Vioque, 1997). Die
eingesetzte RNA wurde anfénglich mittels einer PCR-Reaktion mit den spater auch bei der RT-PCR
verwendeten Primern auf eine Kontamination mit DNA getestet. Als zusatzliche Kontrolle diente
jeweils ein Ansatz, der ohne die Zugabe der Reversen Transkriptase durchgefiihrt wurde, und der bei
der Analyse der PCR-Amplifikation keine Signale ergab (Daten nicht gezeigt).

A B
0 10 24 0 10 24
— 300 — 298
207 — E — 200 225 — — 220/234
x4 | — o—
C D
0 10 24 0 10 24 H
— 400
196 —— — 220/234
— 154

Abbildung 2.7: Analyse der Transkription der vier Rieske-Gene von Anabaena PCC 7120 mittels RT-PCR.
Amplifikation der cDNA von A) petC1, B) petC2, C) petC3 und D) petC4, erhalten durch reverse
Transkription aus Zellen, denen 0, 10 bzw. 24 h Stickstoff entzogen wurde, sowie bei D)
zusétzlich noch mit RNA aus Heterocysten (H). Unten ist jeweils die Kontrollreaktion mit dem
rnpB-Gen gezeigt.



23 Ergebnisse

Wahrend petC1l, petC2, und petC3 zu allen untersuchten Zeitpunkten in sichtbar gleicher Menge
transkribiert wurden, war fir petC4 eine differentielle Transkription deutlich zu erkennen (Abb. 2.7).
Zehn Stunden nach dem Entzug von gebundenem Stickstoff stieg die Menge an pet4-mRNA und
dementsprechend die Intensitdt der in der RT-PCR-Reaktion erhaltenen Bande, um nach (24 h)
wieder auf das urspringliche Niveau zu fallen. Die Transkription von petC4 scheint auf einem
bestimmten Level konstitutiv zu sein wie auch die der anderen drei petC-Gene, um nach Induktion der
Heterocystendifferenzierung durch Stickstoffmangel aber kurzfristig erhéht zu werden.

Ein solcher zeitlicher Verlauf der Transkription ist fir einige heterocystenspezifische Gene
beschrieben worden. Fiedler et al. (2001) zeigten fir das heterocystenspezifische Gen devB in
"Northern Blot" Analysen eine erhohte Transkription 2-3 h nach Entzug an gebundenem Stickstoff.
Diese Induktion ist nachweislich auf die Heterocysten beschrankt (Maldener et al., 1994). Eine
Induktion der Transkription von devB ist in einer RT-PCR Analyse auch deutlich zu sehen (Abb. 2.8).
Die Transkription von petC4 lauft auch vergleichbar mit der des potentiellen Transkriptionsfaktors
devT (Abb. 2.8). Unklar ist bislang aber, ob die bei devT beobachtete Steigerung der Transkription
ahnlich wie bei devB nur in den Heterocysten vonstatten geht, oder parallel auch in den vegetativen
Zellen auftritt. Phanotypisch spricht allerdings vieles fir devT als heterocystenspezifisches Gen. Die
devT-Mutante a2 (Ernst et al., 1992) ist in einem Stadium der Reifung der Heterocyste arretiert, der
vom WT etwa 12 h nach Induktion des Differenzierungsprozesses erreicht wird (Iris Maldener,
unveréffentlicht). Es kommt nicht zur Ausbildung reifer Heterocysten und die Mutante ist nicht fahig zur

Fixierung von Na.

0 10 24 0 10 24

— 394

368 — — 208

—_ 394

390 — 298

Abbildung 2.8: Analyse der Transkription heterocystenspezifischer Gene von Anabaena PCC 7120 mittels
RT-PCR. Amplifikation der cDNA von A) devB und B) devT, erhalten durch reverse Transkription
aus Zellen, denen 0, 10 bzw. 24 h Stickstoff entzogen wurde. Unten ist jeweils die
Kontrollreaktion mit dem rnpB-Gen gezeigt.

Die Frage nach einer heterocystenspezifischen Transkriptionssteigerung ist schwer mit der RT-PCR

Methode zu untersuchen, da noch unreife Proheterocysten von den vegetativen Zellen eines
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Filamentes nicht getrennt werden kénnen. Reife Heterocysten kénnen nach Lysozymbehandlung von
vegetativen Zellen intakt abgetrennt werden, um aus ihnen die spezifische RNA zu isolieren.
Abbildung 2.7 D zeigt eine RT-PCR Analyse des petC4-Gens mit Heterocysten RNA, die aus einer
Kultur 24 h nach Entzug an gebundenem Stickstoff gewonnen wurde. Das Heterocystensignal ist
geringfigig starker als der aus Gesamt-RNA ermittelte 24 h-Wert, lasst aber wohl keine Aussagen
Uber eine erhdhte Transkription von petC4 in Heterocysten zu (s. Diskussion). Auch die Anwesenheit
von petCl-, petC2- und petC3-mRNA in heterocystenspezifischer RNA wurde untersucht (Daten nicht
gezeigt). Die Schwéache des erhaltenen Signals erlaubt aber auch bei keinem dieser drei Gene
Rickschlisse auf eine spezifische Transkription in Heterocysten.

2.4.1.2 Reportergenstudien mit GFP

In den RT-PCR Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Transkription aller vier Gene fir
Rieske FeS-Proteine stattfindet, die entsprechenden Proteine also mit groer Wahrscheinlichkeit alle
exprimiert werden. Insbesondere die Steigerung der petC4-Transkription wahrend des
Differenzierungsprozesses lie eine heterocystenspezifische Rolle von PetC4 und die Lokalisation
dieses Proteins in den Heterocysten vermuten.

Bei der Analyse der Expression eines Proteins und dessen Lokalisation innerhalb eines Filamentes

haben sich in Anabaena sp. Reportergenstudien mit dem GFP-Protein (,green fluorescent protein®)

als effektiv erwiesen. So konnte z.B. die differentielle Expression von PatS innerhalb des Filamentes

beobachtet werden (Yoon und Golden, 1998).

Fur die Reportergenstudien wurden jeweils etwa 1000 bp mit dem potentiellen Promotorbereich des
zu untersuchenden Rieske-Gens (Tab. 2.3) nach PCR-Amplifikation mittels AT-Klonierung in der
richtigen Orientierung vor das gfp-Gen in den Vektor pGlow-TOPO von InvitrogenD kloniert. Das gfp-
Gen auf diesem Vektor wurde durch mehrere Mutationszyklen (“GFP cycle 3 mutant®) optimiert
(Crameri et al., 1996). Cycle 3-GFP zeigt gegeniiber dem WT-GFP aus Aquorea victoria eine 40fach
gesteigerte Fluoreszenz, besitzt aber dieselben Absorptions- (395 bzw. 478 nm) bzw.
Emissionsmaxima (507 nm). Das eingesetzte Fragment wurde sequenziert, um die korrekte
Amplifikation und die richtige Orientierung 3’ vom gfp-Gens sicherzustellen.

Die Fusion des gfp-Gens unter Kontrolle des jeweiligen Rieske-Promotors wurde nach Pmel- und
Kpnl-Verdau in die Smal- und Kpnl-Schnittstellen des ,Shuttlevektors® pRL488 gebracht und dieser
konjugativ in den WT von Anabaena PCC 7120 Gberflhrt.

Promotorregion von | amplifiziert mit Oligon. | GroBe in bp | in pGlow-TOPO in pRL488
petC1l 208+181 1171 pMA193 pMA205
petC2 210+209 1036 pMA196 pMA207
petC3 214+213 1041 pMA200 pMA217
petC4 212+211 1038 pMA198 pMA208

Tabelle 2.3: Ubersicht der fiir die GFP-Reportergenstudien generierten Plasmide
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Nach dem konjugativen Transfer der “Shuttlevektoren® in Anabaena PCC 7120 wurde eine Vielzahl
von Kulturen mit der durch den Vektor vermittelten Nm-Resistenz erhalten. Das Vorhandensein des
“Shuttlevektors® mit der transkriptionalen GFP-Fusion wurde in den Exkonjuganten mittels PCR-
Analyse bestatigt. Auffallig war das im Vergleich zur Kontrolle (WT mit “Shuttlevektor® ohne gfp-Gen)
schlechtere Wachstum der Exkonjuganten. Es konnte in keinem Fall die Expression eines der Rieske
FeS-Proteine durch Messung der charakteristischen GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden. Auch

“Western Blot* Analysen mit einem GFP-Antikdrper (Invitrogen) verliefen negativ (s. Diskussion).

2.4.2 Reinigung des b¢f -Komplexes

Die Reinigung des bsf-Komplexes aus Anabaena PCC 7120 sollte weitere Anhaltspunkte fir die
Expression mehrerer Rieske-Isoformen sowie deren Einbau in einen funktionellen Komplex liefern.
Der Gesamtkomplex wurde nach der von Krinner et al. (1982) beschriebenen Methode zum einen aus
allen Zellen einer Kultur, zum anderen spezifisch aus Heterocysten gereinigt. Der isolierte bgf-Komplex
war in beiden Fallen aktiv (nicht gezeigt), was fur einen intakt gereinigten Komplex sprach. Zur
besseren Auftrennung der Banden der (drei langeren) Rieske FeS-Proteine und des sehr
hydrophoben Cytochrom bg-Proteins, die in SDS-Gelen trotz unterschiedlicher molekularer Massen
schwer zu unterscheiden sind, wurde eine SDS-PAGE mit 6 M Harnstoff im Trenngel verwendet (nicht
gezeigt). Anschliel3end erfolgte der Transfer der Proteinbanden auf eine Immobilon-P-PVDF-Membran
(Millipore) und die potentielle Bande des/der Rieske FeS-Proteine wurde N-terminal ansequenziert (R.
Deutzmann).

Durch Ermittlung der ersten funf bis acht N-terminalen Aminosauren sollte festgestellt werden, ob die
untersuchte Rieske-Bande einem Gemisch aus mehreren Rieske FeS-Proteinen entspricht, was
aufgrund der Sequenzunterschiede in diesem Bereich der Proteine durchaus mdglich sein sollte. Eine
Ansequenzierung der typischen Rieske-Bande erfasst allerdings nur die drei etwa gleich grofl3en
Rieske-Isoformen PetC1, PetC2 und PetC4. Das wesentlich kleinere PetC3 lauft bei der Auftrennung
sicherlich mit einer anderen Geschwindigkeit, eine entsprechende Bande bei etwa 14 kDa konnte aber
nicht angesprochen werden.

Bei dem aus allen Zellen einer Kultur, die mit N, als einziger Stickstoffquelle gewachsen war,
gereinigten bef-Komplex konnte durch die Ermittlung der ersten acht Aminosauren nur PetC1 als
integraler Bestandteil identifiziert werden. Allerdings spricht dieses Ergebnis nicht unbedingt gegen
das Auftreten auch der anderen Isoformen als Bestandteil des Komplexes. Wahrscheinlich ist die
Gesamtmenge der alternativen Rieske FeS-Proteine wesentlich geringer, wodurch bgf-Komplexe mit
einer solchen Untereinheit als Rieske-Komponente daher auch seltener sind. Bei der Sequenzierung
sind die Signale der N-terminalen Aminosauren dann von den Signalen des PetC1 Uberlagert worden.
Die Proteinsequenzierung der Rieske-Bande aus Heterocystenisolaten war nicht erfolgreich (s.

Diskussion).

2.4.3 Erzeugung von Deletionsmutanten

Um zusatzliche Anhaltspunkte auf die Funktion der untersuchten Untereinheiten zu gewinnen, sollten

Deletionsmutanten erzeugt und anschlieRend phanotypisch charakterisiert werden.
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Bei der Konstruktion der Vektoren fir die Deletion der Gene sowohl der kleinen Untereinheiten als
auch der Rieske FeS-Proteine wurde immer die im folgenden beschriebene Strategie verwendet: Der
5-Bereich mit dem N-Terminus sowie der C-Terminus mit dem 3-Bereich des jeweiligen Genes
wurden uUber PCR an genomischer DNA von Anabaena PCC 7120 (Ausnahme petG) amplifiziert.
Dabei wurden die verwendeten Oligonukleotide so konzipiert, dass die fir die weiteren
Klonierungsschritte erforderlichen Restriktionsschnittstellen in die generierten PCR-Fragmente
eingefigt wurden. Diese Fragmente wurden dann (teilweise Uber Klonierung in pGEM-T als
Zwischenschritt) in der richtigen Orientierung in den Vektor pRL277 eingesetzt. Schliellich entstand
durch das Einsetzen der C.K3-Kassette aus pRL448 eine Sequenz, in der anstelle eines Teilbereiches
des ursprunglichen Gens das die Kanamicinresistenz vermittelnden npt-Gen liegt.

pet-Gen =
—] | | deletierter Bereich | | —
5'-Bereich = npt 3’-Bereich

C.K3-Kassette

Abbildung 2.9: Schema zur Konstruktion einer Apet-Mutante. Ein Teilbereich des jeweiligen Gens wurde
deletiert und durch die C.K3-Kassette ersetzt. Das npt-Gen fir die Neomycin-
Phosphotransferase vermittelt die Nm-Resistenz.

Die so gewonnenen “Cargoplasmide” wurden in den E. coli-Stamm HB101 [pRL528] transformiert und
Uber Konjugation (s. Material und Methoden 4.2.14.1) in den Wildtyp von Anabaena PCC 7120
gebracht. Das aus dem Vektor pRL277 hervorgegangene “Cargoplasmid® besitzt keinen in Anabaena
funktionellen Replikationsursprung. Die Ubertragung der Plasmid-DNA mit dem Resistenzmarker ist
also nur Uber eine Rekombination homologer DNA-Bereiche ins Anabaena-Genom mdglich. Zur
vollstandigen Inaktivierung eines Genes ist meist eine doppelte Rekombination (DR) der homologen
DNA-Bereiche auf beiden Seiten der inserierten Resistenzkassette notwendig, da bei einer einfachen
Rekombination (“single recombination“ oder SR) u.U. eine Kopie des WT-Gens im Genom erhalten
bleibt. Der Vorgang der doppelten Rekombination ist in Anabaena PCC 7120 allerdings sehr selten
und wird nicht selektiert, da schon bei einer einfachen Rekombination die Resistenz-vermittelnde
Kassette ins Chromosom ubertragen wird. Dies macht die zusatzliche Verwendung von konditional
letalen Markergenen nétig, die eine positive Selektion auf doppelte Rekombination erlauben. Das
“Cargoplasmid” tragt das fir gram-negative Bakterien konditional letale Gen sacB (Cai und Wolk,
1990), das flir das sekretorische Enzym Levansucrase codiert (Steinmetz et al., 1985). Die Expression
des aus Bacillus subtilis stammenden sacB-Gens fiihrt zum Absterben der Anabaena-Zellen, wenn
diese in Anwesenheit von 5 % Saccharose gezogen werden. Somit wird die Selektion auf doppelte
Rekombination ermdglicht, da nur solche Anabaena-Zellen auf Saccharose wachsen konnen, die

nach doppelter Rekombination den sacB-tragenden Vektorteil verloren haben. Aufgrund mehrerer
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Kopien (etwa finf bis acht) des zirkularen Bakterienchromosoms innerhalb einer Anabaena-Zelle
gewahrleistet auch eine DR nicht automatisch den erwinschten Genotyp. Bis zur vollstdndigen
Segregation des veranderten Genbereiches bedarf es mehrerer Reproduktionszyklen und u.U. einer

gesteigerten Antibiotikakonzentration.

2.4.3.1 Konstruktion von Deletionsmutanten der kleinen Untereinheiten

2.4.3.1.1 Die petG-Deletion

Der 5°-Bereich und der N-Terminus von petG von A. variabilis wurden mit den Oligonukleotiden 97+98
mittels PCR amplifiziert (657 bp) und in pGEM-T-Vektor kloniert (pMA98). In die Pstl-Schnittstelle
dieses Vektors wurde das gleich geschnittene mit den Oligon. 147+148 generierte PCR-Fragment
(627 bp) mit dem C-Terminus und dem 3’-Bereich ligiert. Das 1295 bp groRRe Sphl-/Spel-Fragment aus
diesem Vektor pMA116 wurde in die Sphl-/Spel-Schnittstellen von pRL271 eingesetzt (pPMA117), in
dessen Xbal-Schnittstelle dann die Xbal geschnittene C.K3-Kassette integriert wurde (pMA118).

Aufgrund der sehr grolen Homologien sowohl des petG-Gens (Abb. 2.1) als auch angrenzender
Bereiche konnte der Vektor pMA118 mit der A. variabilis-Sequenz auch zur Mutagenese von

Anabaena PCC 7120 eingesetzt werden.

2.4.3.1.2 Die petM-Deletion

Das 1119 bp PCR-Fragment (Oligon. 168+169) mit dem C-Terminus und dem 3’-Bereich von petM
wurde nach Spel-Verdau in die Spel-Schnittstelle von pRL277 ligiert. In die Pstl- und Nhel-
Schnittstellen dieses Vektors (pMA130) wurde das mit dem gleichen Enzymen geschnittene 1011 bp
groRe PCR-Fragment (Oligon. 166+167) mit dem 5-Bereich und N-Terminus von petM kloniert
(PMA131). Im letzten Schritt erfolgte das Einfugen der Xbal geschnittenen C.K3-Kassette in die Nhel-
Schnittstelle (pPMA132).

2.4.3.1.3 Die petN-Deletion

Das 923 bp PCR-Fragment (Oligon. 170+171) mit dem 5-Bereich und dem N-Terminus von petN
wurde mit Spel verdaut und in die Spel-Schnittstelle von pRL277 ligiert. In die Pstl- und Nhel-
Schnittstellen dieses Vektors (pMA133) wurde das mit dem gleichen Enzymen geschnittene 741 bp
grolle PCR-Fragment (Oligon. 172+173) mit dem 3’-Bereich und C-Terminus von petN kloniert
(PMA134). AbschlieBend wurde die Xbal geschnittene C.K3-Kassette in die Nhel-Schnittstelle
eingefligt (PMA135).
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2.4.3.2 Konstruktion von Deletionsmutanten der Rieske-Gene

2.4.3.2.1 Die petC1l-Deletion

Das 2098 bp groRe PCR-Fragment (Oligon. 200 + 201) mit dem 5’-Bereich und N-Terminus von petC1
wurde in pGEM-T kloniert (pPMA178). In die Spel- und Nhel-Schnittstellen dieses Vektors wurde das
2152 bp PCR-Fragment (Oligon. 202 + 203) mit dem 3’-Bereich und dem C-Terminus nach Restriktion
mit denselben Enzymen eingesetzt (pPMA180). Nach Xhol-/Spel-Verdau von pMA180 wurde das 4240
bp groRe Fragment in die Xhol-/Spel-Schnittstellen von pRL277 ligiert. In die Nhel-Schnittstelle dieses
Vektors (pMA181) wurde die Xbal geschnittene C.K3-Kassette inseriert (pMA182).

Problematisch ist bei diesem Konstrukt, dass durch die Insertion der C.K3-Kassette in petC1l
mdglicherweise auch die polycistronische Transkription von petA als nachfolgendes Gen im petC1A-
Operon beeintrachtigt wird. Die Disruption von petCl kénnte somit einen polaren Effekt auf die
Expression von Cytochrom f (PetA) ausiben. Um einen solchen Einfluss auf das cotranskribierte Gen
auszuschlieBen, wurde in die bisher nicht vollstandig segregierte Mutante ApetC1l (Abb. 2.10/2) ein
“Shuttlevektor® mit dem petA-Gen unter der Kontrolle des Promotors des petC1A-Operons gebracht.
Unter der Voraussetzung, dass PetC1 ein nichtessentielles Protein ist, sollte die Herstellung einer
vollstandig segregierten ApetC1-Mutante auf diese Weise moglich sein.

Fir die Konstruktion des Shuttlevektors zur Komplementation von petA wurde der 1064 bp grofie
Promotorbereich des petC1A-Operons mit den Oligon. 264 + 265 mittels PCR amplifiziert und in
pGEM-T Kloniert (pMA221). Das petA-Gen, generiert mit den Oligon. 266 + 272 wurde als 1383 bp
groRes PCR-Fragment nach Spel/Ndel-Verdau in den gleich geschnittenen Vektor pMA221 eingefligt.
Aus dem so gewonnenen Vektor pMA222 wurde das 2431 bp groRe BamHI-Fragment ausgeschnitten
und in die BamHI-Schnittstelle des “Shuttle-Vektors® pRL1049 ligiert (PMA223).

Nach Transformation in den E. coli-Stamm HB101 [pRL528] erfolgte die Konjugation in die nicht
vollstdndig segregierte ApetC1-Mutante.

2.4.3.2.2 Die petC2-Deletion

Der 5-Bereich und N-Terminus von petC2 wurde als 2732 bp groRes PCR-Fragment (Oligon.
196+197) in pGEM-T kloniert. In die Pstl- und Nhel-Schnittstellen dieses Vektors pMA173 wurde das
2341 bp PCR-Fragment (Oligon. 198+199) mit dem 3’-Bereich und dem C-Terminus nach Restriktion
mit denselben Enzymen eingesetzt (pPMA175). Nach Pstl-/ Xbal-Verdau von pMA175 wurde das 5056
bp groRe Fragment in die Pstl-/ Xbal-Schnittstellen von pRL277 ligiert. In die Nhel-Schnittstelle dieses
Vektors (pMA176) erfolgte das Einfligen der Xbal geschnittenen C.K3-Kassette (pPMA177).

2.4.3.2.3 Die petC3-Deletion

Das 2187 bp grofte PCR-Fragment (Oligon. 204+205) mit dem 5’-Bereich und N-Terminus von petC3
wurde in pGEM-T kloniert. In die Pstl-/Nhel-Schnittstellen des so entstandenen Vektors pMA183
wurde das 1190 bp PCR-Fragment (Oligon. 206+207) mit dem C-Terminus und dem 3’-Bereich nach
Restriktion mit denselben Enzymen eingesetzt (pbMA185). Nach Pstl-/Xhol-Verdau von pMA185 wurde
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das 6251 bp grofle Fragment in den Pstl und Xhol geschnittenen Vektor pRL277eingesetzt. In die
Nhel-Schnittstelle dieses Vektors (pbMA186) wurde die C.K3-Kassette/Xbal ligiert (pMA187).

2.4.3.2.4 Die petC4-Deletion

In den pGEM-T Vektor wurde das 2388 bp groRe PCR-Fragment (Oligon. 152+153) mit dem 5'-
Bereich und N-Terminus von petC4 ligiert (pbMA123). In die Spel- und Nhel-Schnittstellen von pMA123
wurde das 2167 bp PCR-Fragment (Oligon. 154+155) mit dem C-Terminus und dem 3’-Bereich nach
Restriktion mit denselben Enzymen eingefligt (pPMA124). Nach Pstl-/Spel-Verdau von pMA124 wurde
das 4545 bp groRe Fragment in die Pstl- und Spel-Schnittstellen von pRL277 kloniert. In die Nhel-
Schnittstelle dieses Vektors (pMA125) wurde die Xbal geschnittene C.K3-Kassette eingesetzt
(PMA126).

2.4.4 Analyse des Genotyps der pet-Mutanten mittels PCR und “Southern Blot*

Zur schnellen Uberprifung der Exkonjuganten auf eine Doppelrekombination (DR) bzw. die
vollstdndige Segregation der mutierten Gene wurden mittels PCR die GroRen der entsprechenden
DNA-Sequenzen bestimmt. Dazu wurde Gesamt-DNA verwendet, sowie je zwei Oligonukleotide, die
homolog sind zu einem Bereich 5’ bzw. 3’ der Integrationsstelle der Resistenzkassette. Nach erfolgter
Doppelrekombination sollte nur noch ein Fragment amplifiziert werden, dessen Lange der Summe aus

WT-Sequenz abziiglich des deletierten Bereiches plus der inserierten Kassette entspricht.

A

Mutante/ Genotyp amplifiziert mit erwartete Fragmente (bp)

Stamm Oligonukleotiden SR DR
ApetG 118 petG::C.K3 179, 180 334 (WT), 1411 1411
ApetM 132 petM::C.K3 156, 157 213 (WT), 1278 1278
ApetN 135 petN::C.K3 158, 159 226 (WT), 1255 1255
ApetC1 182 petC1::C.K3 184, 134 800 (WT), 1512 1512
ApetC2 177 petC2::C.K3 192, 242 1014 (WT),1711 1711
ApetC3 187 petC3::C.K3 194, 234 826 (WT), 1598 1598
ApetC4 126 petC4::C.K3 190, 144 472 (WT), 1264 1264
B

Mutante/ Genotyp Sonde generiert | Restriktions- | erwartete Fragmente (bp)

Stamm mit enzym SR DR

Oligonukleotiden

ApetG 118 petG::C.K3 125, 180 Pvul 1173 (WT), 2251 | 2251
ApetM 132 petM::C.K3 168, 169 Spel 3697(WT), 4762 | 4762
ApetN 135 petN::C.K3 187, 173 EcoRlI 2352 (WT), 3381 | 3381
ApetC1 182 petC1::C.K3 84, 127 Sspl 1560 (WT), 1856 | 1856
ApetC2 177 petC2::C.K3 210, 193 Ndel 3503 (WT), 4200 | 4200
ApetC3 187 petC3::C.K3 206, 234 Spel+Xbal 1176(WT), 1948 | 1948
ApetC4 126 petC4::C.K3 212, 146 Hindlll 3610 (WT), 4294 | 4294

Tabelle 2.4: Charakterisierung der Apet-Stdmme. (A) PCR-Test: Verwendete Oligonukleotide und erwartete
Fragmentgrofien; (B) “Southern Blot* Analyse: Benutzte Sonden, Restriktionsenzyme und erwartete
FragmentgroRen.
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Falls die Deletion eines Gens letal ist, werden bestenfalls Stdmme mit einem einzelnen
Rekombinationsereignis (SR) oder unvollstandiger Segregation erhalten, d.h. es tritt zusatzlich zum

veranderten Gen noch das WT-Fragment auf (Tab. 2.4).

petG  WT WT petG
- 1230
— | —— 3697 <4— petG
— 394
334 598
WT petM™
- —— 4762 <«— petM+C.K3
1500 - — 3697 <— petM
1278 == 1200
300
213 — 200
WT petN™
| — — 3381 <«— petN+C.K3
1255 — 1766 —— — 2352 <4— petN
, — 1230
226 —— — 220/234

Abbildung 2.10/1: PCR- und "Southern Blot" Analyse der Anabaena PCC 7120-Deletionsmutanten. A)
ApetG, B) ApetM und C) ApetN.
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WTpetC1™ WT petC1™
— 2000 s — 1856 <= petC1+C.K3
1512 — 1500 —— — 1560 <€— petCl
800w — 800
WT petC2~ WT petC2™
- | = 4200 petC2+C.K3
- — 3503 petC2
1711 = 2000
= 1500
1014 — 1031
= 900
WT  petC3~ WT petC3™~
1598 — 2000 o | = 1048 = PetC3+C.K3
— 1500
- — 1176 <— petC3
20— =%
WT petC4~ WT petC4~
— 4294 petC4+C.K3
- = 3610 petc4
1264 —— 1500
472 500
400

Abbildung 2.10/2: PCR- und "Southern Blot" Analyse der Anabaena PCC 7120-Deletionsmutanten. D)
ApetC1, E) ApetC2, F) ApetC3 und G)ApetC4.
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Phéanotypisch sollten nur die Mutanten charakterisiert werden, bei denen zum einen die Integration
des deletierten Genes durch eine doppelte Rekombination stattgefunden hatte und zweitens dieser
Genotyp bis zur vollstdndigen Segregation selektiert werden konnte. Dadurch wurde gewahrleistet,
dass unter keinen Umstanden mehr eine Kopie des WT-Gens vorlag. Die PCR- und "Southern Blot"
Analyse in Abbildung 2.10/1+2 zeigt eine Doppelrekombination und vollstdndige Segregation fir die
Stdmme ApetM, ApetC2, ApetC3 und ApetC4. Entsprechende Stdmme konnten fir petG und petN
wahrscheinlich deswegen nicht erreicht werden, da das Fehlen der entsprechenden Proteine fur
Anabaena letal ist. Im Fall des ApetC1-Stammes fiihrt dagegen wie oben beschrieben die Deletion
von petCl sehr wahrscheinlich zu einem polaren Effekt auf die Transkription des im Operon
nachfolgenden essentiellen petA-Gens. Die erfolgreiche Komplementation von petA durch eine
Konjugation des “Shuttlevektors® pMA223 (s. 2.4.3.2.1) in die unvollstandig segregierte Mutante
ApetC1 sollte zu einer vollstandigen Deletion des petC1-Genes fuhren, was im Rahmen dieser Arbeit

aus Zeitmangel aber nicht mehr erreicht werden konnte.

2.4.5 Phanotyp der pet-Mutanten

2.4.5.1 Wachstumskurven

In einem ersten Schritt wurde das Wachstum der Deletionsmutanten ApetM, ApetC2, ApetC3 und
ApetC4 unter Standardbedingungen in Nitrat-haltigem Medium untersucht. Es traten keine
signifikanten Unterschiede in den Wachstumskurven sowohl untereinander als auch im Vergleich zu
einer WT-Kultur auf (Daten nicht gezeigt). Die Gene petM, petC2, petC3 und petC4 sind fir das

Wachstum von Anabaena PCC 7120 in Nitrat-haltigem Medium offensichtlich nicht essentiell.

2.4.5.2 Wachstum auf N,

Mit einer Ausnahme waren alle Mutanten in der Lage, in Medium ohne gebundenen Stickstoff in
vergleichbarer Weise wie der WT zu wachsen. Die Gene petM, petC2 und petC3 sind also auch fur
ein Wachstum von Anabaena PCC 7120 in Medium mit N, als einziger Stickstoffquelle nicht
notwendig. Der Entzug an gebundenem Stickstoff fiihrte allerdings in Kulturen des ApetC4 Stammes
innerhalb von 24-48 h zu einem Ausbleichen der Zellen und einem raschen Absterben der Kultur.
Lichtmikroskopisch sind in Filamenten des WT 48 h nach einem “Stickstoff step down* deutlich reife
Heterocysten zu erkennen. Filamente des ApetC4-Stammes weisen diese ausdiffenzierten Zellen
jedoch nicht auf (Abb. 2.11).

Fluoreszenzaufnahmen zeigen zusatzlich einen weitgehenden Abbau der Phycobilisomen in allen
Zellen der ApetC4-Mutante bei Stickstoffhunger. Nach dem Entzug von gebundenem Stickstoff fur 48
h kommt es zu einem fast vollstandigen Verlust der charakteristischen Phycobilisomenfluoreszenz (in
vivo bei 660 nm). Der Abbau der Phycobilisomen in der ApetC4-Mutante vollzieht sich in nahezu allen
Zellen eines Filamentes, wahrend im WT Phycobilisomen nur in denjenigen Zellen abgebaut werden,
die zur Heterocyste differenzieren. Trotz des Abbaus der Phycobilisomen in allen Zellen lassen sich
aber auch in den Filamenten der ApetC4-Mutante Fluoreszenzunterschiede zwischen benachbarten
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Zellen feststellen. In einigen Zellen ist der Verlust der Fluoreszenz weiter fortgeschritten, was darauf
hindeutet, dass diese Zelle als Heterocyste determiniert ist. Zu den frihen biochemischen Vorgangen
einer designierten Heterocyste gehdrt eben dieser Proteinabbau, der insbesondere die
Phycobilisomen betrifft und Uber die Fluoreszenzanderung sehr gut beobachtet werden kann. Es
scheint also auch in der ApetC4-Mutante zu der charakteristischen Musterbildung innerhalb des
Filamentes zu kommen, ohne dass allerdings eine morphologisch erkennbare Differenzierung erfolgt.
Eine Fixierung von N, ist unmoglich, wodurch der Stickstoffmangel in den vegetativen Zellen weiter
durch katabolische Prozesse wie den Abbau der Phycobilisomen gedeckt wird. Das petC4-Gen ist
offensichtlich essentiell fir die Heterocystendifferenzierung in Anabaena PCC 7120 (s. Diskussion). Im
Lichtmikroskop ist auRerdem deutlich zu erkennen, dass die Zellen der Mutante wesentlich kleiner

sind, was wahrscheinlich auch auf einen verstarkten Proteinabbau zurtickzufiihren ist.

Abbildung 2.11: Filamente des Wildtyps von Anabaena 7120 (oben) und der ApetC4-Mutante (unten).
Lichtmikroskopische Aufnahmen (links) und Aufnahmen der Phycobilisomenfluoreszenz
(rechts). Reife Heterocysten sind durch Pfeile gekennzeichnet. Der Balken entspricht 5 ym.

2.4.5.3 Diaminobenzidin-Farbung

Der beim Wildtyp nach Inkubation mit Diaminobenzidin zu beobachtende braune Niederschlag in den

Polregionen (,Honeycomb“-Regionen) der Heterocysten war in keiner Zelle des Filamentes der
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ApetC4-Mutante zu beobachten Die Unfahigkeit der Mutante zur Oxidation von DAB lie auf eine

unvollstandige Differenzierung des Protoplasten schlieRen (s. Diskussion).

2.5 Komplementation der ApetC4-Mutante

Um zu bestatigen, dass der bei der petC4-Mutante beobachtete Phanotyp durch Inaktivierung des
petC4-Gens und nicht durch einen polaren Effekt zustande kam, wurde das intakte petC4-Gen und
dessen den putativen Promotor beinhaltende 5-Bereich auf einem “Shuttlevektor in die ApetC4-
Mutante gebracht. Dieser “Shuttlevektor” ist in der Lage nach Konjugation in Anabaena PCC 7120
autonom zu replizieren. Die Selektion erfolgt durch den Vektor codierte Streptomycin- bzw.
Spektinomycinresistenz. Durch seine geringe Kopienzahl in der Zelle (etwa 10) wird gewahrleistet,
dass das Protein in dhnlicher Quantitat exprimiert wird wie im WT. Demzufolge sollte der so erhaltene

Anabaena-Stamm wieder den Phanotyp des WT aufweisen.

2.5.1 Konstruktion des petC4 Komplementationsvektors

Das mit den Oligon. 243 und 244 generierte PCR-Fragment mit dem potentiellen Promotorbereich und
dem petC4-Gen wurde nach BamHI-Verdau in die BamHI-Schnittstelle des “Shuttlevektors® pRL1049
ligiert (PMA220).

2.5.2 Phéanotyp des Stammes ApetC4 (pMA220)

Nach dem konjugativen Transfer von pMA220 in die ApetC4-Mutante war der resultierende Stamm
phanotypisch nicht mehr vom WT zu unterscheiden. Insbesondere werden wieder reife Heterocysten
gebildet und ein Wachstum mit N, als einziger Stickstoffquelle ist mdglich. Dieses ist der Beweis, dass
der Phanotyp der petC4-Deletionsmutante auch wirklich auf das Fehlen von PetC4 zurtickzuflihren ist.
Das Vorhandensein des petC4-tragenden “Shuttlevektors® pMA220 in den Zellen der ApetC4-Mutante

wurde durch eine PCR-Analyse nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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3 Diskussion

Der Cytochrom bgf-Komplex ist in Cyanobakterien gemeinsamer Bestandteil des photosynthetischen
und respiratorischen Elektronentransportes (Peschek, 1987) und stellt den zentralen Knotenpunkt
innerhalb der vernetzten Elektronentransportketten dar (Abb. 1.4). Eine Charakterisierung einzelner
Untereinheiten des bsf-Komplexes in Deletionsexperimenten gestaltete sich in der Vergangenheit
schwierig, da ein Ausschalten von essentiellen Untereinheiten zum Verlust der Aktivitat des
Komplexes fiihrt. Ohne bgf-Komplex ist ein Wachstum auch trotz einer alternativen Oxidase (Abb. 1.4)
nicht moglich (Schneider, 2000). Da in Cyanobakterien kein alternativer Cytochrom bc-Komplex
vorhanden ist, der ein heterotrophes Wachstum ermdglichen koénnte, ist die Herstellung von
Mutantenstammen ohne funktionsfahigen bsf-Komplex unmdglich.

Geninaktivierungen anderer Komponenten der Elektronentransportketten in Cyanobakterien sind im
Gegensatz dazu mehrfach beschrieben worden. So wurde in Anabaena variabilis (Toelge et al., 1991)
und in Synechocystis PCC 6803 (Shen et al., 1993) das PS | erfolgreich ausgeschaltet. Auch konnten
Synechocystis-Stamme ohne PS Il (Nilsson et al., 1990) oder ohne terminale Oxidase (Pils et al.,
1997) gewonnen werden.

Die Schwierigkeiten bei der Charakterisierung cyanobakterieller Untereinheiten des bgf-Komplexes
durch Deletionsexperimente fiihrten dazu, dass vorrangig hohere Pflanzen wie Chlamydomonas
reinhardtii, in denen ein mitochondrialer bc-Komplex heterotrophes Wachstum erlaubt, flr
entsprechende Versuche verwendet wurden.

In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Charakterisierung derjenigen Untereinheiten des
cyanobakteriellen bgf-Komplexes gelegt, die wie die kleinen Untereinheiten nicht unmittelbar an
Redoxprozessen beteiligt sind, oder aber in mehreren Isoformen vorliegen, also nicht zwangslaufig als

essentiell fir den Organismus angesehen werden mussten.

3.1 Identifizierung und Charakterisierung der kleinen Untereinheiten in Anabaena sp.

In den Genomen von A. variabilis und Anabaena PCC 7120 wurden jeweils Gene fir die
Untereinheiten petG, petM und petN identifiziert. Ein Gen fur die aus héheren Pflanzen und Algen
bekannte Untereinheit PetL (s. Einleitung) konnte weder in Anabaena sp. noch in anderen vollstandig
sequenzierten Genomen von Cyanobakterien gefunden werden. Diese Untereinheit scheint
phylogenetisch jingeren Ursprungs zu sein und nur in plastidaren bef-Komplexen vorzukommen.

Auffallig bei der Analyse der Sequenzen ist die sehr grof’e Identitat der aus petG, petM und petN
abgeleiten Proteine mit den cyanobakteriellen Homologen. Obwohl die Proteine aus nicht viel mehr
als einer Transmembranhelix bestehen, deutet die stark konservierte Aminosauresequenz innerhalb
der Cyanobakterien funktionell auf eine wichtige Rolle jedes dieser Proteine innerhalb des bgf-

Komplexes hin.
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3.1.2 Deletion der kleinen Untereinheiten in Anabaena PCC 7120

Von den Genen der kleinen Untereinheiten konnte in Anabaena PCC 7120 nur petM ausgeschaltet
werden. Im Fall der beiden anderen Gene waren die Versuche, vollstindig segregierte
Deletionsmutanten zu erhalten, nicht erfolgreich. PetG und PetN scheinen im Gegensatz zu PetM
essentielle Untereinheiten des bgf-Komplexes zu sein. Gestutzt wird diese Vermutung durch
vergleichbare Erkenntnisse aus Deletionsmutanten anderer Organismen. Die Deletion des petG-Gens
(Berthold et al., 1995) in Chlamydomonas reinhardtii lie®R die Mutante nicht mehr photoautotroph
wachsen und die Menge an bgf-Komplex war drastisch geringer. Ein Ausschalten der erst kiirzlich als
neue Untereinheit des Cytochrom bgf-Komplex beschriebenen PetN-Proteins in Tabak ist ebenfalls
letal. (Hager et al., 1999).

Die Disruption von PetM in Anabaena PCC 7120 scheint im Gegensatz zur Inaktivierung von PetG
oder PetN keinen direkten Einfluss auf den Organismus zu haben. Phanotypisch verhalt sich die
ApetM-Mutante unter allen untersuchten Bedingungen in bezug auf photoautotrophes Wachstum,
Bildung von Heterocysten und Nj-Fixierung exakt wie der WT. Auch im Cyanobakterium
Synechocystis PCC 6803 ist petM ausgeschaltet worden (Schneider et al., 2001a). Die
Synechocystis-Mutante ist ebenfalls lebensfahig und zeigt keine signifikanten Unterschiede zum WT.
Vermutlich spielt PetM in Synechocystis PCC 6803 eine regulatorische Rolle, ist aber nicht essentiell
fur die Aktivitat des bgf-Komplexes (Schneider et al., 2001a).

Uber eine Funktion der kleinen Untereinheiten im bgf-Komplex lassen sich anhand der Ergebnisse der

Deletionsexperimente kaum Hinweise oder Erkenntnisse gewinnen.

3.1.3 Funktion der kleinen Untereinheiten

Die genaue Funktion einer kleinen Untereinheit im bgf-Komplex ist bislang in keinem Organismus
aufgeklart worden. Erkenntnisse in dieser Richtung stammen wie oben erwahnt insbesondere von den
ApetG- und ApetL-Mutanten (Berthold et al., 1995, Takahashi et al., 1996) der Grlnalge
Chlamydomonas reinhardtii, fir die ein photoautotrophes Wachstum eingeschrankt oder unmdglich
ist, sowie die Gesamtmenge an bgf-Komplex stark erniedrigt ist. Letal wirkt sich die Deletion von PetN
in Tabak aus (Hager et al., 1999).

Da PetG, PetM und PetN aufgrund fehlender redoxaktiver Gruppen nicht unmittelbar an katalytischen
Prozessen beteiligt sind, muss fir sie eine andere (im Fall von PetG und PetN essentielle) Funktion
postuliert werden. Die Rolle von PetG und PetN im bgf-Komplex kénnte der von Untereinheit 6 im
mitochondrialen bc1-Komplex entsprechen, fur die bei Hefe gezeigt wurde, dass sie der Stabilisierung
einer voll aktiven, dimeren Struktur dient (Schmitt und Trumpower, 1990). Eine Beteiligung von kleinen
Proteinuntereinheiten an der Stabilisierung und Oligomerisierung ist auch fir die
Membranproteinkomplexe der Reaktionszentren von Photosystem | (Xu et al., 1995) und Photosystem
Il (Kunstner et al., 1995; Takahashi et al., 1994) durch Deletionsstudien belegt.

Alternativ kdnnten die kleinen Untereinheiten auch mit anderen Proteinen interagieren, und Uber

diesen Kontakt eine Signalkaskade beeinflussen. Auf diese Weise kdonnten vom bgf-Komplex als
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Sensor aufgenommene Signale Uber eine Transduktionskette Vorgadnge innerhalb der Zelle

regulieren.

3.2 Identifizierung und Charakterisierung von mehreren Rieske FeS-Proteinen in Anabaena sp.

In A. variabilis bzw. Anabaena PCC 7120 wurde mit einer Ausnahme fir jede Untereinheit des bgf-
Komplexes jeweils nur ein Gen identifiziert. Interessanterweise wurden aber in beiden Organismen
mehrere Gene fur die Rieske-Untereinheit gefunden. Grundlage fur die Klassifizierung als Rieske
FeS-Protein war vorrangig das Auftreten der beiden charakteristischen Bindemotive des [2Fe2S]-
Clusters. Solche [2Fe2S]-Cluster kommen als prosthetische Gruppe allerdings in einer Vielzahl von
Enzymen vor. Die Bindung des Clusters erfolgt tiber die Koordination der Fe-Atome an den Schwefel
von Cysteinresten. Eine Ausnahme innerhalb dieser generellen Koordination des [2Fe2S]-Clusters
bilden die Rieske FeS-Zentren, bei denen eines der Fe-Atom uber die ¢-Stickstoffatome der
Imidazolringe zweier Histidinreste gebunden wird. Proteine mit einem solchen Rieske [2Fe2S]-Cluster
werden in zwei Gruppen unterteilt (Schmidt und Shaw, 2001). Neben dem zuerst entdeckten Protein
mitochondrialer bc;-Komplexe (Rieske et al., 1964) gehdéren auch solche aus bc-Komplexen
bakterieller ~Atmungsketten (Trumpower and Gennis, 1994), aus b¢f-Komplexen des
photosynthetischen Elektronentransportes von Pflanzen und photosynthetischen Bakterien (Riedel et
al., 1991) und solche aus Archaeen (Schafer et al., 1996) zu der Gruppe der Rieske FeS-Proteine. Die
zweite Gruppe wird von bakteriellen Hydroxylasen und Oxygenasen (Mason und Cammack, 1992;
Butler und Mason, 1997) gebildet, sowie nach neuesten Erkenntnissen auch von eukaryotischen
Oxygenasen (Schlenzka et al., 1996; Rathinasabapathi et al., 1997). Diese Enzymgruppe wird auch
als Proteine des “Rieske-Typs* bezeichnet.

Fir eine Einordnung aller sieben PetC-Sequenzen der beiden Anabaena Species in die Gruppe der
Rieske FeS-Proteine spricht das Auftreten zweier hoch konservierter Cysteinreste (s. Abb. 2.4), die
zur Ausbildung der fiir diese Gruppe charakteristischen Disulfidbriicke zwischen den Bindemotiven
des [2Fe2S]-Clusters bendtigt werden (Kauppi et al., 1998). Diese Disulfidbriicke tritt nur bei Rieske
FeS-Proteinen auf, nicht aber bei Proteinen die zwar [2Fe2S]-Cluster als prosthetische Gruppen
besitzen, funktionell aber andere enzymatische Reaktionen katalysieren. Weiterhin ist der C-terminal
der Cluster-Bindestellen gelegene sogenannte Pro-loop ein weiteres nur in Rieske FeS-Proteinen
hinreichend konserviertes Merkmal (lwata et al., 1996).

Die Analyse der aus den petC-Genen abgeleiteten Proteinsequenzen liefert noch weitere Hinweise
darauf, dass es sich auch bei PetC2 und PetC4 funktionell um Rieske FeS-Proteine handeln kénnte.
So weisen PetC2 bei A. variabilis bzw. PetC2 und PetC4 bei Anabaena PCC 7120 neben den
homologen Bindemotiven der prosthetischen Gruppe eine 30-40 prozentige Identitat (vgl. Tab. 2.2) in
der Gesamtsequenz zum jeweiligen PetC1-Protein auf. Auch die Lange des offenen Leserahmens
(178-179 AS) und die GrdRe des daraus abgeleiteten Proteins (~ 19 kDa) sind vergleichbar. PetC1 ist
durch Ansequenzierung als Rieske-Untereinheit des angereicherten bgsf-Komplexes bei Anabaena
PCC 7120 identifiziert worden (s. 2.4.2). Die gemessene Aktivitdt des angereicherten Komplexes
spricht fir PetC1 als funktionelles Rieske FeS-Protein in Anabaena sp. Zudem sind alle bisher in
Cyanobakterien beschriebenen Gene fir die funktionelle Rieske-Untereinheit des Cytochrom bgf-

Komplexes wie petC1 in einem Operon mit dem Cytochrom f codierenden petA-Gen organisiert.
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Abweichend in bezug auf die GroRe verhalt sich das PetC3-Protein verglichen mit dem jeweiligen
PetC1-Protein. Aufgrund mehrerer Deletionen codiert petC3 ein etwa 14 kDa grof3es Protein mit einer
Lange von nur 136 Aminosauren (Abb. 2.3). Dennoch besitzt auch PetC3 wie alle anderen PetC-
Proteine einen sehr hydrophoben Bereich von etwa 20 Aminosauren am N-Terminus des Proteins, der
ausreichend zur Bildung einer a-helicalen Transmembranspanne ist. Dieser Membrananker ist fir
Rieske FeS-Proteine in den Kristallen mitochondrialer bci-Komplexe gezeigt worden und wird
gleichsam auch fiir die funktionsanalogen Proteine in bgf-Komplexen angenommen (Karauchnow et
al., 1997).

Die aus den Sequenzvergleichen der Rieske-lsoformen ermittelten Eigenschaften deuten stark darauf
hin, dass es sich bei allen durch die petC-Gene codierten Proteine um Rieske FeS-Proteine handeln
kdnnte. Inwieweit diese Proteine auch tatsachlich exprimiert werden und ob sie im Fall einer
Expression auch Bestandteil des b¢f-Komplexes von Anabaena sp. sind konnte anhand von

Sequenzanalysen allerdings nicht beantwortet werden.

3.2.1 Auftreten von Rieske-Isoformen in anderen Organismen

Das Vorkommen mehrerer Gene fir Isoformen des Rieske FeS-Proteins im Genom ist zwar nicht
ausschliellich auf Cyanobakterien beschrankt, scheint bei diesen aber ein verbreitetes Merkmal zu
sein. In allen vollstandig sequenzierten cyanobakteriellen Genomen treten mindestens drei Gene fir
Rieske FeS-Proteine auf. Nach Schiitz et al. (2000) sind nur noch in phylogenetisch urspriinglichen
Organismen wie z.B. in Aquifex aeolicus, in Deinococcus radiodurans und in der Gruppe der
Archaeen bei Aeropyrum pernix mehrere Rieske-Gene gefunden worden. Interessanterweise sind
aber in hdéheren Pflanzen und Algen solche Isoformen bisher nicht bekannt. Bei den in Tabak
identifizierten zwei Genen fir ein Rieske FeS-Protein scheint es sich aufgrund der gleichstarken
Expression und des extrem hohen Identitdtsgrads von Uber 98 % wohl eher um die Allele desselben
Gens zu handeln (Madueno et al., 1992).

Das Auftreten von mehreren petC-Genen in allen Cyanobakterien scheint auf eine funktionelle Rolle
der einzelnen PetC-Proteine hinzudeuten. Wahrscheinlich besitzen Cyanobakterien durch mehrere
Isoformen dieses Proteins Vorteile z. B. bei der Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen, da
jede dieser Isoformen unterschiedliche reguliert werden kénnte (Tandeau de Marsac und Houmard,
1993). Vergleichbares ist in Synechocystis PCC 6803 fiir das Gen der PS ll-Untereinheit PsbA gezeigt
worden, wo sich das Expressionsmuster der homologen Gene psbAl, psbA2 und psbA3 bei
verschiedenen Lichtbedingungen verandert (Mohamed et al., 1993; Salih und Jansson, 1997).

Da Cyanobakterien als Vorlaufer der Chloroplasten gelten, zumindestens aber auf einen
gemeinsamen Ursprung zuriickgehen, sind Rieske-Isoformen in héheren Organismen wahrscheinlich
im Verlauf der Evolution verschwunden. Die Funktionen der alternativen Rieske FeS-Proteine wurde
in Chloroplasten dann moglicherweise von anderen Komponenten Ubernommen oder nicht mehr

gebraucht.
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3.2.2 Expressionsstudien

Mittels RT-PCR-Analysen konnte gezeigt werden, dass alle vier Gene fiir Rieske FeS-Proteine in
Anabaena PCC 7120 zumindest transkribiert werden. Wahrend die Transkripte von petC1, petC2 und
petC3 konstitutiv vorhanden sind, ist ein transienter Anstieg der petC4-mRNA zu beobachten (s.
unten). Da die Regulation der Expression in Cyanobakterien hauptsachlich auf transkriptioneller
Ebene ablauft (Curtis und Martin, 1994), kann auch das Vorhandensein aller vier PetC-Proteine
angenommen werden. Reportergenstudien mit dem “Green Fluorescent Protein“ (GFP) sollten die
Expression aller vier Proteine in Anabaena PCC 7120 verifizieren. Dazu wurde der jeweilige putative
Promotorbereich vor das gfp-Gen kloniert und mittels eines “Shuttlevektors® in den WT von Anabaena
PCC 7120 gebracht. Trotz der Verwendung einer GFP-Variante mit der solche Expressionsstudien
schon erfolgreich in diesem Organismus durchgefiihrt werden konnten (Yoon und Golden, 1998), war
dieser Ansatz bis zum jetzigen Zeitpunkt allerdings nicht erfolgreich. Ursachlich kdnnte das darauf
zurickzufuhren sein, dass die Expression des von Yoon und Golden (1998) untersuchten Proteins
(PatS) verglichen mit den Untereinheiten des bgf-Komplexes sicherlich nur auf einem sehr geringen
Niveau stattfindet. Dementsprechend wird auch das PatS-GFP-Fusionsprotein nur in sehr geringer
Menge gebildet. Im Gegensatz dazu war moglicherweise die durch die Rieske-Promotoren gesteuerte
Expression des GFP aber so hoch, dass eine flir die Zelle letale Konzentration an GFP erreicht wurde.

Solche Phanomene sind gerade fur die Gattung Anabaena schon beschrieben worden.

Neben der gezeigten Transkription aller Rieske-Gene in Anabaena PCC 7120 sprechen auch
Untersuchungen der drei Rieske-lsoformen im verwandten Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803
fur eine mogliche Expression aller vier Rieske FeS-Proteine von Anabaena PCC 7120. So konnte in
Synechocystis PCC 6803 nicht nur die Expression aller drei Proteine unter physiologischen
Bedingungen durch “Western Blot* Analysen mit spezifischen Antikbrpern gezeigt werden (Schneider,
2000), sondern zumindestens zwei Isoformen (PetC1 und PetC3) sind auch assoziierte Untereinheiten
eines bef-Komplexes (Schneider et al., 2001b). Wahrscheinlich werden in Synechocystis PCC 6803
alle drei Rieske-Isoformen konstitutiv exprimiert, sind aber in unterschiedlichen Mengen
Untereinheiten des bgf-Komplexes. Es gibt offensichtlich in diesem Cyanobakterium heterogene bef-
Komplexe, die sich nur in ihrer Rieske-Untereinheit voneinander unterscheiden. So konnte von
Schneider (2000) mittels “Western Blot* Analyse gezeigt werden, dass die Menge an isoliertem bgf-
Komplex mit PetC1 als Rieske-Komponente in isolierten Membranen wesentlich groRer ist als die
Menge an bgf-Komplex mit einer der alternativen Untereinheiten. Eine vergleichbare Situation kénnte
auch in Anabaena PCC 7120 vorliegen. Bei der Ansequenzierung der Rieske-Bande des aus allen
Zellen des Filamentes isolierten bgf-Komplexes konnte nur PetC1 identifiziert werden. PetC2, PetC3
und PetC4 konnten auf diese Weise nicht als integrale Bestandteile des Komplexes angesprochen
werden. Sie sind womaoglich aber dennoch in geringerer Menge als PetC1 als Komponenten eines
alternativen be¢f-Komplexes vorhanden, das Signal des dominanten PetC1 machte aber eine
Identifizierung unmoglich. Bei dem aus Heterocysten isolierten bgf-Komplex war eine
Ansequenzierung der putativen Rieske FeS-Proteine erfolglos. Vielleicht sind die Proteine N-terminal

maskiert und eine Sequenzierung daher nicht moglich. Der erfolglose Sequenzierungsversuch kann
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aber auch auf ein verandertes Verhaltnis der Rieske-Untereinheiten in den bgf-Komplexen aus
Heterocysten hindeuten. Méglicherweise Ubernehmen eines oder beide der alternativen Proteine
PetC2 und PetC4 die dominante Rolle von PetC1, diese Annahme konnte aber mittels
Ansequenzierung nicht verifiziert werden. Antikérper gegen synthetische Peptide nicht homologer
Bereiche der PetC-lsoformen koénnten in Zukunft zur Identifizierung der jeweiligen Isoform in

verschiedenen Zelltypen der Filamente beitragen.

3.2.3 Redoxpotentiale der Rieske-Isoformen

Interessante Hinweise auf eine mogliche Funktion liefern die Redoxpotentiale der abgeleiteten Rieske
FeS-Proteine. Wie von Schiitz et al. (1994) vorgeschlagen und experimentell von Denke et al. (1998)
bestatigt, kann anhand zweier charakteristischer Aminosauren am C-terminalen Ende des zweiten
[2Fe2S]-Cluster-Bindemotivs das Redoxpotential des Proteins vorhergesagt werden (s. Abb. 2.4).
Experimentell ermittelte Redoxpotentiale unterstitzen diese Theorie. Im folgenden sind die
Mittelpunktspotentiale der Rieske FeS-Proteine einiger ausgewahlter Organismen in Zusammenhang

mit der Sequenz des zweiten Bindemotivs und der beiden ausschlaggebenden Aminosduren

aufgefuhrt.
Bindemotiv Il | Organismus Em [mV] |Literatur
CPCHGSxY Spinat Chloroplast +300 Zhang et al., 1996
Rinderherz Mitochondrien +312 Link et al., 1992
Saccharomyces cerevisiae +285 Denke et al., 1998
Rhodobacter capsulatus +310 Trumpower, 1981
Synechocystis PCC 6803 | PetC1 +320 Schneider, 2000
PetC2 +300
Anabaena variabilis PetC1 n. bekannt | diese Arbeit
PetC2 | n. bekannt
Anabaena PCC 7120 PetC1 n. bekannt | diese Arbeit
PetC2 | n. bekannt
PetC4 | n. bekannt
CPCHGSxF Pyrobaculum aerophilum +229 Henninger et al., 1999
Saccharomyces cerevisiae Y185F +217 Denke et al., 1998
CPCHGzxY Chlorobium limicola +160 Trumpower, 1981
Thermus termophilus +150 Kuila und Fee, 1986
Saccharomyces cerevisiae S183A +155 Denke et al., 1998
Anabaena variabilis PetC3 n. bekannt | diese Arbeit
Anabaena PCC 7120 PetC3 n. bekannt | diese Arbeit
CPCHGyxF Heliobacillus mobilis +150 Kramer et al., 1997
Saccharomyces cerevisiae S183A, +105 Denke et al., 1998
Y185F
Synechocystis PCC 6803 PetC3 +135 Schneider, 2000

Tabelle 3.1: Sequenz der C-terminalen Bindedomé&ne des [2Fe2S]-Clusters und der Redoxpotentiale (Em)
einiger ausgesuchter Rieske FeS-Proteine. Aminosaurereste mit Hydroxylgruppen an den
Positionen 6 und 8 der Bindedomane sind fett gedruckt. x, y und z bezeichnen variable
Aminosaurereste.

Die Hydroxylgruppen der Serin- und Tyrosinreste stabilisieren Gber Wasserstoffbrickenbindungen die
reduzierte Form des [2Fe2S]-Clusters und sind somit verantwortlich fir das extrem hohe
Redoxpotential des Proteins von etwa +300 mV. Bei Organismen mit einem Austausch Y—F an
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Position 8 ist das Redoxpotential etwa 60-80 mV geringer. Deutlich wird dieser Effekt besonders in der
Y185F-Mutante von S. cerevisiae (Denke et al., 1998). Noch drastischer wirkt sich die Substitution des
Serinrestes an Position 6 aus. Das Redoxpotential sinkt bei der S. cerevisiae-Mutante S183A von
urspringlich +285 auf +155 mV. Vergleichbare Werte (Tab.3.1) finden sich auch bei Organismen wie
z.B. C. limicola, die ebenfalls an dieser Position keinen Serinrest besitzen (Schitz et al., 1994). Das
Fehlen beider Hydroxylgruppen an den Positionen 6 und 8 vermindert das Redoxpotential noch
weiter, was auch durch den Wert der Doppelmutante S183A und Y185F von S. cerevisiae deutlich
wird.

Obwohl die Redoxpotentiale der Anabaena Rieske FeS-Proteine bis jetzt noch nicht ermittelt wurden,
lassen sie sich aufgrund der Einordnung in obige Tabelle sicherlich bis zu einem gewissen Grad
vorhersagen. Da die Redoxpotentiale von Ubichinol und Plastochinol mit etwa +100 mV sehr ahnlich
sind (Rich und Bendall, 1980), scheint es zulassig zu sein, Werte von Organismen mit bc-Komplexen
und solche aus Organismen mit bsf-Komplexen gleichermallen in die Betrachtungen einzubeziehen.
Demnach lassen die beiden Aminosauren an den Positionen 6 und 8 des C-terminalen Bindemotivs
fur die langeren Rieske-Isoformen (PetC1, PetC2 und PetC4) sowohl von A. variabilis als auch von
Anabaena PCC 7120 ein Redoxpotential von ~ +300 mV vermuten. Dieser Wert entspricht den
bekannten Redoxpotentialen von bgf- und bc;-Rieske FeS-Proteinen aus Ubi- bzw. Plastochinol
oxidierenden Organismen (Henninger et al., 1999).

Im Gegensatz dazu liegt das Redoxpotential beider PetC3-Proteine von Anabaena sp. gemaf obiger
Vorhersage durch den S6A-Austausch mit 150 bis 160 mV wahrscheinlich um etwa 150 mV niedriger.
Das niedrige Redoxpotential hat aber Konsequenzen auf die mogliche Funktion des PetC3 Proteins.
Wahrend PetC1 und PetC2 ein fir Rieske Proteine typisches Redoxpotential aufweisen und somit als
Plastochinol-Oxidase wirken kdénnen, ist eine Oxidation von Plastochinol durch PetC3
unwahrscheinlich. Aufgrund des Mittelpunktspotentials des Quinonsystems erscheint eine Oxidation
von Plastochinol durch PetC3 zwar mdglich, betrachtet werden missen aber die Redoxpotentiale der
beiden Halbreaktionen vom Plastochinol zum Semiplastochinon bzw. vom Semiplastochinon zum
Plastochinon (Rich, 1984; Hauska et al.,1996).

Bisher ist kein bgf-Komplex mit einem Rieske FeS-Protein solch geringen Redoxpotentials bekannt.
Allerdings sind Rieske FeS-Proteine einiger bakterieller bc-Komplexe mit Redoxpotentialen zwischen
+100 und +200 mV beschrieben worden, die Menachinol anstelle von Ubi- oder Plastochinol als
Elektronendonor benutzen (Liebl et al., 1992). Interessanterweise benutzen Organismen, in denen
entweder eine oder beide Hydroxylgruppen an den Aminosaureresten der Positionen 6 und 8 des
zweiten Bindemotivs fehlen, immer Menachinol (-70 mV) als Elektronendonor fir ihre bc-Komplexe
(Henninger et al., 1999).

Fir einen bgf-Komplex mit einer PetC3-Untereinheit muss anhand dieser Daten ein
Elektronentransportweg postuliert werden, in dem ein Menachinol oxidiert wird. Es gibt Anhaltspunkte
fur das Auftreten von freiem Menachinol in A. variabilis ATCC 29413, da in Thylakoidmembranen 3.5
Phyllochinone/P7q0, in gereinigten PS [-Komplexen jedoch nur 2,0 Phyllochinone/P7o, auftreten
(Lockau et al., 1987). Auch in Anacystis nidulans enthalten Membranen stochiometrisch mehr 5’-
Monohydroxyphyllochinon/P7o, als der gereinigte PS I|-Komplex (Ziegler et al., 1989). Auch in
Synechocystis PCC 6803 soll Menachinol (Naphtochinon) in geringen Umfang in
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Thylakoidmembranen vorhanden sein (Johnson et al., 2000). Unklar ist allerdings, ob dieses
Menachinol in freier Form oder gebunden an PS | vorliegt (Schneider et al., 2001b).

Ungebundenes Menachinon in cyanobakteriellen Membranen stellt einen potentiellen Elektronendonor
fur ein “low-potential“ Rieske FeS-Protein wie PetC3 dar. Daraus ergabe sich eine spezielle Funktion
eines PetC3-haltigen bsf-Komplexes. Spekuliert werden kann wegen der Nahe zu Komponenten von
PS | {ber eine Rolle im zyklischen Elektronentransport, wie er z.B. verstarkt in Heterocysten
stattfindet.

3.2.4 Deletion der petC-Gene

Die Deletion der vier petC-Gene von Anabaena PCC 7120 sollte die Frage beantworten, inwieweit
diese Gene flir den Organismus essentiell sind. Wahrend eine vollstidndig segregierte Mutante von
petC1l nicht gewonnen werden konnte, war eine Deletion der alternativen Gene petC2, petC3 und
petC4 erfolgreich. Eine Deletion von petCl konnte bisher wahrscheinlich deshalb nicht erreicht
werden, da durch die Insertion der C.K3-Kassette (Elhai und Wolk, 1988a) auch die Transkription des
mit petC1 in einem Operon liegenden petA-Gens beeintrachtigt oder unterbunden wurde. Das Fehlen
des von petA codierten essentiellen Cytochrom f verhinderte dann das Wachstum einer vollstandig
segregierten ApetCl-Mutante. Die Erzeugung dieses Stammes sollte aber durch die angestrebte
Komplementation von PetA durch die Integration eines petA-tragenden “Shuttlevektors® maoglich sein,
falls die Deletion von petC1 fir den Organismus nicht letal ist. Eine vergleichbare Strategie hat in
Synechocystis PCC 6803 eine Deletion von petC1 ermdglicht (Schneider, 2000).

Die Stdmme der Deletionsmutanten der anderen drei Rieske-Gene zeigten in ihrem Wachstum unter
Standardbedingungen in NOj™-haltigem Medium keinerlei Unterschiede zu einer WT-Kultur. Bei
Entzug von gebundenem Stickstoff aus dem Medium hatte die Deletion von petC2 und petC3 keinen
Effekt auf das Wachstum. Die ApetC4-Mutante war allerdings im Vergleich zu den ApetC2- und
ApetC3-Mutanten und der WT-Kultur nicht mehr in der Lage mit N, als einziger Stickstoffquelle zu
wachsen. Dieser Phanotyp konnte durch Komplementation mit einer Kopie des WT-Gens vollstandig
aufgehoben werden. Die Fluoreszenz der Phycobilisomen in der ApetC4-Mutante 48 h nach “Stickstoff
step down" zeigt, wie innerhalb des gesamten Filamentes aufgrund der Stickstoffmangelbedingungen
Phycobilisomen abgebaut werden. Im WT sind solche Abnahmen der Phycobilisomenfluoreszenz zu
diesem Zeitpunkt nur in den Heterocysten auszumachen. Zwar tritt der Abbau der Phycobilisomen am
Anfang des Differenzierungsprozesses in allen Zellen des Wildtyps auf, wird aber spater durch
Neusynthese in den vegetativen Zellen wieder kompensiert (Fay, 1992).

PetC4 ist offensichtlich fiir ein Uberleben unter Wachstumsbedingungen essentiell, in denen das
Cyanobakterium als einzige Stickstoffquelle N, aus der Luft nutzt. Ohne dieses Protein kann
Anabaena PCC 7120 scheinbar den vollstdndigen Differenzierungsprozess nicht durchflhren, der
letztendlich zur Ausbildung reifer Heterocysten mit der Fahigkeit zur Stickstofffixierung fuhrt. Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen von Filamenten der ApetC4-Mutante zeigen 48 h nach Induktion des
Differenzierungsprozesses keine ausgereiffen  Heterocysten. In den Aufnahmen der
Phycobilisomenfluoreszenz derselben Filamente kdnnen aber Zellen angesprochen werden, die

aufgrund ihres geringeren Phycobilisomengehaltes als Vorlaufer einer Heterocyste determiniert zu



43 Diskussion

sein scheinen. Die Reifung dieser Zelle zur Heterocyste ist jedoch zu einem frihen Zeitpunkt arretiert.
In welcher Form PetC4 eine solch gravierende Rolle im Prozess der Heterocystendifferenzierung
spielt, ist bisher vollig unklar.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die differentielle Expression von PetC4. Die in dieser Arbeit
gezeigte Steigerung der Transkription etwa 10 h nach Beginn des Differenzierungsprozesses deutet
stark auf eine heterocystenspezifische Funktion von PetC4 hin. Obwohl ein Auftreten von PetC4
ausschlieBllich in Heterocysten nicht ohne Zweifel gezeigt werden konnte, deutet der Vergleich mit
bekannten differentiellen Genen auf eine heterocystenspezifische Expression hin. Bei nahezu allen
bisher untersuchten durch Stickstoffmangel induzierten Genen, die far die
Heterocystendifferenzierung essentiell sind, fand eine in den Heterocysten lokalisierte Expression statt
(z.B. bei devA: Maldener et al. 1994; hetR: Black et al., 1993; hetC: Xu und Wolk, 2001). Auch das
devB-Gen (Fiedler et al. 2001; Maldener et al., 1994), das eine spezifische Rolle im
Differenzierungsprozess spielt, zeigte wie petC4 bei einer RT-PCR Analyse eine induzierte
Transkription. Die Mutation von devB fihrt wie im Fall der ApetC4-Mutante zu einer Arretierung in der
Differenzierung von Heterocysten und somit zur Unfahigkeit, N, aus der Atmosphare zu fixieren. Die
ApetC4-Mutante ist allerdings deutlich friiher arretiert und wohl eher vergleichbar mit der von Xu und
Wolk (2001) beschriebenen AhetC-Mutante.

Bei der Charakterisierung des Differenzierungsprozesses sind insbesondere solche Mutanten von
Interesse, die unter aeroben Bedingungen N, nicht fixieren kénnen (Fox'), da sie eventuell in einem
Zwischenstadium der Heterocystendifferenzierung arretiert sind. Eine Vielzahl solcher Fox-Mutanten

sind phanotypisch charakterisiert worden (Ernst et al., 1992).

Phanotyp Eigenschaften der Mutanten
Fox unfahig zur N,-Fixierung unter aeroben Bedingungen
Fix unfahig zur No-Fixierung auch unter anaeroben Bedingungen
Het’ zeigen keine morphologischen Veranderungen
Hen bilden keine heterozystenspezifische Hiille
Dab kénnen Diaminobenzidin nicht oxidieren
Hgl besitzen keine heterozystenspezifischen Glykolipide
Hep besitzen keine heterozystenspezifischen Polysaccharide

Tabelle 3.2: Definition der von Ernst et al. (1992) eingefiihrten Abkiirzungen zur Charakterisierung
von Anabaena-Mutanten

Durch diese Charakterisierung wurden die Fox-Mutanten in Gruppen zusammengefasst, die sich
aufgrund ihrer Eigenschaften in den zeitlichen Ablauf der Differenzierung einordnen lassen. Am
Anfang stehen solche Mutanten, die keine erkennbare Differenzierung zeigen (Het). Die folgende
Gruppe, zu der die devB-Mutante (Fiedler et al.,1998a und b) zahlt, besitzt zwar schon Heterozysten
(Het"), die spezifische Hiille ist jedoch nicht oder unvollstindig ausgebildet (Hen). Auch die
charakteristische Oxidation von Diaminobenzidin kann diese Gruppe nicht durchfihren (Dab’). Damit
unterscheidet sie sich von der Gruppe mit Mutanten, die zwar ebenfalls keine vollstandige Ausbildung
der Schutzhille zeigen, deren Fahigkeit, die Diaminobenzidin-Oxidation zu katalysieren jedoch auf
eine schon weitergehende Reifung des Protoplasten hindeutet. Anndhernd am Ende der zeitlichen

Einteilung stehen schlieRlich Mutanten, die zwar morphologisch intakte Heterozysten ausbilden, unter
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aeroben Bedingungen aber keinen Stickstoff fixieren kdnnen, da ihnen essentielle respiratorische
Enzyme oder eines der nif-Genprodukte fehlen (Fix).

Zusammenfassend lasst sich die ApetC4-Mutante anhand dieser Kriterien phanotypisch
folgendermalen charakterisieren. Es treten keine morphologischen Veranderungen in den Zellen des
Filamentes auf (Het), die heterocystenspezifische Hille wird nicht gebildet (Hen’), Diaminobenzidin
kann nicht oxidiert werden (Dab’) und die Mutante ist unfahig zur Fixierung von N, unter aeroben

Bedingungen (Fox).

3.2.5 Mdgliche Funktionen der Rieske-Isoformen

Funktionell kann Uber die Rieske-Isoformen keine endgiiltige Aussage getroffen werden. Aufgrund der
oben diskutierten Hinweise scheinen alle vier Rieske FeS-Proteine in Anabaena PCC 7120 exprimiert
zu werden. Zumindest PetC1 ist auch eine assoziierte Untereinheit des Komplexes. Fir die drei
alternativen Rieske FeS-Proteine PetC2, PetC3 und PetC4 kann auch aufgrund der vergleichbaren
Situation im Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803 eine Rolle als Untereinheit des bgf-Komplexes
angenommen werden. Es scheint in Anabaena PCC 7120 wie in Synechocystis PCC 6803
heterogene bgf-Komplexe zu geben. Warum besitzt Anabaena PCC 7120 aber unterschiedlich
zusammengesetzte bgf-Komplexe? Es ware mdglich, dass die verschiedenen bsf-Komplexe
unterschiedliche Funktionen im respiratorischen oder dem photosynthetischen Elektronentransport
Ubernehmen. Cyanobakterien mit ihren stark vernetzten Elektronentransportketten kénnten durch
heterogene bef-Komplexe den Elektronenfluss an diesem zentralem Knotenpunkt des
Elektronentransportes koordinieren. Die in Bezug auf ihre Rieske FeS-Untereinheit differierenden bef-
Komplexe kdnnten z.B. jeweils nur in den Elektronentransport der Atmungskette, den linearen oder
zyklischen photosynthetischen Elektronentransport involviert sein. So kénnte z.B. PetC1 aufgrund
seiner offenbar dominierenden Rolle und seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Rieske FeS-Proteinen aus
Spinatchloroplasten nur am photosynthetischen Elektronentransport beteiligt sein. Dieser Theorie
widersprechen elektronenmikroskopische Aufnahmen mit einem Immunogold markierten PetC1-
Protein im Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803 (Schneider, 2000). Dort war PetC1 sowohl in
der Cytoplasmamembran als auch in den Thylakoidmembranen lokalisiert. In den
Cytoplasmamembranen von Synechocystis PCC 6803 sind aber nachweislich keine Komponenten
des photosynthetischen Elektronentransportes vorhanden (Cooley und Vermaas, 2001). PetCA1
scheint also keine ausschlieRliche Funktion im photosynthetischen Elektronentransport zu haben.

Unter der Voraussetzung, dass in Cyanobakterien verschiedene Elektronentransportprozesse ohne
raumliche Trennung innerhalb der gleichen Membran vonstatten gehen, muss von einem Pool
unterschiedlicher bgf-Komplexe gesprochen werden. Die Zusammensetzung dieses Pools kénnte
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen variieren und Uber die Verfligbarkeit der einzelnen
Rieske Untereinheiten geregelt werden. In diesem Zusammenhang ist die differentielle Expression
des PetC4-Proteins ein interessanter Gesichtspunkt. Ein bef-Komplex mit PetC4 als Rieske-
Untereinheit ist essentiell unter Stickstoffmangelbedingungen, d. h. wenn die Zelle auf eine Fixierung
von N, aus der Atmosphare angewiesen ist. In Zellen, die zur Heterocyste differenzieren, kommt es zu

einem veranderten Elektronentransport. Anstelle des linearen Elektronentransportes von PS Il zu PS |
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gewinnt die zyklische Photophosphorylierung an Bedeutung, die flr den gesteigerten Bedarf an ATP
sorgt. Ein linearer photosynthetischer Elektronentransport kann aufgrund der Inaktivierung von PS I
nicht stattfinden. In Heterocysten tritt auRerdem eine verstarkte Atmung auf, die fiir die Herstellung
und Aufrechterhaltung des fiir die Nitrogenaseaktivitat notwendigen mikroaeroben Klimas sorgt und
zusatzlich ATP liefert. Die Hochregulation des den PetC4 beinhaltenden Komplexes kénnte einen
dieser veranderten Elektronentransportwege Uber eine groRere Verfiigbarkeit der PetC4-Untereinheit
steuern, wahrend andere Elektronentransportwege im Gegenzug an Bedeutung verlieren mussten.
Das Ausschalten von PetC4 konnte zu einem Verlust eines fur die Stickstofffixierung essentiellen
Elektronentransportes filhren, was letztendlich die Unfahigkeit zur Fixierung von N, zur Folge hat.
Vorstellbar sind der Verlust einer erhdhten Respiration, wodurch der Sauerstoffpartialdruck innerhalb
der Heterocyste nicht auf den fir die Nitrogenase erforderlichen Wert gesenkt werden kann und
dieses Enzym durch O, irreversibel inaktiviert wird. Wie dieser Verlust zu einer Unfahigkeit zur
Differenzierung fihren kann, wie er in der ApetC4-Mutante beobachtet wurde, ist nicht leicht erklarbar.
Moglicherweise kann ein erhdhter Energiebedarf bei der Neusynthese heterocystenspezifischer
Proteine nicht gedeckt werden. Dieser gesteigerte Energiebedarf der werdenden Heterocyste kdnnte
im WT durch die Umstellung von linearer zu zyklischer Photophosphorilierung gedeckt werden. Eine
auch denkbare regulatorische Funktion eines PetC4-bsf-Komplexes wird weiter unten diskutiert.

Bleibt letztendlich die Frage, warum gerade die Deletion von petC4 eine so drastische Auswirkungen
auf die Heterocystendifferenzierung von Anabaena PCC 7120 besitzt. In allen anderen bisher
bekannten cyanobakteriellen Genomen finden sich nur drei Gene flir Rieske FeS-Proteine. Selbst in
den eng verwandten filamentbildenden Cyanobakterien wie A. variabilis und N. punctiforme, die wie
Anabaena PCC 7120 zu den stickstofffixierenden, heterocystenbildenden Arten gehdren, kommt ein
petC4 Gen nicht vor. Anabaena PCC 7120 beschreitet also sicherlich bei der Koordination des
Differenzierungsprozesses und der Stickstofffixierung einen anderen Weg. PetC4 (bt wahrscheinlich
in Anabaena PCC 7120 eine Funktion aus, die in den verwandten Organismen von dem sehr
ahnlichen PetC2-Protein durchgefiihrt wird. Bemerkenswert ist in dieser Hinsicht die grofle Identitat
(70,2 %) zwischen PetC2 und PetC4 (s. Tab. 2.2), die auch wesentlich groRer als die Identitat
zwischen diesen beiden Proteinen und PetC1 ist (35-37 %). Der hohe Identitatsgrad lasst vermuten,
dass petC4 aus einer Genduplikation von petC2 hervorgegangen ist. Dabei muss dieses Gen unter
die Kontrolle eines heterocystenspezifischen Promotors gelangt sein, da petC4 unter
Stickstoffmangelbedingungen offensichtlich in einer anderen Weise als petC2 reguliert wird (s. Abb.
2.7). Unter diesen Wachstumsbedingungen verschafft eine differentielle Expression dieses Proteins
Anabaena PCC 7120 mdglicherweise einen Vorteil gegentber Cyanobakterien mit nur drei Rieske
FeS-Proteinen. Im Widerspruch dazu steht die Beobachtung, dass, obwohl PetC2 konstitutiv
exprimiert zu sein scheint, dieses Protein den Verlust von PetC4 in Anabaena PCC 7120 bei
Stickstoffmangel nicht kompensieren kann. Dieses deutet auf eine andere Funktion von PetC2
verglichen mit PetC4 hin, was Anabaena PCC 7120 einen Vorteil bei der Anpassung z.B. an
unterschiedliche Lichtverhaltnisse oder Umweltbedingungen bieten kénnte (Tandeau de Marsac und
Houmard, 1993).
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Sicherlich interessant fir eine weitergehende Funktionsanalyse ware die phanotypische
Charakterisierung von ApetC2-Mutanten in A. variabilis und N. punctiforme im Hinblick auf deren

Fahigkeit zur Fixierung von N..

3.2.6 Regulatorische Funktion des Cytochrom bgf-Komplexes

Der Redoxzustand des bgf-Komplexes und des Plastochinonpools wird schon seit langerem als
regulatorischer Faktor diskutiert. Der Mechanismus dieser Redoxkontrolle und die Signalkaskade ist
aber weitgehend unbekannt. Bei einigen Prozessen wie der Regulation der Expression bestimmter
Gene in Chloroplasten scheint der PQ-Pool selbst der Signalgeber zu sein (Pfannenschmidt et al.,
1999), in anderen Fallen ist der Cytochrom bgf-Komplex direkt in die Signaltransduktion involviert. Am
besten aufgeklart ist die Verteilung des LHCII-Antennenkomplexes auf die beiden Photosysteme
durch die von dem Redoxzustand des b¢f-Komplexes kontrollierte Aktivitdt der LHCII-Kinase (Allen,
1992; Vener et al., 1997). In Cyanobakterien wurde eine Beteiligung des bgf-Komplexes an der
Redoxkontrolle der Expression des psbA-Gens gezeigt (Alfonso et al., 2000).

Eine regulatorische Funktion konnte der bgf -Komplex auch mittels seiner unterschiedlichen Rieske-
Untereinheiten ausiiben. Die in der ApetC4-Mutante beobachtete unvollstandige Reifung der
Heterocysten ist womdglich auf das Fehlen einer regulatorischen Komponente innerhalb der zur
vollstandigen Differenzierung fiihrenden Signalkaskade zurickzuflihren. Mdglicherweise dient der
PetC4-bsf-Komplex als Sensor fir den Sauerstoffgehalt in der Heterocyste. Ein Fehlen dieses
Signalgebers suggeriert der Zelle, den erforderlichen niedrigen Sauerstoffpartialdruck bereits erreicht
zu haben, woraufhin es nicht mehr zu einem Ausreifen der Proheterocysten kommt. Als Folge wird die
Nitrogenase durch den immer noch vorhandenen Sauerstoff in der Zelle fortlaufend inaktiviert. Das
Fehlen eines spezifischen Signals vom PetC4-bsf-Komplex kénnte die unvollstandige Differenzierung
der Heterocyste sowohl Uber die Steuerung enzymatischer Vorgange als auch Uber Regulation der
Expression spezifischer Gene hervorrufen.

Das Phanomen einer unvollstandigen Heterocystenreifung ist auch in solchen WT-Kulturen zu
beobachten, denen unter anaeroben Bedingungen gebundener Stickstoff aus dem Medium entzogen
wird. Unter diesen Kulturbedingungen unterbleibt die vollstandig Ausbildung der Heterocystenhille,
die Zelle ist aber durch die ungehinderte Aktivitédt der Nitrogenase in Abwesenheit von Sauerstoff zur
N,-Fixierung befahigt (Fay, 1992).
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Organismen

4.1.1.1 Cyanobakterien

Die Kulturen von Anabaena sp. Stamm PCC 7120, Anabaena variabilis FD Stamm ATCC 29413 und
deren Derivate (Tab. 4.1) wurden auf mit 1,5 % Agar verfestigten Platten eines Mediums nach Allen
und Arnon (1955) oder in 50 ml Flussigkulturen in vierfach verdiinntem Medium gezogen (A+A/4). Die
Wachstumstemperatur betrug 30°C, die Lichtintensitdt ca. 2000 Lux und die Schittelrate der
Flissigkulturen 194 rpm. Dem Medium wurde bei Bedarf KNO3 oder NH4NO;3; (+10 mM HEPES, pH
8,0) zu einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben, um in Kulturen die Bildung von Heterocysten zu
verhindern. Mutanten von Anabaena PCC 7120 wurden in Nitrat-haltigen Medien mit 50 pg/ml
Neomycin und/oder je 2,5 pg/ml Spektinomycin und Streptomycin gezogen. Den Medien fir Stdmme
mit “Shuttlevektoren” wurde 25 pg/ml Neomycin zugesetzt.

Fur praparative Zwecke erfolgte die Anzucht in 750 ml Medium in Flaschen, die in einem 30°C-
Wasserbad mit 2 % CO, angereicherter Luft begast wurden (Lockau et al., 1988). Nach zwei Tagen
wurde die Belichtung der dann dichteren Kulturen von 2000 auf 3000 Lux gesteigert. Nachfolgend

werden die verwendeten Anabaena-Kulturen beschrieben.

Stamm Genotyp Resistenzen Literatur
Anabaena sp. PCC 7120 Wildtyp Pasteur Culture Collection
SR118 petG::C.K3 Nm diese Arbeit
DR126 petC4::C.K3 Nm diese Arbeit
DR126 (pMA220) petC4::C.K3; Nm, Sm, Sp diese Arbeit
petC4
DR132 petM::C.K3 Nm diese Arbeit
SR135 petN::C.K3 Nm diese Arbeit
DR177 petC2::C.K3 Nm diese Arbeit
SR182 petC1::C.K3 Nm diese Arbeit
DR187 petC3::C.K3 Nm diese Arbeit
A. variabilis sp. ATCC 29413 | Wildtyp American Type Culture Collection

Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Anabaena-Stamme

4.1.1.2 Escherichia coli

Die in Tabelle 4.2 aufgefiihrten E. coli-Stamme wurden bei 37°C in flissigem oder auf mit 1,5 % Agar
verfestigtem LB-Medium nach Sambrook et al. (1989) gezogen. Zum Medium wurden bei Bedarf die

sterilfiltrierten Antibiotika in den folgenden Konzentrationen zugegeben (ug/ml).
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Ampicillin

Chloramphenicol

Kanamycin

Spektinomycin
Streptomycin

50 bzw. 100
25

25 bzw. 50
100

25

Stammkulturen wurden in 15 % Glycerin bei —70°C eingefroren.

Stamm Genotyp Literatur
BL21 F’, ompT, hsdSg (rgmg), gal Studier und  Moffatt,
1986
DH 5a F, endAl, hsdR17 (rx-,mg-), SUpE44, thi-1, recAl, | Bolivar und Backmann,
gyrA9e6, rel 1979
DH 10B mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80d, lacZAM15, A| Grant et. al., 1990
lacX74, deoR, recAl, endAl, araD139, A
(ara,leu)7697, galu, galK, rspL, nupG{p3:Km,
amber amp, amber tet}
HB101 proA2, leu, hsdS20(rg mg), lacY1, recAl,3 ara-14, | Sambrook et. al., 1989
galK2, rpsL20, xyl-5, mtl, supE44, xyl-5, mtl-1
J53(RP4) R+, met, pro (RP4:Ap,Tc,Km, Tra+,IncP) Wolk et al., 1984
JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, supE44,|Yanisch-Peron et al.,
relAl, D(lac-proAB)/F' [traD36, proAB+, laclq,|1985
lacZDM15]
Tabelle 4.2: Ubersicht der verwendeten E. coli-Stimme
4.1.2 Plasmide
Plasmid |Eigenschaften Resistenzen | Literatur
pGEM-T | AT-Klonierungsvektor. 3003 bp Ap PromegaD
(Herstellerangaben)
pGlow- AT-Klonierungsvektor mit gfp-Gen aus Ap InvitrogenD
TOPO Aquorea victoria. 5333 bp (Herstellerangaben)
pMA98 PCR-Produkt A. variabilis mit Oligon. 97+98 Ap diese Arbeit
(5'-Region+N-Terminus petG) in pGEM-T
(Insert 657 bp). 3662 bp
pMA116 |Pstl-Frag. (627 bp) aus PCR-Produkt A. Ap diese Arbeit
variabilis mit Oligon. 147+148 in Pstl-
Schnittstelle von pMA98. 4261 bp
pMA117 | Spel+Sphl-Frag. (1295 bp) aus pMA116 in Cm, Em diese Arbeit
Spel+Sphl-Schnittstellen von pRL271. 7363
bp
pMA118 | C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448| Cm, Em, Km |diese Arbeit
in Xbal-Schnittstelle von pMA117. 8444 bp
pMA123 | PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon. 152+153 Ap diese Arbeit
(5'-Region+N-Terminus petC4) in pGEM-T
(Insert 2388 bp). 5393 bp
pMA124 | Nhel+Spel-Frag. (2167 bp) aus PCR- Ap diese Arbeit
Produkt A. 7120 mit Oligon. 154+155 (C-
Terminus+3'-Region petC4) in Nhel+Spel-
Schnittstellen von pMA123. 7550 bp
pMA125 | Pstl+Spel-Frag. (4545 bp) aus pMA124 in Sm, Sp diese Arbeit
Pstl+Spel-Schnittstellen von pRL277. 11058
bp
pMA126 | C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448| Km, Sm, Sp |diese Arbeit
in Nhel-Schnittstelle von pMA125. 12139 bp
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pMA130

Spel-Frag. (1119 bp) aus PCR-Produkt A.
7120 mit Oligon. 168+169 (C-Terminus+3'-
Region petM) in Spel-Schnittstelle von
pRL277. 7917 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA131

Pstl+Nhel-Frag. (1011 bp) aus PCR-Produkt
A. 7120 mit Oligon. 166+167 (5'-Region+N-
Terminus petM) in Pstl+Nhel-Schnittstellen
von pMA130. 8637 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA132

C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448
in Nhel-Schnittstelle von pMA131. 9718 bp

Km, Sm, Sp

diese Arbeit

pMA133

Spel-Frag. (923 bp) aus PCR-Produkt A.
7120 mit Oligon. 170+171 (5-Region+N-
Terminus petN) in Spel-Schnittstelle von
pRL277. 7721 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA134

Nhel+Pstl-Frag. (741 bp) aus PCR-Produkt
A. 7120 mit Oligon. 172+173 (C-
Terminus+3'-Region petN) in Nhel+Pstl-
Schnittstellen von pMA133. 8163 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA135

C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448
in Nhel-Schnittstelle von pMA134. 9244 bp

Km, Sm, Sp

diese Arbeit

pMA173

PCR-Produkt A. 7120 mitOligon. 196+197
(3-Region+N-Terminus petC2) in pGEM-T
(Insert 2732 bp). 5737 bp

Ap

diese Arbeit

pMA175

Nhel+Pstl-Frag. (2341 bp) aus PCR-Produkt
A. 7120 mit Oligon. 198+199 (C-
Terminus+3'-Region petC2) in Nhel+Pstl-
Schnittstellen von pMA173. 8084 bp

Ap

diese Arbeit

pMA176

Pstl+Xbal-Frag. (5056 bp) aus pMA175 in
Pstl+Xbal-Schnittstellen von pRL277. 11561
bp

Sm,Sp

diese Arbeit

pMA177

C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448
in Nhel-Schnittstelle von pMA176. 12642 bp

Km, Sm, Sp

diese Arbeit

pMA178

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon. 200+201
(5’-Region+N-Terminus petCl) in pGEM-T
(Insert 2098 bp). 5103 bp

Ap

diese Arbeit

pMA180

Nhel+Spel-Frag. (2152 bp) aus PCR-
Produkt A. 7120 mit Oligon. 202+203 (C-
Terminus+3'-Region petC1l) in Nhel+Spel-
Schnittstellen von pMA178. 7243 bp

Ap

diese Arbeit

pMA181

Spel+Xhol-Frag. (4240 bp) aus pMA180 in
Spel+Xhol-Schnittstellen  von pRL277.
10784 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA182

C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448
in Nhel-Schnittstelle von pMA181. 11865 bp

Km, Sm, Sp

diese Arbeit

pMA183

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon. 204+205
(5’-Region+N-Terminus petC3) in pGEM-T
(Insert 2187 bp). 5192 bp

Ap

diese Arbeit

pMA185

Nhel+Pstl-Frag. (1990 bp) aus PCR-Produkt
A. 7120 mit Oligon. 206+207 (C-
Terminus+3'-Region petC3) in Nhel+Pstl-
Schnittstellen von pMA183. 7152 bp

Ap

diese Arbeit

pMA186

Pstl+Xhol-Frag. (4167 bp) aus pMA185 in
Pstl+Xhol-Schnittstellen von pRL277. 10418
bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA187

C.K3-Cassette/Xbal (1081 bp) aus pRL448
in Nhel-Schnittstelle von pMA186. 11499 bp

Km, Sm, Sp

diese Arbeit

pMA193

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon 208+181
(Promotorbereich petCl) in pGlow-TOPO
(Insert 1171 bp). 6504 bp

Ap

diese Arbeit
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pMA196

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon 210+209
(Promotorbereich petC2) in pGlow-TOPO
(Insert 1036 bp). 6369 bp

Ap

diese Arbeit

pMA198

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon 212+211
(Promotorbereich petC4) in pGlow-TOPO
(Insert 1038 bp). 6371 bp

Ap

diese Arbeit

pMA200

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon 214+213
(Promotorbereich petC3) in pGlow-TOPO
(Insert 1041 bp). 6374 bp

Ap

diese Arbeit

pMA205

Kpnl+Pmel-Frag. (2003 bp) aus pMA193 in
Smal+Kpnl-Schnittstellen von pRL488. ca.
14,1 kb

Km

diese Arbeit

pMA207

Kpnl+Pmel-Frag. (1868 bp) aus pMA196 in
Smal+Kpnl-Schnittstellen von pRL488. ca.
14 kb

Km

diese Arbeit

pMA208

Kpnl+Pmel-Frag. (1870 bp) aus pMA198 in
Smal+Kpnl-Schnittstellen von pRL488. ca.
14 kb

Km

diese Arbeit

pMA217

Kpnl+Pmel-Frag. (1873 bp) aus pMA200 in
Smal+Kpnl-Schnittstellen von pRL488. ca.
14 kb

Km

diese Arbeit

pMA220

BamHI-Frag (1595 bp) aus PCR-Produkt A.
7120 mit Oligon. 243+244 (5-
Region+petC4) in BamHI-Schnittstelle von
pRL1049. 9097 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pMA221

PCR-Produkt A. 7120 mit Oligon. 264+265
(Promotorregion petC1A-Operon) in pGEM-
T (Insert 1064 bp). 4069 bp

Ap

diese Arbeit

pMA222

Spel+Ndel-Frag. (1383 bp) aus PCR-
Produkt A. 7120 mit Oligon. 266+272 (petA)
in Spel+Ndel-Schnittstellen von pMA221.
5413 bp

Ap

diese Arbeit

pMA223

BamHI-Frag. (2431 bp) aus pMA222 in
BamHI-Schnittstelle von pRL1049. 10027 bp

Sm, Sp

diese Arbeit

pRL271

Integrationsvektorvektor mit  sacB-Gen.
Positive Selektion auf Doppelrekombination

Cm, Em

Black et al., 1993

pRL277

Integrationsvektorvektor mit  sacB-Gen.
Positive Selektion auf Doppelrekombination

Sm, Sp

Black et al., 1993

pRL448

C.K3-Kassette tragender Vektor

Ap,Km

Elhai und Wolk, 1988a

pRL488

in Anabaena 7120 autonom replizierendes
Plasmid (“Shuttlevektor*)

Km

Elhai 1993

pRL528

Helfer-Plasmid fur die Konjugation in
Anabaena sp.

Cm

Elhai und Wolk, 1988b

pRL1049

in Anabaena 7120 autonom replizierendes
Plasmid (“Shuttlevektor)

Sm, Sp

Black und Wolk, 1994

Tabelle 4.3: Aufstellung der verwendeten Plasmide. A. 7120 = Anabaena sp. PCC 7120.

4.1.3 Chemikalien und Materialien

Lésungsmittel und Feinchemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
Appligene, Biomol, Biorad, Biozym, Difco, Fluka, Merck, NEB Biolabs, PEQLAB, Riedel-de Haen,
Roche (Boehringer Mannheim), Roth, Serva, Sigma (Aldrich) und USB (Pharmacia).

Reaktionsgefalle, Plastikwaren, Gerate und andere Labormaterialien stammten von den Firmen

Becton Dicinson, Braun, Du Pont, Eppendorf, Fuji, Gilson, Kodak, Millipore, Sarstedt und Whatman.
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Filter und Membranen wurden von den Firmen Biodyne (Nylonmembran), Millipore (HATF 08250-,
Falten- und Sterilfilter), Schleicher & Schull (Cellulosenitrat-Membran) und Whatman verwendet.
Enzyme fur molekularbiologische Arbeiten stammten von den Firmen NEB Biolabs, Fermentas,

Pharmacia und Roche (Boehringer Mannheim) und wurden gemaf den Herstellerangaben verwendet.
4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Standardmethoden

Gentechnische Routinemethoden, wie Nukleinsaure-Fallung, Phenol/Chloroform-Extraktion, Ligation,
Restriktionsverdau, Klenow-Behandlung, Behandlung mit Alkalischer Phosphatase (CIP),
Nukleinsdure-Auftrennung in Agarose- bzw. Polyacrylamidgelen, etc. wurden nach Sambrook et al.
(1989) durchgefiihrt.

4.2.2 Plasmid-Praparationen aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden Kits der Firma QIAGEN (QIAprep® Spin Miniprep Kit) geman

den Angaben des Herstellers verwendet.

4.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach dem Ausschneiden der entsprechenden Bande unter langwelligem UV-Licht aus dem Gel
wurden zur Isolierung der DNA aus der Agarose alternativ der NucleoSpin® Extract Kit (Machery und
Nagel), bzw. der QIAquickTM Gel Extraction Kit (QIAGEN) nach den Richtlinien der Hersteller

angewendet.

4.2.4 1solierung genomischer DNA aus Anabaena

Lésungen:

T1oEs: 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, pH 7,5

SDS: 10 %

Chloroform: Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

Phenol: Phenol mit 100 mM TrisCl pH 7,5 aquilibriert
Phenol/Chloroform: Phenol/Chloroform (1:1)

Natriumacetat: 3 M, pH 4,8

Genomische DNA aus Anabaena wurde nach der Methode von Cai und Wolk (1990) gereinigt. Zellen
einer 50 ml Anabaena-Kultur mit einer ODggonm VON 0,5 bis 0,8 wurden durch 5 min Zentrifugation bei
5000 rpm im GSA-Rotor (Sorvall Superspeed RC2-B, DuPont) geerntet, einmal in TE gewaschen und
mit demselben Puffer auf 400 yl Endvolumen gebracht. Nach Zugabe von 150 pl sterilen Glaskugeln
(Durchmesser 200 bis 300 um, Sigma), SDS (Endkonzentration 0,5 %) und 1 Vol Phenol/Chloroform
wurde 4 mal 1 min auf einem Vortex gemischt. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C wurde der

Uberstand einmal mit 1 Vol Phenol/Chloroform und zweimal mit Chloroform extrahiert und die
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Nukleinsduren mit 2,5 Vol Ethanol und 10 % Natriumacetat gefallt. Das mit 70 % Ethanol gewaschene
und getrocknete Pellet wurde in 50 pl TE aufgenommen.

Reinheit und Konzentration der DNA-Losungen wurde durch Messung der Absorptionsspektren
zwischen 220 und 320 nm dberprift. Ein Verhaltnis von ODogp nm/OD2g0 nm Uber 2 zeigt eine hohes
Mal an Nukleinsduren im Vergleich zu aromatischen Aminoséauren an. Folgender Richtwert wurde fir

die Konzentrationsbestimmung verwendet (Sambrook et al., 1989):

OD2g0 nm = 1 entspricht 50 ng doppelstréangiger DNA/pI

4.2.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Anabaena (nhach Muro-Pastor et al.,1999)

Um RNase-frei arbeiten zu kénnen, wurden Wasser und alle Stammlésungen ohne TrisCl mit 0,1 %
DEPC behandelt. Nach einer Inkubation UN bei 37°C wurde das DEPC in den jetzt RNase-freien
Losungen durch Autoklavieren zerstort. PlastikgefaRe wurden in DEPC versetztem Wasser UN

inkubiert und ebenfalls autoklaviert. Materialien aus Glas wurden 4-5 h bei 250°C gebacken.

Ldsungen:

TsoE 100 Tris-HCI 50 mM, EDTA 100 mM, pH 8.0
STET 8% Sucrose, 5% Triton X-100, 50 mM EDTA pH 8.0, Tris pH 8.0
VRC 200 mM (Rnase Inhibitor, Biolabs)
Na-Acetat 3MpHb5.2

MgSO, 50 mM

DNase 10 u/pl (Boehringer)

Chloroform Chloroform:lsoamylalkohol (24:1)

Phenol Phenol mit 200 mM TrisCl pH 7,5 aquilibriert
Phenol/Chloroform  Phenol:Chloroform (1:1)

Tris-HCI 100 mM pH 8.0

100 bis 200 ml Zellen einer Anabaena-Kultur wurden zu bestimmten Zeitpunkten nach Induktion der
Heterocystendifferenzierung (s. 4.3.2) steril enthommen, durch Zentrifugation geerntet und danach in
600 pl (pro 100 ml Kultur) TE resuspendiert. Nach Zugabe von 130 pl Chloroform wurde 5 min auf Eis
inkubiert und anschlieRend bei 4°C fir 5 min zentrifugiert. Der klare Uberstand und das Chloroform
wurden vom Pellet abgetrennt. Das Zellpellet wurde in 400 ul STET aufgenommen und jeweils ca. 100
ul Glasskigelchen (Durchmesser 200 bis 300 pm, Sigma), 24 pyl VCR (200 mM, RNase-Inhibitor),
sowie 200 ul Phenol/Chloroform zugegeben. Anschlieend wurde der Ansatz dreimal je 3 min
gevortext und 3 min auf Eis gekuhlt. AnschlieRend folgte eine Zentrifugation fir 15 min bei 4°C. Der
klare Uberstand wurde abgenommen und durch Zugabe von 0.1 Vol Na-Acetat und 2 Vol EtOH (abs.)
bei —80°C gefallt (mindestens eine halbe Stunde). Nach der Fallung erfolgte eine Zentrifugation 15
min bei 4°C. Das feuchte Pellet wurde dann in 260 pl VRC (10 mM) aufgenommen, zweimal mit
Phenol/Chloroform und zweimal mit Chloroform extrahiert und anschlief3end mit 0.1 Vol Na-Acetat und
2 Vol EtOH (abs.) bei —80°C (mindestens 30 min) geféllt. Das nach einer Zentrifugation von 15 min bei
4°C erhaltene Pellet wurde an der Luft getrocknet und in 30 pl H,O aufgenommen. Abschliel3end
erfolgte eine DNase-Behandlung durch Zugabe von 10 pl Tris, 10 pl MgSO,4 und 4 pl DNase (10 U/pl)
und Inkubation bei 30°C fur 1 h.
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Reinheit und Konzentration der RNA-L6sungen wurde wie bei isolierter Gesamt-DNA bestimmt.

Richtwert fir die Konzentration nach Sambrook et al. (1989) ist:

ODg2go nm = 1 entspricht 40 ng RNA/ul

4.2.6 Herstellung kompetenter Zellen

Bei allen fiir die Transformation verwendeten Stdmmen von E. coli (Tab. 4.2) wurde die Herstellung
kompetenter Zellen nach der CaCl,-Methode von Cohen et al. (1972) durchgefuhrt. Dabei wurden 50
ml LB-Medium mit 500 pl einer UN-Kultur des entsprechenden Stammes angeimpft und bei 37°C bis
zu einer ODggo nm VON 0,5 gezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 5 min im
SS34-Rotor (Sorvall Superspeed RC2-B, DuPont) geerntet, in 50 ml eiskaltem 0,1 M CacCl,
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter 5 minitiger Zentrifugation bei 2500 rpm
wurde das nun weiche Zellsediment in 5 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, aufgenommen. Die Zellen wurden
mit 87 % Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 15 % versetzt, Aliquots in flissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur Transformation bei -70°C gelagert.
4.2.7 Transformation

Die kompetenten Zellen (4.2.6) wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 pl des Ligationsansatzes versetzt.
Nach einer Inkubation auf Eis fur 30 min, einem Hitzeschock bei 42°C fur 2 Minuten und der
anschlieBenden Zugabe von 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika wurde 1 h bei 37°C geschuttelt.

Transformanten wurden durch Ausplattieren auf antibiotikahaltigen Medien selektioniert.

4.2.8 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die PCR-Reaktionen wurden mit dem MasterTan Kit von Eppendorf bzw. mit der Tag-Polymerase
der Firma PEQLAB nach den Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

In einen Standardreaktionsansatz (100 pl) wurden etwa 100-200 ng “template“-DNA und je 100 pmol
der entsprechenden Oligonukleotide eingesetzt. Zur Amplifikation wurden 30 Zyklen in einem DNA

Thermal Cycler der Firma Perkin Elmer Cetus (USA) mit folgenden Einstellungen durchgefihrt:

Aufschmelzen: 60 sec bei 94°C
"Annealing": 90 sec bei Schmelztemperatur (T,,) des Oligonukleotids
Amplifikation: 120 sec bei 72°C

AnschlieRend an den letzten Zyklus erfolgte noch eine 7-15 minutige Auffullreaktion bei 72°C.

Die im folgenden aufgefuihrten Oligonukleotide wurden bei den Firmen Metabion oder MW G-Biotech

synthetisiert.
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Oligo- Sequenz 5 5 3 Position* 5’ eingefligte Verwendung

nukleotid Schnittstellen

84 AATGCTTGTACAAGAGC [A. 7120 petC1A- 5-Primer  (Amplifikation
G Op. 2689-2706 der 3'-Region von petC1)

97 GGTCTGCGCGTATCTAA | A.v. petG 3-Primer  (Amplifikation
ACT 1-20 der 3'-Region von petC1)

98 CTAGCTGCAGTCTAGAA | A.v. petG Pstl-Xbal 3'-Primer  (Amplifikation
CGATGCCTGAAAGTAGG | 644-624 der 5’-Region von petG)

125 CAGAGGCTTTCACCAAC | A. 7120 petG 5'-Primer  (Amplifikation
T 762-779 der petG-Region)

127 TGACAGCTTGTCCTTCA |A. 7120 petC1A- 3'-Primer  (Amplifikation
G Op. (3490)-3473 der 3'-Region von petC1)

129 GGGGAGGAAAGTCCGG |[A.v. 3-Primer  (Amplifikation
GCTCC der 3'-Region von petC1)

130 TAAGCCGGGTTCTGTTC |A.v. 3-Primer  (Amplifikation
TCTG von rnpB)

134 CGGAGCTCTTAAGACCA | A. 7120 petC1A- Sacl 3'-Primer  (Amplifikation
CCAGGGTTCTTCACC Op. 2570-2547 der petC1-Region)

144 GCTGTTATCAATCACTG |A. 7120 petC4 3-Primer  (Amplifikation
C 2905-2888 der petC4-Region)

146 GGTTTCTTTCCAGTACG |A. 7120 petC4 3'Primer (Amplifikation
GGGA 2955-2935 der petC4-Region)

147 GCACTGCAGTGTCACCC | A.v. petG Pstl 5-Primer  (Amplifikation
TCTCTGGGCTGTTCTAC |657-683 der 3'-Region von petG)
GC

148 CACCTGCAGACTAGTGC | A.v. petG Pstl-Spel 3-Primer  (Amplifikation
TAGCTTGGTGGTCGGAA | 1271-1239 der 3'-Region von petG)
TTGAAAAATCAAGC

152 CTGCAGTTCACGAATCG | A. 7120 petC4 Pstl 5-Primer  (Amplifikation
TTGCACCTGC 104-124 der 5’-Region von petC4)

153 GCTAGCTTGCCGTCTTG | A. 7120 petC4 Nhel 3'Primer (Amplifikation
ATAGGGATGG 2479-2459 der 5’-Region von petC4)

154 GCTAGCCCTGGAATCCC | A. 7120 petC4 Nhel 5'-Primer  (Amplifikation
TTGGATCAGC 2774-2795 der 3'-Region von petC4)

155 CACTAGTTTCGCATAGA |A. 7120 petC4 Spel 3'-Primer  (Amplifikation
GTGGAACACCC 4935-4915 der 3'-Region von petC4)

156 TAGCACTTCTGACTCCT |A. 7120 petM 5-Primer  (Amplifikation
GTGC 961-981 der petM-Region)

157 GCTTCTCATCTGTTGAA |A. 7120 petM 3'-Primer  (Amplifikation
AGCAGGC 1173-1150 der petM-Region)

158 CCAATCCCCAATACCCA | A. 7120 petN 5'-Primer  (Amplifikation
GTCC 930-950 der petN-Region)

159 GATAGTAACAGCACTAA | A. 7120 petN 3'-Primer  (Amplifikation
GGCG 1155-1135 der petN-Region)

166 CACTGCAGTCCCAGTTG | A. 7120 petM Pstl 5'-Primer  (Amplifikation
TCCTTGTTCGCC 48-68 der 5’-Region von petM)

167 GCTAGCCTGCATTCAGT | A. 7120 petM Nhel 3'-Primer  (Amplifikation
AGTTCGCCGC 1056-1036 der 5’-Region von petM)

168 CAACTAGTGCTAGCCTT |A. 7120 petM Spel-Nhel | 5-Primer  (Amplifikation
CGTAGGTTGGGCTTTGG | 1079-1102 der 3'-Region von petM)
GTGC

169 CAACTAGTGCCAAAACT |A. 7120 petM Spel 3-Primer  (Amplifikation
TCGGTGAATGCG 2185-2165 der 3'-Region von petM)

170 CACTAGTGCAAAACCTT |A. 7120 petN Spel 5-Primer  (Amplifikation
AGGTGCTGATGTCG 118-141 der 5’-Region von petN)

171 CACTGCAGAGCAAAGCA | A. 7120 petN Spel-Nhel |3'-Primer  (Amplifikation
GTCATAGCCTGG 1028-1005 der 5’-Region von petN)

172 GCTAGCGGTAGTTTGG |A. 7120 petN Nhel 5-Primer  (Amplifikation
GGACGTAACGG 1065-1085 der 3'-Region von petN)
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173 CACTGCAGAGCAAAGCA | A. 7120 petN Pstl 3'-Primer  (Amplifikation
GTCATAGCCTGG 1795-1775 der 3'-Region von petN)
179 TTTTTCTCTCCAGGGGT |A. 7120 petG 5-Primer  (Amplifikation
CGCC 975-995 der petG-Region)
180 TGCCTTGGATTGGGGAT | A. 7120 petG 3'-Primer  (Amplifikation
TGGG 1308-1288 der petG-Region)
181 AATCTACGCGCTCTTCG [A. 7120 petC1A- 3'Primer (Amplifikation
TG Op. 2030-2012 der petC1-Promotor-
Region)
184 TTGGCGTAATTCCTGTC |A. 7120 petC1A- 5-Primer  (Amplifikation
C Op. 1779-1796 der petC1-Region)
187 GCTAGCCTATAGGGGAA [ A. 7120 petN Nhel 5-Primer  (Amplifikation
TCGTGGAAAGTCC 1087-1110 der 3'-Region von petN)
190 GGACAATAGTATTCCAA |A. 7120 petC4 5-Primer  (Amplifikation
TCGAAAG 2434-2457 der petC4-Region)
192 GATACGTTGAATCAGGC | A. 7120 petC2 5-Primer  (Amplifikation
C 2703-2720 der petC2-Region)
193 CCGTGTTCCTGATGCTT | A. 7120 petC2 3'Primer (Amplifikation
G 2927-2910 der petC2-Region)
194 CGTCGGGATTTCATCAA [A. 7120 petC3 5-Primer  (Amplifikation
TG 2164-2183 der petC3-Region)
196 AAAGCGACTTCTAGACG | A. 7120 petC2 5-Primer  (Amplifikation
TTCG 14-34 der 5’-Region von petC2)
197 CTGCTAGCGGATCCATG | A. 7120 petC2 Nhel-BamHI | 3'Primer (Amplifikation
GAAGGATTGGCCTGATT | 2732-2707 der 5’-Region von petC2)
CAACG
198 CTGCTAGCGGATCCTCT | A. 7120 petC2 Nhel-BamHI |5-Primer  (Amplifikation
GAAGTTAGTTCAAGTCC |3132-3156 der 3'-Region von petC2)
AG
199 CGCTGCAGCGGTAAAG |A. 7120 petC2 Pstl 3'-Primer  (Amplifikation
GAAATGGTGGTGACG 5459-5437 der 3'-Region von petC2)
200 CACTCGAGGATTCTCCC |A. 7120 petC1A- Xhol 5'-Primer  (Amplifikation
GATGAGTTGCCTGG Op. 9-31 der 5’-Region von petC1)
201 CTGCTAGCGGATCCAAC |A. 7120 petC1lA-| Nhel-BamHI | 3'Primer (Amplifikation
TGACGTCGCCCCATATC | Op. 2084-2058 der 5’-Region von petC1)
GGGAACG
202 CTGCTAGCGGATCCTCT |A. 7120 petC1lA-| Nhel-BamHI |5-Primer  (Amplifikation
GGCTTTGAGTCACGCTA [ Op. 2471-2497 der 3'-Region von petC1)
AAACCG
203 CAACTAGTTATCCACAT |[A. 7120 petC1lA- Spel 3-Primer  (Amplifikation
TTGCACAAAGCGGCTGA | Op. 4612-4582 der 3'-Region von petC1)
ACGC
204 CACTCGAGTGCATCTTT |A. 7120 petC3 Xhol 5-Primer  (Amplifikation
GCCGACTTTGCCACC 24-48 der 5’-Region von petC3)
205 CTGCTAGCGGATCCCCT | A. 7120 petC3 Nhel-BamHI | 3'Primer (Amplifikation
ACCCAATTGATGAAATC |2189-2164 der 5’-Region von petC3)
CCGACG
206 CAGCTAGCGGATCCAAC | A. 7120 petC3 Nhel-BamHI |5-Primer  (Amplifikation
TTACGCCGCCAAGATTG | 2517-2542 der 3'-Region von petC3)
AGGGTG
207 CACTGCAGCTCACTTTC |A. 7120 petC3 Pstl 3'-Primer  (Amplifikation
TGCCTGTTGTTCTGG 4490-4467 der 3'-Region von petC3)
208 CCTACCTCGCTTGAAAT |A. 7120 petClA- 5'Primer (Amplifikation
CCcC Op. 860-879 der petC1l-Promotor-
Region)
209 AAACTTTCTCACCTTTTC [ A. 7120 petC2 3'Primer (Amplifikation
2696-2679 der petC2-Promotor-
Region)
210 GGGAGTAGCATTGAGTA [ A. 7120 petC2 5'Primer (Amplifikation
AGC 1661-1680 der petC2-Region)
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211 TATGGGTCTCCTTAAAA |A. 7120 petC4 3'Primer (Amplifikation
ATTG 2431-2411 der petC4-Promotor-
Region)
212 GCATAAAGGGAACTAAC | A. 7120 petC4 5'Primer (Amplifikation
GCC 1394-1413 der petC4-Region)
213 AGCCACTGAAGTTATGT |A. 7120 petC3 3'Primer (Amplifikation
ATTAG 2157-2136 der petC3-Promotor-
Region)
214 CTGCACACTGGTTAAAC | A. 7120 petC3 5'Primer (Amplifikation
C 1116-1134 der petC3-Promotor-
Region)
223 CTTGCTGTAGCCCTACC |A. 7120 5-Primer  (Amplifikation
AGTAGC der devB-Region)
224 GCTTGGATATCCCTGGG | A. 7120 3'Primer (Amplifikation
AGAACC der devB -Region)
230 GTGGGGGATTTTGGTAA |A. 7120 5-Primer  (Amplifikation
TGAGTCG der devT-Region)
231 GATAATTGTCTCACAGG |A. 7120 3'Primer (Amplifikation
CTGCAC der devT -Region)
234 CAGCGCAATTCATCCTC | A. 7120 petC3 3-Primer  (Amplifikation
TGCG 2989-2969 der petC3-Region)
242 GATGGTCAATAATGCCA | A. 7120 petC2 3'-Primer  (Amplifikation
CTAGC 3716-3695 der petC2-Region)
243 CTGGATCCGCAAATAGA | A. 7120 petC4 BamHI 5-Primer  (Amplifikation
TGAGGGCCAATCACG 1450-1473 der 5-Region und des
petC4-Gens)
244 GAGGATCCGCTGGAGC |A. 7120 petC4 BamHI 3'-Primer  (Amplifikation
CGCAAGCCATAACC 3038-3017 der 5-Region und des
petC4-Gens)
264 GCGGATCCAGCATACG |A. 7120 petC1A- BamHI 5-Primer  (Amplifikation
AACTATAGATAGG Op. 981-1003 der Promotorregion des
petC1A-Operons)
265 GGACTAGTAATCTACGC |A. 7120 petC1A- Spel 3-Primer  (Amplifikation
GCTCTTCGTGTATTTTG | Op. 2031-2005 der Promotorregion des
petC1A-Operons)
266 CCACTAGTCAATCGTTG |A. 7120 petC1A- Spel 5-Primer  (Amplifikation
CCCCTATAGAG Op. 2662-2682 des petA-Gens)
272 GACATGCATATGGATCC |A. 7120 petC1A-| BamHI-Ndel |3-Primer  (Amplifikation
CATGGATGGGCTTTTTC | Op. 4033-4008 des petA-Gens)
TGTTCTCCC

Tabelle 4.4: Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Die angegebenen Positionen
kennzeichnen die jeweilige Bindestelle des Oligonukleotids in den in die EMBL-Datenbank
Ubermittelten Sequenzen (s. auch Anhang). A. 7120 = Anabaena sp. PCC 7120; A.v. = Anabaena

variabilis sp. ATCC 29413.

4.2.9 RT-PCR (nach Rupp und Weintraub, 1991)

4.2.9.1 cDNA Synthese (mit ReverdAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit von MBI Fermentas)

Um RNA in cDNA umzuschreiben, wurden 1 ug Gesamt-RNA und je 20 pmol spezifischer Primer fir

das zu untersuchende Gen bzw. fir das Kontrollgen mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 12 pl

gebracht und der Ansatz 5 min bei 70°C denaturiert. Nach Zugabe von 4 pl 5x Puffer (1st Strand
Buffer), 1 pl RNAse Inhibitor und 2 pl 10 mM dNTP-Mix wurde 5 min bei 37°C inkubiert. Die reverse
Transkription erfolgte mit 1ul RT (200 U) fur 1 h bei 42°C. AnschlieRend wurde das Enzym noch 10
min bei 70°C inaktiviert.
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Als Test der eingesetzten Gesamt-RNA auf Kontamination mit DNA diente ein Kontrollansatz ohne

Reverse Transkriptase.
4.2.9.1 Amplifikation der cDNA mittels PCR (mit MasterTaqE' Kit von Eppendorf)

Das Volumen eines cDNA-Ansatzes wurde geteilt (Kontrolle und Ansatz). Zu jeder Hélfte kamen 8 pl
10x Puffer, 20 pl Master Mix, 0,3 pl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul), 20 pmol der entsprechenden
Primer und bis zu einem Endvolumen von 100 pl Wasser. Nach einer anfanglichen, 3 minitigen
Denaturierung bei 94°C, schlossen sich je nach cDNA 13 bis 25 Zyklen (empirisch ermittelt fir jedes
Gen) mit 30 sec bei 94°C, 60 sec bei der und jeweiligen Annealingtemperatur (verwendet wurde
jeweils der T,-Wert der eingesetzten Oligos) und 90 sec bei 72°C an. Danach folgte eine Inkubation

von 7 min bei 72°C.
4.2.10 Inverse PCR

Gesamt-DNA von Anabaena sp. wurden mit einem geeigneten Restriktionsenzym verdaut. Nach
Reinigung der geschnittenen DNA mit dem NucleoTrapD Kit von Macherey-Nagel wurden die
Fragmente in einer Konzentration von 10-50 ng/pl ligiert, was zur Zirkularisierung fihrte. Diese
zirkulare DNA wurde als “template” in die PCR-Reaktion eingesetzt, nachdem Einzelstrangbriiche
durch 5 minltiges Erhitzen auf 95°C erzeugt worden waren. Als Primer wurden gegenlaufige

Oligonukleotide verwendet.
4.2.11 DNA-Sequenzierung und Sequenzauswertung

Die Sequenzierung von DNA wurde von den Firmen PEQLAB und Geneart durchgefihrt. Bei
Sequenzauswertungen und —vergleichen auf Gen- bzw. Proteinebene wurden in erster Linie die
Programme DNAMAN Version 4.0 (Lynnon Biosoft.), ClustallX Version 1.64b (Thompson et al., 1997),
ExPasy Analyse von DNA- und Proteinsequenzen (http://www.expasy.ch/) und das UWGCG-Packet

(University of Wisconsin, Genetic Computer Group) nach Devereux et al. (1984) benutzt. Fir die
Suche nach Sequenzhomologien, sowie DNA- und Protein-Sequenzen im Internet wurden
hauptsachlich die Programme BLAST 2.0 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) und BLAST/SRS

http://www.ebi.ac.uk/Databases/index.html) herangezogen. Sequenzinformationen Uber

Synechocystis PCC 6803 und Anabaena PCC 7120 stammen aus der Cyanobase-Datenbank

(http://www.kazusa.or.jp/KDRI/service-e.html), tGiber N. punctiforme aus (http://spider.jgi-psf.org).

Die verwendeten Symbole in den DNA- und Proteinsequenzen entsprechen der Vereinbarung der IUB
Nomenklaturkommission (Eur. J. Biochem. 150, 1-5, 1985).

4.2.12 Markierung von DNA-Sonden

Zur Hybridisierung mit immobilisierter DNA bestimmte DNA-Sonden wurden mittels PCR (4.2.8.) mit
den entsprechenden Oligonukleotiden und dem DIG DNA PCR Labeling Kit der Firma Roche
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(Boehringer Mannheim) hergestellt. Die Menge und Richtigkeit der Digoxygenin-markierten Sonde

wurde mittels Agarosegelelektrophorese uberprift.

4.2.13 “Southern Blot* Analyse

Losungen:

Denaturierungslsg.: 1,5 M NacCl, 0,5 M NaOH

Neutralisierungsisg.: 3 M NacCl, 0,5 M TrisCl, pH 7,5

20xSSC: 0,3 M Natriumcitrat, 3 M NaCl

Hybridisierungs Isg.:  5xSSC, 1 % Trockenmilchpulver, 0,1 % N-Lauroyl-Sarcosin, 0,02 % SDS,
50 % Formamid

2xWaschpuffer: 2XSSC, 0,1 % SDS

0,1xWaschpuffer: 0,1xSSC, 0,1 % SDS

Etwa 2-10 pg genomischer DNA wurden mit Restriktionsenzymen verdaut und Uber
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Nach Denaturierung (2 mal 30 min) und Neutralisation (2 mal
30 min) wurde die DNA mittels Kapillartransfer (Southern, 1975) auf positiv geladene
Nylonmembranen der Firma Roche (Boehringer Mannheim) tbertragen und 30 min bei 120°C fixiert.

Die Membran wurde 2 h in Hybridisierungslésung vorhybridisiert und 12 h bei 42°C mit der
Digoxygenin-markierten Sonde (4.2.12) in Hybridisierungsldésung inkubiert. Nach Waschen (2 mal 5
min) bei RT in 2xWaschlésung und (2 mal 15 min bei 68°C) in 0,1xWaschldsung wurde die Detektion
mit dem DIG DNA Detection Kit der Firma Roche (Boehringer Mannheim) nach Vorschrift des

Herstellers durchgefihrt.

4.2.14 Gezielte Mutagenese von Anabaena

4.2.14.1 Konjugation von Anabaena und E. coli

Der Transfer von Plasmiden durch Konjugation von Anabaena mit E. coli wurde mittels “triparental
mating“ durchgefiihrt (Wolk et al., 1984; Elhai und Wolk, 1988b). Das zu Ubertragende Plasmid
(“Cargoplasmid“) wurde in den E. coli-Stamm HB101 mit dem Helfer-Plasmid pRL528 transformiert.
Das Plasmid pRL528 codiert fir Enzyme, die durch Methylierung der Aval und Avall-Schnittstellen
den konjugativ in das Cyanobakterium Ubertragenen Vektor vor Restriktionsabbau schiitzen. Von den
E. coli-Stdmmen HB101 (+ “Cargoplasmid” + pRL528) und J53 mit dem konjugativen Plasmid RP-4,
das die genetische Information (tra’, IncP) fiir alle bei der Konjugation benétigten Komponenten
besitzt, wurden UN-Kulturen zum Animpfen von je 10 ml LB-Medium (+ Ab) benutzt. Nach einem
dreistindigem Wachstum wurden die Kulturen geerntet und in LB-Medium ohne Antibiotikum wieder
aufgenommen. Beide wurden erneut zentrifugiert, das Pellet des “Cargostammes” in 200 pl LB-
Medium resuspendiert und mit dieser Suspension die sedimentierten Zellen des das RP-4-Plasmid
tragenden Stammes geldst. Diese Bakterienmischung inkubierte im 30°C-Brutschrank fur 1-2 h.
Hierbei gelangt das Plasmid RP-4 wahrend einer Konjugation in den Empfangerstamm HB101.

Von den zur Konjugation vorgesehenen, in NO3-haltigem Medium gezogenen Blaualgen wurden 10
ml geerntet und in 200 pl A+A/4 + NOs; wieder aufgenommen. Zusatzlich wurden von dieser

Algensuspension 1:100 und 1:1000-Verdinnungen hergestellt.
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Auf eine Agarplatte (A+A + NOj3) ohne Antibiotika wurde ein steriler HATF-08250-Filter der Firma
Millipore gelegt. Darauf wurde eine Mischung aus 200 pl der E. coli-Suspension mit 100 pl der
vorbereiteten Blaualgen mit Hilfe von Glasperlen (Durchmesser 5 mm, Sigma) verteilt. Nach einer
Inkubationszeit von 24-48 h bei 30°C im Licht wurde der Filter auf ein Antibiotika enthaltendes Medium

Uberfuhrt bis nach 1-2 Wochen unter gleichen Bedingungen Exkonjuganten zu erkennen waren.

4.2.14.2 Ubertragung von Integrationsvektoren und Selektion auf Doppelte Rekombination

Zur Erzeugung von doppelten Rekombinations-Ereignissen zwischen homologen DNA-Abschnitten
auf mobilisierbaren Integrationsvektoren und genomischer DNA wurde der DNA-Abschnitt in den
“Suicidevektor" pRL271 kloniert, der das fur Levansucrase codierende sacB Gen tragt (Cai und Wolk,
1990). Nach der Konjugation zwischen Anabaena und E. coli (4.2.14.1) wurden die erhaltenen
Exkonjuganten (“Singlerekombinanten®) in antibiotikahaltigem Flissigmedium (A+A/4) mit NOjz
angezogen und auf antibiotikahaltigem A+A-Medium mit NO3 und 5 % Saccharose ausplattiert. Durch
Selektionsdruck mittels der sacB-vermittelten konditionalen Letalitdt wurden “Doppelrekombinanten”

beguinstigt, die nach einigen Tagen isoliert werden konnten.

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Chlorophyllbestimmung bei Anabaena

Die Chlorophyllbestimmung von Anabaena-Kulturen wurde nach der Methode von Mackinney (1941)
durchgefiihrt. 1 ml Anabaena-Kultur wurde 3 min zentrifugiert, die Zellen in 1 ml Methanol
resuspendiert und 1 h im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Abtrennung der Zelltrimmer wurde die
optische Dichte des Uberstandes bei 665 nm gegen Methanol bestimmt. Die Berechnung der
Chlorophyllkonzentration in mg Chlorophyll/ml Kultur erfolgte nach folgender Formel:

ODggsnm x (Proben-Vol in ml + MeOH-Vol in ml)/(74,5 x Proben-Vol in ml) = mg Chlorophyll/ml Kultur

Nach der Faustregel von Schmetterer et al. (1986) entsprechen 0,3 pg Chlorophyll/ml Kultur einer

Zelle/ml Kultur.

4.3.2 Heterocysteninduktion bei Anabaena

Fur die Induktion der Heterocystenbildung wurden bis dahin in A+A/4 mit KNOs; oder NH;NO;
gewachsene Anabaena-Kulturen in Medium ohne gebundenen Stickstoff umgesetzt. Fir diesen
“Stickstoff-Stepdown” wurden die Zellen bei RT 10 min bei 4000 rpm pelletiert und anschlief3end
dreimal in frischem, NH4NOs-freiem Medium (A+A/4) gewaschen (Maldener, 1991) und im

Ausgangsvolumen A+A/4 aufgenommenen.
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4.3.3 Farbung mit Diaminobenzidin

DAB-Ldsung: 0,5 pg/ml Diaminobenzidin (Sigma) in 25 mM N-Trishydroxymethyl-2-

aminoethansulfonséure (TES, pH 8,0)

Die lichtunabhéngige Oxidation von Diaminobenzidin (DAB) in Heterocysten wurde nach der Methode
von Murry et al. (1981), verandert nach Ernst et al. (1992) durchgefihrt.
1 ml Anabaena-Kultur wurde 24-48 h nach Heterocysteninduktion (4.3.2) geerntet, in 200 pl DAB-

Losung resuspendiert und 30 min bei 30°C im Dunkeln inkubiert.

4.3.4 Heterocystenisolierung aus Anabaena

Losungen:
TEM 50 mM TrisCl, 25 mM EDTA, 25 mM Mannit, pH 8,1

Die Isolierung von Heterocysten aus Anabaena-Kulturen erfolgte nach Strohmeier et al. (1994). 48 h
nach Heterocysteninduktion wurde 1 | Anabaena-Kultur geerntet, zweimal in TEM gewaschen und in
20 ml TEM mit 1 mg/ml Lysozym fur 30 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation und Resuspension
in 20 ml TEM wurden die Lysozym-sensitiven, vegetativen Zellen durch 10 min Ultraschallbehandlung
in einem Sonorex RK-100 der Firma (Bandelin Electronics) zerstort. Die intakten Heterocysten wurden
von den Zelltrimmern der vegetativen Zellen durch 20 min Zentrifugation bei 300 x g abgetrennt, 2

mal in TEM gewaschen und in 5 ml TEM resuspendiert.

4.3.5 Schnellaufschlul® von Anabaena-Zellen

Ldsungen:
T10E1 10 mM TrisCIl, 1 mM EDTA, pH 8,0

5 ml einer in der expontiellen Wachstumsphase geernteten Kutur wurden mit TE-Puffer gewaschen, in
200 ul TE aufgenommen und UN bei —20°C eingefroren. Die so schon teilweise aufgebrochenen
Zellen wurden nach Zugabe von 100 ul Glasperlen (0,45-0,5 mm Durchmesser von B. Braun Biotech
International) 5 x 1 min gevortext. Nach 5’ Zentrifugation (Eppendorf-Zentrifuge 13400 rpm) wurde der

Uberstand fir PCR-Schnelltests und “Western-Blots* verwendet.

4.3.6 Anreicherung des bgf-Komplexes

Cytochrom bgf-Komplexe aus Anabaena sp. wurden nach Krinner et al. (1982) mit folgenden
Anderungen isoliert und angereichert. Als Detergenz zur Solobilisierung wurde Dodecylmaltosid
anstelle von Octylglycosid verwendet und die Reinigung wurde schon nach der Dialyse der

Ammoniumsulfatfallung beendet. Bei der ublicherweise folgenden Aufreinigung in einem
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Saccharosedichtegradienten dissoziierte aufgrund der Anwesenheit von Triton die Rieske-Untereinheit
vom bgf-Komplex.

4.3.7 Proteinisolierung aus Anabaena

Losungen:
T10E10: 10 mM TrisCl, 10 mM EDTA, pH 8,0

Die Herstellung zellfreier Extrakte aus ganzen Filamenten oder aus Heterocysten (4.3.2.) erfolgte
nach Resuspension der geernteten Zellen in einem geeignetem Vol TE durch 2 min Beschallung auf
Eis mit Hilfe eines Branson Sonifiers B-12 (konische Spitze, Stellung 4) der Firma Branson Sonic
Power Company. Die Trennung von Membranen und l6slichen Proteinen erfolgte durch 1 h
Zentrifugation bei 48000 x g (Sorvall Superspeed RC2-B, DuPont).

4.3.8 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt verschiedener Proben wurde nach Lowry et al. (1951) oder mittels des BCA-Tests

(Pierce) nach Angaben des Herstellers ermittelt.

4.3.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

4.3.9.1 SDS-PAGE

Proteine wurden in 15 %igen Polyacrylamidgelen (nach Laemmli, 1970) in BioRad Minigel
Apparaturen aufgetrennt. Bei einer angelegten Spannung von 160-200 V erfolgte die
elektrophoretische Auftrennug ca. 1 h bei RT.

4.3.9.2 SDS-Harnstoff-PAGE

SDS-Harnstoffgele wurden analog zu normalen SDS-Gelen hergestellt, wobei dem Trenngel
allerdings ultrareiner Harnstoff zu einer Endkonzentration von 6 M zugesetzt wurde. Die Auftrennung

erfolgte je nach eingesetzter Proteinmenge 2-4 h bei RT und einer Spannung von 80 V.

4.3.8.3 Coomassie-Farbung (nach Cabral und Schatz, 1979)

Losungen:
Coomassie-Losung: 45 % Methanol, 10 % Essigsaure, 0,2 % Coomassie Blue R250
Entfarber: 25 % Methanol, 10 % Essigsaure

SDS-Gele (4.3.9.1) wurden nach der Elektrophorese 15 min in Coomassie-Lésung geschuttelt und
anschlieBend entfarbt bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.
Nach dem Photographieren des Gels wurde es 1 h bei 90°C und 1 h bei RT im Vakuum oder alternativ

zwischen Celluphan getrocknet.
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4.3.10 “Western Blot" Analyse

Losungen:
Transferpuffer: 20 % Methanol, 0,2 % SDS, 192 mM Glycin,
25 mM TrisCl, pH 8,3

Proteine wurden Uber SDS-PAGE (4.3.9.1) aufgetrennt und auf Immobilon-P-PVDF (Millipore)
Ubertragen. In einer mit Eis gekuhlten BioRad Mini Trans Blot Apparatur erfolgte der Elektrotransfer
bei einer Stromstarke von 200 mA in Transferpuffer innerhalb von 15-20 min.

Zur Farbung wurde die Membranen 10 min in filtrierter Coomassie-Ldésung geschittelt und
anschlieBend mehrere Stunden entfarbt.

Antiserem wurden in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration in ,Western Blot, Analysen
eingesetzt, die mittels des Chemilumineszenz Western Blotting Kits der Firma Roche (Boehringer

Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt wurden.

4.4 Biophysikalische Methoden

4.4.1 UV/Vis-Spektroskopie

Spektroskopische Untersuchungen im Bereich von 250-800 nm wurden entweder mit einem
Photometer: der Firma Kontron Instruments (Kontron Uvikon 860) oder mit dem SPECORD S 100 B
der Firma Analytik Jena durchgefiihrt.

4.4.2 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Licht und Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden mit einem Mikroskop der Firma Zeiss
(Axioskop HBO 50) durchgefiihrt und mittels einer CCD-Kamera (MC-3254) von AVT HORN

dokumentiert. Die Bilder wurden mit dem Programm Axiovision 2.0 bearbeitet. Fur die

Fluoreszenzmessungen wurden Filter mit folgenden Charakteristika (in nm) verwendet:

GFP-Fluoreszenz: Filter set 38 (Zeiss) Anregung: 470/40
“beamsplitter” 495
Emission: 525/50

Phycobilisomenfluoreszenz: Filter set 15 (Zeiss) Anregung: 546
“beamsplitter” 580
Emission: 590

4.4.3 Differenzspektroskopie zur Konzentrationshestimmung der Cytochrome b und f

Quantifiziert wurden Cytochrom be und Cytochrom f in den Isolaten des Cytochrom bgf-Komplexes
mittels Redox-Differenzspektroskopie (Cramer und Whitmarsh, 1977). Nach vollstandiger Oxidation

durch Ferricyanid, sowie nach anschlieBender Ascorbat- und Dithionitzugabe, wurden Spektren
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aufgenommen. Die Differenz aus Ascorbat- und FeCy-Spektrum ergibt den Cytochrom f Gehalt, die
Differenz von Dithionit und Ascorbat die Menge an Cytochrom b in der Losung. Nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz wurden aus diesen Differenzspektren die Konzentrationen der jeweiligen
Cytochrome ermittelt.

Extinktionskoeffizienten: Cytochrom f g6 ym = 18 M Tem™
Cytochrom bgsgznm = 14 M Tem ™t

4.4.4 Aktivitatsmessung des bgf-Komplexes

Die Aktivitdt des gereinigten bgf-Komplexes wurde nach Krinner (1982) gemessen. Dazu wurde
zunachst Plastochinon reduziert:

Eine Spatelspitze PQ wurde in Diethylether geldst, mit Puffer pH 7 unterschichtet und mit etwas
Dithionit und Borhydrid versetzt. Nach Entfarbung wurde die wassrige Phase abgezogen und drei Mal
mit 0,1 M NaCl gewaschen. Der Ether wurde mit Stickstoff abgeblasen und das PQH, in 1 ml Ethanol

mit etwas HCI gelost.

Testansatz:

20 pM Cytochrom c¢ (aus Pferdeherz), 50 uM PQH,, 50 nM isolierter Cytochrom be¢f-Komplex in
MTPM-Puffer (0,2 M Mannit, 15 mM Tricine/Tris, pH 8,1, 1 mM NaH,PO,, 2 mM MgCl,) mit 0,5%
Cholat, 3 mM Dodecylmaltosid und 0,04 M Ammoniumsulfat

Gemessen wurde die Reduktion des Cytochrom ¢ durch Bestimmung der Extinktionsdifferenz bei 549
nm und 540 nm in einem Doppelwellen Photometer (Aminco DW-2 UV/VIS Spectrometer). Aus der

Anfangskinetik wurde dann die Aktivitat berechnet.
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6 Anhang

6.1 In Genbanken Ubermittelte Sequenzen

Gen(e) Protein(e) Anabaena variabilis sp. | Anabaena sp. PCC 7120
ATCC 29413

petBD- | Cytochrom bg (PetB) und AJ271818 AJ319645

Operon | Untereinheit IV (PetD)

petC1A- | Rieske FeS-Protein (PetC1) und AJ271819 AJ319646

Operon | Cytochrom f (PetA)

petC2 |alternatives Rieske FeS-Protein AJ311360 AJ319647
(PetC2)

petC3 | kurzes alternatives Rieske FeS- AJ311361 AJ319648
Protein (PetC3)

petC4 |alternatives Rieske FeS-Protein AJ319649
(PetC4) P70758*

petG PetG AJ271820 AJ319650

petM PetM AJ299220 AJ319651

petN PetN AJ271821 AJ319652

Tabelle 6.1: Accession-Nr. der hinterlegten Sequenzen. * Die AS-Sequenz von PetC4 wurde schon 1996 von
Ramaswarmy et al. (1996) ermittelt.

6.2 Sequenzen der Gene von Anabaena variabilis sp. ATCC 29413 und flankierender Bereiche
6.2.1 A. variabilis petBD-Operon (Accession-Nr: AJ271818)

1 GGAAAATGCCTTCAATTTTTCACAAATGCGATCGCGCGGTTTTAATACCCGCTTGATCTG 60
61 CTGGECGAACCCGCAATCGGAGAAACCACCTCCAACTTTCCACTCTGTGGATTTAAGECGA 120
121 TTTGIAAACCCACT CCGGTICAGI TCTCCAGAAGTACTAACCTGTAAGCTGCGGTATTGCT 180
181 CAGGGTCTAAAAATCTCGTAAAAGGATCACCTAAAGTCTTGAGCATATTCTGAATCGECCC 240
241 CATAAGCAGCTTTATGGTCTGIAAGGGECTTTTCCAATGCCTTCTGTCTCACATTCGCCC 300
301 AATTTTGATGGTTAAACGI CTCATCCAAATAAGAGCGATTGACAATTCGCCACACTTCCG 360
361 AAACTAGTITTCTGITCCTCCGT CAATGCTGTGECTGGT TGAACTACTACTCCTACAGCCA 420
421 AACTCAAAGCCACCAATAGCGAAAATCCTAGCCGAAAAAACTGTTTTTGCATGAACCCCA 480
481 TTTGCAGITTTACCTCAACCGAAATTGCCTAGAATTGCCCAGT TGCATGATCAATAATGA 540
541 AATCTATCTCTCGACTATGITACTTTTTTTATAGAAGTGGTGCATTATTCTCATCAAGTT 600
601 GTTAAGGCAGCTGATATTAGTGCATCCCCTTTACCAAAAGGATTATGATCTACTTTGTAC 660
661 CCACCAATCGGGT TGECTTGCAAAGAGAACGCAATATATTCCATATTTACAGAGTIGITAA 720
721 GTTTGTGAAAACTCTTGACATTCTGCAAGAGT GAAAAACAGACGAAAAACTCCTCTTAAA 780
781 AGAAAATCCCAAAATTGCCAATTGCGAGATTGAATCAACCGCAACCGATTTTTAGGAACT 840
841 TGAGATTGTATGGCCAACGT TTACGACTGGT TTGAGGAACGCTTAGAGATCCAAGCAATT 900
PetB» M A NV Y DWZF EEIRULEIl QA I
901 GCTGAAGATGICACAAGCAAATACGT CCCTCCCCACGTCAACATCTTCTACTGCTTGEGT 960
A EDVTSKYVPPHVNI FYCL G
961 GGTATTACCCTAGITTGCTTTCTAATCCAGI TTGCCACTGGATTCGCTATGACGI TCTAT 1020
GI T LV CFLI QFATGFAMTFY
1021 TACAAGCCAACAGTTGCTGAAGCTTACTCCTCCGT TCAATACATTATGAACGAGGTGAAC 1080
Y K P TV AEAYSSVQYI MNEVN
1081 TTCGGTTGGTITAATTCGCT CCATTCATCGCTGGT CTGCCAGCATGATGGTGI TGATGATG 1140
FGWLI RSI HRWSASMMYVL MM
1141 ATTCTGCACGICTTCCGCGI CTACCTAACTGGTGGI TTCAAAAAGCCCCGTGAATTAACC 1200
Il L HV FRVYLTGSGFI K KWPRETLT
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1201

1261

1321

1381

1441

1501
1561
1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

TGGGTAAGT GGT GTGAT CCTCGCT GTCATCACCGT TTCTTTCGGTGT TACAGGCTATTCT
WV SGVI LAVI TVSFGVTSGYS
CTACCTTGGGATCAAGTAGGTTACT GGGCT GTGAAAATCGT TAGT GGT GTACCAGAAGCG
LPWDOQVGYWAVI KTI VSGVZPEA
ATTCCTGTAGT CGGT GTACT CATCTCCGACCTACT GCGT GGTGGTTCCAGT GTTGGTCAA
|l PV VGV LI SDLLIRGGSSVGDOQ
GCAACCCT GACCCGCTACT ACAGCGCCCACACAT TTGTACTACCTTGGT TGATTGCAGTA
A TLTRYYS SAHTTFVLPWLI AV
TTTATGCTGTTCCACTTCTTGATGATCOGCAAGCAAGGT AT TTCCGGGCCTTTGTAATCC
FMLFHFLMI RKQGI S GZP L *
AGCAACCAGTTCTCAGAGCCAGTAGT TTGTTTTAAACT GATGAAAAAT CAGCAAT TAAGA
CTCATAAGTCAAAAACACT AGT AT CTGAAACT CAAAGCT GT TAAAAACCT CAATAAAGGT
TTGACCAAGGCTTTAACTGAAT TTTAAGCAGGAGAGCGCAT TCAAAAAT GGCTACACAAA
PetD» M A T Q K
AAAAACCCGAT CTGAGCGAT CCTACGT TAAGAGCTAAACT CGCCAAAGGCAT GGGTCACA
K PDLSDPTLI RAIKTLAIKTGMGHN
ACTACTAT GGTGAACCAGCT TGGCCCAACGACT TGCTGTATGTATTCCCAATTGTAATCA
Y YGEPAWPNODTLTLYVFPI VI M
TGGGTTCATTCGCTTGTAT CGT GGCTCTAGCCGTACT AGACCCCGCTAT GACAGGCGAAC
GSFACI VALAVLUDZPAMMTGTEP
CAGCAAATCCTTTCGCTACACCACT GGAAAT TTTACCAGAGT GGTATTTGTACCCAGTAT
ANPFATZPLTEILPEMWYTULYUPVEF
TCCAAATTTTGCGATCGCT TCCTAACAAATTGTTGGGAGTATTAGCAATGGCTTCTGTAC
Ql LRSLPNIKLTLGVLAMASVEP
CTTTGGGACTAATCCTCGTTCCCTTCATTGAGAACGT CAACAAGT TCCAAAACCCCTTCC
L GLI LVPFI ENVNIEKTFGO OQQNFPTFR R
GTCGTCCAGT TGCAACCACAGT GTTCTTGTTTGGAACCT TGGTAACTCTGTGGTTGGGTA
RPVATTVTFLTFGTLVTLWL G I
TTGGTGCTGCCTTACCATTGGACAAAT CTTTGACCT TAGGATTGT TCTAAGCTAGT CACC
GAALUPLUDTI KT STLTTLTGL F *
TAGAAGCTTCTTGACACCT GTAGGT TTCAGGAGCGTATATCTGGAAGT TATGATGTCTAA
TGACAAAT CACCCT GAAGGT GTGT GTAGT CGAAAAT GOCATTCATATCAAGGATAT GCGC
TCTTGAAAACACCACACAGGTGTCAATTTTAGT GATAGGGGT TGCTGAGATAAAGT TCCT
AGTGTTGACCAATGACTAATGACCAAATTAAATTTTTAGCT TTGGATACAAAAAATCATC
CAAAAACTAAAATAGACT GAAGACGATAGAT TACATAAAATTCTTACTCATAATTACATG
AAAGCT ACGGT CAAT GCTTGGCATAAT GCAGCACGACCATTTAACAAT TAAGAGCGAACT
GAAGCTCCTTAACCAAGTACAACAAT GGT TTGAGGACT TTTCCCTAAAATATCTGTCTCA
ACTCGGCT GGACAGAAGGT CAACT TTATCGCCTCAACT TAGCACTAGCGGAGGGTTTTAC
AAATGCAGTTCGT CATGCACATCGTACT TTACCGOCAGAAACGACCATAGAAATTGAGGT
CAGTCTATGGATTAACAAAAT AGAAAT TAGAAT TTGGGATCATGGCAATCCGTTTGATCC
TGATGCGATCGCT GAACCAGCACCAGGTACT CTACAAGT GGGAGGCTATGGCTGGTTTCT
CCTCCGGCGCT TGGCT GACCGT GT GGT CTACGAACGTAGCGAGGAT GGTAGAAATTGTTT
GGTCATAGTTAAGTATGCCAAGGAAGGGCAATAT TAGGGGAGT GAGGGAAGATGAGTAAG
AATTTTTACTTAGGCACTTCCAGATAAAAAATATGAAAAAT ATACAAGGGT GCGCTACCT
GOGATAGAACCTAAATACACT CAGAAATTAT TCCTACT GACGCACCCTACCAAACCATCA
ATTTCGGATGATTTATTTTTTGGTGTTCCCTTACCTTGTCTACCTGATCCTCTTTATCTC
CTGACTTCTTCACTTATATCTAGT GAACGGCT TCCAGTAAAGAGAAAT TTTGTATAAAAA
ATTATACCTATAGCAGTAGAGTTAGCATACGAG 3213

6.2.2 A. variabilis petC1A-Operon (Accession-Nr: AJ271819)

1
61
121
181
241
301
361

AAGCTTACGGAGCAAGCGT TTTTCCCAGT GCAGAGT CAAGAGT GGATTGCT TCCCCATAT
TCTTATAGTCTGACATATTTTTCTGI TCATCCTTGCCCAATCTGGAAATTTTCGCTTTGA
GIGGGTTTCTCCTATCGT GGTAGCTGCTTCCCCAGATACAATAGT TAGCAAATGI TGCCT
ACCACCT GAGCCATGACACCCT CACAAGAAGT AGATACAAGAACCACTCCTGAGATTGAT
ACAGAAGGATACGGCAACTCAGATATTGATTCTCTCGAT GAGT TGCCT GGT GAAGT CGAA
ATGITCTCTATTCGACCACCTAGAAGAATTAAGACAGCGCATCTTTTATTCACTGATTGCC
GTAGCAGI GGGTGTAGT TGECTGCTTCTTCGCCGTCAAGCCAATTGT TCAATTACTAGAA

1260

1320

1380

1440

1500

1560
1620
1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

60
120
180
240
300
360
420
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421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341
2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

GTCCCAGCTCAAGGCGT TAAATTTCTCCAGCT AGCCCCCGGAGAATATTTCTTTGTTTCT
CTCAAAGTTGCAGGCTACACTGGCTTGTTACT TTCTAGTCCTTTCATTCTCTACCAAATT
ATTTTGTTTGTTCTCCCT GGATTAACT CGGOGCGAACGT GGTCTACTTGBGCCTATTGTT
TTAGGGTCAAGT GTGCTGTTTGCCGOCGGT TTAGTCTTTGCTTATTTACTTTTGATTCCC
GOCGCTTTGAATTTTTTCATCAGT TACGGOGCGGAT GTAGT CGAACAACTGTGGTCTATC
GACAAATATTTTGAATTTGTACTATTGCTTTTATTTAGTACTGGGT TGGCTTTCCAAGTT
CCCATCATCCAACTTTTACTAGCTAAT TTAGGTATCGT TTCATCCCAAAGAATGATTTCT
GGCTGGCGATTTGTAAT TATGGCAGCCGTAGT TTTAGGTGCTGTACTTACACCTTCCACA
GACCCCCTAACTCAAAGT CTTTTGGCAGGCGCAGTACTTACCCCTTACT TTGGTGGTATT
GGTTTAGTGAAGCTCACAGGTAAAT GAAAAACCT GCGATGT GAGAAT TCAGGAGT CAGAA
TATATCAGATTGTGATATTTCAGT TTAGTACT TTGAAGAAAACAAAAGCCATCAGAATTT
CTTGACTTTATATCATTTTGAATTCTGAATTCTGATTTCTGAATTCCTCCTTCGCTTAAA
TTCATAACTTGAAAAAT TACGCACATTAGT TATGAAAAT TTAGCAAAGT GACTATTATAA
AAAATTATTTTAAGACT CCTTAATAATCACCACCTTCTGCTGCGAATATTTCAGATAATC
CATTCAGATGCACGT TCACCCAGAT CTAGAGGTATGCTCACAGCT TTACCGAGT CGAGGG
CGCTCTTTTGTTTGTGTAATAAATGTTTTCACT TGGACT GCACCACCTAAAGCATGAAGG
TAATTGGCGACACTATCAAGATGCTCTTGATATTCGGT TTCACT CATAGGGAAAGAAGCT
TGCTCCAAGTATTTCCACATGACT TGTAAAAATATCT TGCCT TGTGTCCGGCGAAACT GG
ACATCATAAGAGT ATCCCCATTTATCCAGCAATAGT TGGCGTAATTCCTGTCCTGTCATA
GTTTTTCTCAACTAGATTTTACATTTAGT TATGACGT TAAGT TCOGTAACTCAAGTATGA
TAAGGATATAAAGAAAT GTAAT GCTAGCAGAAAGGAT GCGAGATATATCTTGAAACAAAG
AATAACAGCATCGTTACAAGCGT TAGCAT TTCAACCAGACAGGAGT TGCTCAAGCATTTA
GOGCTCTTGTCGAAT GCTTAACAAAAT ACACGAAGAGCGCGTAGAT TATGGCTCAATTTT
PetCL» M A Q F S
CTGAATCCGTAGACGTTCCCGATAT GGGGCGACGT CAGT TCATGAACCTGCTAACTTTTG
ESVDVPDMGRROQQFMNTLTLTTFG
GAACCGT CACTGGTGTGGCT CTGGGTGCATTGTATCCCGTTGTCAATTACT TTATTCCAC
TVTGVALGALYZPVVNYTFI PP
CTGCAACT GGTGGCGCT GGT GGCGGT ACAACAGCAAAAGAT GAGCT GGGCAACGATGTTA
AT GGAGGGTTAKTDTETLTGNTUDUV S
GOGTCAGCAAAT TTCTAGAAAGCCATAAT GTAGGOGATCGCACT CTAGT TCAAGGACT CA
VSKFLES SHNVYVGDRTLVOQGL K
AGGGCGACCCCACCT ATAT CGTGGTAGAAAGCAAAGAAGCCAT CACAGATTATGGCATCA
GDPTVYI!l VVES ST KTEAITDYGI N
ACGCCGT CTGCACCCACT TGGGT TGOGT CGT COCCT GGAACGCGGCAGAAAACAAATTTA
AV CTHLG G CVVPWNAATETNTKF K
AATGCCCTTGCCACGGT TCTCAATACGAT GCAACGGGTAAGGT TGT TCGCGGCCCAGCAC
CPCHGSOQYDATG GIKVVRGPATP
CAAAGTCTCTGGCTTTGAGT CACGCTAAAACCGAAAACGACAAAATCGTTTTAACTCCTT
K SLALSHAIKTTENDTEKT I VLTZPW
GGACTGAAACCGACT TCCGCACCGGT GAAGAACCCT GGTGGTCTTAATGATTTCGTTCTG
T ETDFRTGETETPWWS *
TGTCAGTAGTCAGTTGTTAGTTGTGAATTTGCCACT GACCACT GACCACTGACCACTGAC
TATTGACTCTTGACTAAAT TCAATCGT TGOCCCTATAGAGATGAGAAATGCTTGTACAAG
PtA» M R N A C T R
AGCGAGGT TAACT CGCACT GCTAGAGCAAT GGTAAAAACAT TGT TCATAGCGATCGCCAG
ARLTRTARAMYZ KTTLTEFEFI A1l AS
CGTGACATTTTTCTTCACCAGCGACTTAGCCCT TOCCCAATCAGCTGCTGCATATCCTTT
VTFFFTSDLALZPO OSAAAYTPTF
CTGGGOGCAGCAAACT TACCCAGAAACCCCCCGOGAACCGACAGGTAGAATTGTTTGCGC
WA QQTVYUPETPRTETPTGRI VCA
TAACTGT CACCT AGCAGCGAAGCCCACAGAAGTAGAAGT TCCT CAATCCGTACTACCCGA
NCHLAAKPTEVEVPQSVLTPD
TACCGTATTTAAAGCCGTTGTTAAAAT CCCT TACGACACCAGCGT GCAACAAGTTGGTGC
TVFKAVVZKIPYDTSVOQQVGA
TGATGGCTCTAAGGT CGGCT TAAACGT CGGT GCTGTACT GATGT TACCCGAAGGCTTCAA
DGSKVGLNVGAVLMLTPTETGTFK

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



79

Anhang

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381

GATTGCTCCTGAAGACCGCATTCCCGAAGAACT GAAAGAAGAAATCGGCGATGTTTACTT
| APEDRI PEETLTIKTETETILI GDVYF
CCAACCCTACGGCGAAGAT AAAGACAACAT CGTCATCGTCGGGOCT TTACCCGGT GAACA
QP Y GEDIKTUDNI VI VGPLZPGEOQ
GTACCAGGAAATCGTCTTCCCTGTTCTTTCTCOCAACCCCGCCAACGACAAGAACATTCA
Y QE Il VFPVLSPNPANDTEKTNI H
CTTCGGTAAATATTCAGT TCATGTTGGTGGCAACCGGGGACGT GGACAGGT TTATCCCAC
F GKYSVHVYVYGGNRGRGOQVYZPT
AGGTGAAAAGAGCAACAACAACCT TTATAGCGCT GCTGCTACT GGGACAAT TAGCAAGAT
GEKSNNNLYS SAAATGTI I S K. I
TGOCAAACAAGAAGGCGAAGAT GGTAGCGT TAAATATCTAGTAGACATCAAAACT GAGTC
A KQEGEUDGSVIKYULlLVDI KTES
TGGAGAAGTTGT CAGCGACACT AT TCCT GCAGGCCCAGAACTGATTGT TTCTGAAGGACA
GEVV SDTI PAGPTETLTI VSEGDOQ
AGCTGTCAAAGCAGGCGACGCT TTGACCAATAACCCCAACGT TGGTGGTTTCGGTCAATT
AV KAGDALTNNTPNVGGTFGO QL
AGACGCAGAAAT CGT TCTCCAAGATGCTAATAGAGT TGGCTGGTTGATTGCTTTCGTTGC
DAEI VLQDANRVYVYGWLI AFUVA
TCTGGTGATGTTAGCT CAAGT CATGCTAGT TCTGAAGAAGAAGCAGGT GGAAAAAGT CCA
L VMLAQVMLUVLIEKTZ KT KT QQVETZKVDOQ
AGCTGCGGAAAT GAATTTCTAATACTCTCTGATAAATCAATACT TTTCAGACAGGCGATC
AAEMNF *
GCCTGTCTTTTTTATGTCTTAAAGT CTCAAT GAAGCAAGT TTCACAGT CAAATATGAAAG
AAGTCTTTCTCCCCCTGCTCTTTCAAGCTAGAGGT GGGAAATACCCTACCGGACTAGTCG
GCATACACACCTCTAGATATATTGCAAACTTTGTTGCAATAAAGT TATATTTATTTACAT
AAAGTTACAAAGATATAAAAAAGAGGT TTGTGATGGCTATCTTATTTGCAGTATTACTTT
TAGGTTGGGTTGCAGCT TCGGT TATAGGT TCTCTTGCTTACTTCTTGGGAGAACAGAAAA
AGCCCATCCATGAGCGTAACT GGCGT TCTGAGT CTTTTGAGAAGTTGGCTAAGTCTATCA
CTGGGATGGAAATAGACT ACAGCGAT CGCGCT CCTGCT TATGOGAT GGATGCGTATACCA
GCAGGACT CTGCCCCAAT AGCAGCGAAAAT GCTTACACT CATACAAATAAAACCCCCAAT
CATTGATGTTGGGGGTTTTGCTTTTCATGATAAAAAAGGAAGT COGAGGCT CAAAACT CA
GCACTCCTTACAAAGGACGGT AAACCCGATAATTAATAT TGGGGAAAATATTATCCATCA
ACTCAACTTTTTCTAACCAACCACT GTCAAACTTGCCAACT TTAGCATCTTCGTATAGCT
TATTAAAACGCAT GAGGT GCGATCGOGT COGT CTCACAGCATAAGGAACCATTGTTCCCG
TCCGCATAATAAAT GCCCAGT CAGAAGAT TGTGCCAACAGCAGT TCTCTTGCTGCTTGGT
TAAGCGCCCT CCATCCCAACTCATCTTCTGGT TCTAGGGTAGATATTTCGATCATGOGTT
CAGCCGCTTTGTGCAAAT GT GGATAAAT CCAAGCATTTGT TTCATTCAACCAATATTCAT
GGAAACCCTTATAACCCCAGCT TGACT GGGAAGGACGACAGACTTGTTG 4429

6.2.3 A. variabilis petC2 (Accession-Nr: AJ311360)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

GGGAGTAGCATTGAGTAAGCAAAT GGCAATACTCTGCCATTCCCCAGATGAATCTGATTT
GCCTCAATTGCTGTAACTGCTGCGTTTTCAATAACT TCTACCCCT CGT TCTGCCATGAAT
TTTGTCACTAACT CGECAGAAT TAGCCAT CCCACCGATACCCAAAT GT CCCGCATAAGGT
TCTGGAGT TACAAAAGT AATCGATACT TGCTCTCTTAATCCCTTTTTCCTCAGTACGTAG
TCGGCTAATAGCGTAAACT CGT AGGCAGGEGECCTAAACAACT CGT TTTTGGT AATGCCCCT
ACTACTAATGGECCCT GGTGCTAAGAGAAAGT TTTGCCAAGCCTGAAACGCCT TGATTGCA
TGATGCGGATTGCATACTGATTGAGTATATCCAT CGGEECCTAAACCAGCTACTGCATCT
AATGCCAGI TCCGCACCT GTGGCGATAATTAAGT AATCATAAGTAATACTTTGCTCTCCA
AACGATATTTTTTGGTCTTGAGGATTCAAGTAATCTACT CGCCCTAGTATCCAATTAATA
CCCTTTTGCTTTAGCCGT GGTTGCAGACT CACCTGAATGGACT CTAGGGAAGT TAAACCC
ATTGCTACCCAAGGCAAT GAAGGAATAAAT GTAAAGT CAGGGGT TTCTGAAATGACGGTA
ACTTGATGCTGI TTGCCGAGGATATGCCGTAATTCAT AAGCGGT GGGTAAACCACCCAAC
CCTGCACCGACGATAACAAT GTGAGCCATTGCCCGAAATCTCCGAATATTTGATTGT TGA
TTAGCAAAAATGAAGGT TTAGAGACTGEGGT TTGTGATGT TGTGTGTGT TTTTTATACTC
AATTTTCAAATTCAATAGCATAGATTGATTCTGATAATTATTATTTGI CAGCTATCAGAA
CTCTTGTATGACTTTTAATAAAGCTACAGACT GTAAAACACGAAGT AAGGAAAATAAGAT
CCTTTTGGAACCTCTCATCATATAACTATATAGTAGTATAGTATGAGTATAATTTAATGA

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



80

Anhang

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

AAAGGT GAGAAAGT TTATGGACGATACCT TAAAT CAGCTCAATCCTTCCATGT CCAGGCG
PetC2» M D DT L N QLN NWPSMSRR
GCAACTCCTGAATTTCTTCACTGGGGCTATTGTGECAGCTACGGCTAGT GCGGCCATATA
QLLNFFTGAI VAATASAAI Y
TCCAGCGACTAAGTTTTTTATGCCT CCAGCCGAAAGT ACGGACGCAGAAGGTGGTGT TCT
P AT KFJFMPWPAESTUDATETGG GV L
CGCTAAAGACAAAAT CGGT CATCCCATCCCAGCCAGCCAAATTTTAGT CCAAGCATCAGG
A K DIKI GHPI PASOQI L V QASSG
AACACGGGCTTTAATTGCTGGACTAGCTGGCGAGCCTACCTATTTAACTGT TAGGGAAGA
T RALI AGLAGEWPTYULTVRTETD
TGGCACTCTTGATCCGATGGGTATTGT TAATAACTGTACTCATTTGGGT TGTACCTTCCC
G TLDPMGI VNNZCTMHLGTCTTFUP
TTGGAATCCTGT TGATCAACAGT TTCAATGTCCTTGTCACGGT TCACGCTATGATGCCCA
WNUPV DQQFQCUPUC CHGS SR RYDADQ
AGGTTCCGTAGAACGT GGACCTGCTAACCGT CCTCTGAAGT TGGTTCACGTCCAGGTTAA
G SVERGPANRPLI KLV HVYVYQVK
AGATGATTACATTTGGATTTCATCT TGGCAAGAAACAGACCCCCGTACTGGTGAAAAACC
DDYI WI S SWOQETWDZPRTGTEKP
TTGGTGGGTTTAATTTTTAAAAGCAAGCTGCTAGAAGATAATTTTTGAAAACATGGCTTA
W W Vv *
CTGCATTAATTCCCCACAAAAATAGAAAAAAGCCAGAATATGCAAATATCAAAGATTAAT
NADP- Thi or edoxi n Reduktase » M Q | S K | N
ATTTCGGAACGTCTTGACCATGTTTATGATGCAATTATTGI TGGTGGTGGT GCTGGTGGT
I S ERL DHVY DAI I V GGGAGSG
TTATCTGCTGGAATCTACTTACAAAGATACCGTCTTTCTAGCCTAATTATTGATAAAGGT
L S AGI YL QRYRL SSLI I DKG
AAGGCTCGTTCTTTCTGGATGCAGGAATTACATAACTATCTAGGATTGCCTCCAGACACT
K A RSFWMOQELMHNYULSGLUPUPUDT
CCCGGTCGTGTGT TGCTACAACAAGGGAAAAAACATTATGAATCATTGGCTGGAGATTTT
P GRV L L Q Q GKKMHY ESL A GTUDF
TTAACTGCTTACGT TGAAGAGGT TGTGGACGAAGGT GATACTTTTGCTGT GCGAGT GAAA
L T AYV EEVVDEGDTUFAVRVK
GITGGTCGTCAAAATAGTACTTACTTTGTGTTGCATTCTAAGTATTTGATTGCGGCTAGT
V GR QNSTYF VL HSKY LI A AS
GGCATTATTGACCATCTACCATCTTTAGAAAATATGCAGAATGT TTTTGAATACGCTGGC
Gl | DHLPSLENMQNVYVTFEY AG
TATAATTTGCACGTTTGTATGGTTTGT GACGGT TATGAAAT GATAGATAAACAGT GCGGC
Y NL HV CMV CDGYEMI DKIOQTZCG
TTTTTTGCAGGTAGT GAAGCTAGTATTGAGGAAATGGTGITTAATCTGAGT TGGTTTACA
FFAGSIEASI EEMVFNLSWFT
CCTTACATTACTATCTTTACTCATGGATTGTTTACTGTAAGTACAGAATTGCGTTCTAAA
P Y1l TI FTHGLFTUVSTETLRSK
TTACAGCAGTATGGT TATCGCT TAGT GGAAACACCAATTAAGCGGT TTTTAGGTCAGAAT
L Q QY GYRLVETWPI KRTFULGAO QN
CATCATATGT CAGGT GTGGAATTGGTAGATGGTACGGTAGT TGAGT TAGAAACTGGT TTA
HHMSGVELVDGTVVELETGL
ATCTCAATGGGT TCTCGCTATCACAATACCTATTTGCAAAGAATCGACTTAGAGI TAAAA
I S M GS RYHNTYLQRI DL E L K
GGGGGTAATCTCGTCACAGATAAGATGTGTCGCACCTCCCACCCACGTATTTTTGCCATT
GGNLVTDIKMCRTSHZPRI F A
GGTGATCTGAAAGT TGGTTTAAATCAAGT CGTGATTGCTGCTGGCGATGGTGCTTTAGCT
GDL KV GLNOQQVVI A AGDGAL A
GCTACACAGATTTGGCGTG 2599
AT QI WR X

6.2.4 A. variabilis petC3 (Accession-Nr: AJ311361)

1

TCATAAATTTTTATTTGCT CAAGATAAAT CCACCCGTAGICTTGCTGGT TCTACGAGGTC

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

60



81

Anhang

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

1561
1621

TAGTGATAGCAATTCAGTAATTCT GGAAGAACCT CT CCCCCAACCCCT CTCCGACGCGEA
GAGGGGAGT TTGGCT CCCCCTTCCT CACAAGGGAAGGEEECTGEEEEETTAAGT TTTTGA
TTAATGAATCGATGT TCTAATAGT GAAAAACGAAATATTTAATTTTGT TGECGCAGCCTT
CCCGCAGGGTATTTTGAATTGATTTATGCT GCTTCACACCGT GTGCAACT TTCTCTCAAA
CCTAACCCCCAAACCCTTCCCT GT CTTCGACACGCT ACGCGAACGCAGGGAAGEGEGAGTA
AGATTCAAAGCCTCTCTCCGCT TCGEEEAGAGGT TTGGAGAGGEGGT TTCAAAAATAAGT T
GCACATCGCGCTACT TCAATGAAT GACACGCCGCCGATGT TTCACTGAAGGTAACTCTAG
AACTAAACCGGECEEGAAACTGTAATCT TTTACATTGCCTAAATTTGTCAAGTGECTTGTG
TGAATGT TTATGTAACAATTTCGATACT TCTAAGGT TATGT TGGGATCTAATGTAAAATA
GTATAAGTAGCTACAGAATTCTAGTATTAATGCTTAAATTAAATAATTAACATGCGTTTT
CTGCATCACATATACTTAAACAAGT AGCCCAAAATGCCTGTAAAGCATTGCTACACTTTC
CATCTCAGI TGT TAGTGAATATGCTCTAATACCTCATTCCTAGATTGGTGTCATGAGATT
TTACTGACTATTGACTATTGACTATTGACTAAAAACT ATGAAACGT CGGGATTTTATCAA
PetC3» M K R R D F | N
TTGGGTAGGT TTGGEGT TGGATAGCAAGTAGCT TACCTGTAGCGATCCCTGCTTGTITCTTC
wvy GL GWI A SSLPVAI A ACS S
CCAGCCTGTAACATCTACAGAGGGEGCAAGCGAT CGEGACT GT TGCCGAATTAGATAAAAC
QPVTSTEGQQAI GTVAETLDKT
TGGTICAATTACT CAACGAAAAT TCACCTATTGECCCGGT TTTGGTGGTGEGTACATCGAA
G QLLNENSWPI GPVLYVV GT S K
GGACGCAAATCTGATTGCTGT TAATCCTACT TGTAGCCACAAAGGCTGTACTATAGCATG
DANLI AVNZPTZ CSHIKS GTCTI AW
GCAAGCCCAAGCCAAAAAATTTGT CTGCCCATGT CATGCOGCAGAATATGGAGT TGATGG
QA QAKIKZFVCPUCHGATEY GVDG
TAAAGT GCAGAAAGACCCAGCT ACAAAACCACT CAAAACT TACGCCGCCAAGATTGAGEG
K v Q K DP ATKWPLIKTYAAIKI E G
TGATTCAGTTGTAGT TAAGCAAAGCTAGT GT AAGCAAGCAGAGAGCAGGGAGCAGGEGEGAA
D SV VYV K QS *
GAATAAATTTATTACTTATCACTCCCGACT CAGCACT GGCTAAACGCCGCAGCTATGCCC
ACAGGGCTTTACAGCACTCATAACTTCACCATTCCAAAGGTATTGTGAATAATATCGGTC
AACTTTTAGTACAAGCGCAGECGGECCCATAGT GCAGATGATTTGTCATTGGTGATTAATG
ATCTGCAACAGI TGATTTTAGT GGATAGCAAT GAAATAGGT CACTCAGAACAACT GCTGA
AATTAGCCCTCTCTATTTTTGAGATGCGAGATTTTCAGCAACGT TGCGATATTGCCAAGG
TGTTAGI TCATTTGGGAACT GCGACCATCAACCCATTAATTGACATCCTAGAAGATGAAG
ACGCAGAGGATGAATTGCGCTG 1642

6.2.5 A. variabilis petG (Accession-Nr: AJ271820)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

661
721
781
841

901
961

GGTCTGCGCGTATCTAAACT TGAT TGAGCTATAAAGT CTCCAAAAAGCT TAAAAGGTCTG
CCATTTCTTGAGT GT TGGCCTGAAATTTTGECATTGGTGGTGTATCACCGCTAATAACT T
GGTGAATTAGI CCATACTTGGACT TACGCT TAGAAACTGCT TGTAAGCTGGEGEGECCTACTC
GGCCATCGGECTTCTAAACCATGACAACCAGCACAATTTATTTGAAAAATAGCGT GTCCCT
GTATTGGGTCTCCTTTCATGGCAAGAACACT CTTAACATAAGGGTCAGAGECTTTCACCA
ACTGAACACCAAAAAAGCCCAAAGGGAT TGCTAGCAGTATCACTAGCGCCACTAAAGCEA
TACGCTGAACCAGAATTTCAGGT TTAGTAATCTGGT TATCCAAAAGGT GTGCTGTAAAAG
TCTAGGTTTACTCAAATTTTTCATTTCCTACACATAGCTTAAAAGI TCTTGATGATGTICT
GCAAGCATGAACTACAGI TTTTTTCTCTCCAGGGGT CGCCTAAAAATACT GTAGGAAGCG
GGATTCATCCGCAATTTGGT AAAAT CAAAGACGGGAAATAAATAATGAATAATCGTAACA
GGAGATTTTAAAGT GGT TGAACCCCTACTTTCAGGCATCGTI TCTTGGT TTGATTGI TGIC
PetG» V V E P L L S GI V L GL I V V

ACCCTCTCTGGECCTGI TCTACGCCGCCTATAAGCAAT ACAAGCGCCCCAATGAGT TGGGT
T L S GL FYAAYIKOQYKIRPNIETL G
GGTTGAGT AT TGGAGT GCTGAGT GCTAAAGCGCCT TAGCTACT GGGT GGGGAGTATGAGG
G *

AATAAAGTAGATAAAAATTCT TCCTCATCTCCCCAAT CCCCAATCCAAGGCCAAAAGT CAA
AAGGCAAAAGT CAAAAAAATCTTCTACCTTTTTACTTTTTACTTTCTTGICCCCAATCCC
TACCCCCCTAATTCCT CGCTGCGATAAAAAGT AAGCGCCGT GT TACCGTAGACTTTCTGG
CGGCAAATTTCCCAGT TAGGAATTAATATATCTACCCATCCTTGGGGATTATGT TCGATC

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
900

960
1020



82

Anhang

1021

GCTATTTCCCCACTTGGATCTAATAATTGATAAAGAGCGATCGCCTCTAGCACTGGCTGA

1080

1081 TATAATCCACTAGCATAGGGTGGEGTCAAAATAAATTCTGICGAATTGCTGCCCTGATAAG 1140

1141
1201
1261

TTTTTTAATTGCTGAAGGACAT CTCCGCGCAATACTCGCCATTTTTGI TCGT TATTGGCT
ATGCGCTGCCAGT TTTCTTGGATAATTGCACAGECTCGECTTGATTTTTCAATTCCGACC
ACCAAGCTAGC 1271

6.2.6 A. variabilis petM (Accession-Nr: AJ299220)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

TCCCAGT TGTCCTTGI TCGCCACT GT GGGGAT TTAAACCAGCGATCGCAATTCTCCCACT
AGTGATGCCAAAATCTTTCTCTAAACACT CCACCAACAAATCTAATTTTTGCGTCAGCAA
TGGECGGT GTTAGT GTATCCGCCACT TGACGT AAAGGT ATAT GGGTAGT TGCGAGT AAGEC
TCTCAGT GTCCAACCAGT GT GAGGCGATCGCGCGACAAATAACATCCCAAAGCGATCAAC
ACCAGACTTTTCAGCTAGCAGI TCCGI TTGT CCTGGGTAATTATAGCCTGCGECTTTCCA
TGCAGATTTAGCTATGGGGCCAGT CACAATTCCATCAAATTCACCCGCTAGGGT TTGGEEC
GATCGCATATTCCATATAAGT GAAACT GGCTGCACCACTAGCCGCGI TACCAGT TCCTAC
ATTTATCTGTCCCGCAATTTCTTGATCAATAGT TACATCAATGATTTTTAATAAATTAGG
ATCAGCCAAAGCCGCTAAATTTTCAGT CAAGCTTAGT TGT TGATACGTCTTTATGAGTAA
ATTTTTATTACCTACTACAGI TAAGT CATAGT GATGACCGATTTCTAAATCAGCCAAAGC
TTTTAAAATCACTTCTGTCCCGATTCCGCCAGGATCT CCCACTGT TAGAGCTAAACGT GG
GCGATATTTTTCAGGTGTATTTACTGTCTGATTTTGATTTAATTGGTACATATAAGTACT
TTAGAGAAGAATTTTTTGCTTGATTCCATCTCCCAATAGT AGGGATTGACTATCAAACTA
GITTAAAATTGI TTACACAGGT CTAAT CCAAATACAAGGGECTAGGGATTAGAGGCTAGA
AGAAGCAGGAGGGCAGAGAAGCAGAT GAGGGAGAAT GAACAAATTATCATTCAATACT CA
TTACTCAGCACTCATGAATTAGCACT TCTGACTCCTGT GCCTGGATAAGACCAAAAAATC
AAAATTTATTCGT CAAGGAGAATCACAT TAAATGAGCGGECGAACTTCTGAATGCAGCTTT
PetM» M S G E L L N A A L
GITATCTTTCGECTTAATCT TCGTAGGT TGGECTTTGGGTGCTTTACTATTGAAAATCCA
L S F GLI FVGWALGALILILKI1I Q
AGGCGCAGAAGAATAATTTATCCGTATTTGCCTGCT TTCAACAGATGAGAAGC 1133
G A E E *

6.2.7 A. variabilis petN (Accession-Nr: AJ271821)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

601

661

721

ACCCAACCGATTTGGATAGCCAGAT CAAGAGCGAT CGCCGCCGT CGCAAACCACAATATG
CTTTCACCAGCCATGACTGCAAAAGGTAAGACTGTGT TGCTGCTATTCCACCCCATTTCT
AGCTGAGT TAAACCCCGCACCAAACCAAAAGCCATCACAGCACCGT CTTTCAGATGAGAA
TTTTTATCTGI GCGGATAATAT AGCGGT AAGTAATACCGAATAATACACCAGAGAAACCA
GCGATCGCTCCAGTAAACAACCAAGGCCAATTAACATGTATTTGCAGACT TAAGAGCGAG
GAAAAATACT TCGCCAAAACCAGAGT AT TCAGCAAACTAGT GATGATAAAAGCCAAACCC
AGCGAAAATCCGCCGATTATACCAGCCTTAATGGATTCTATCCGT TCAGCCATTACTTGC
CCATCGAAAATTCTATTCATGATAAAT TCTGGATTCACAGCAGCGI TCAACTAGAGATGA
AACATGAGAAAATTGCCCAATACCCAATCCCTAGTACCCAGI CCCCAGTATGATAAATAG
TAGAGACATTTTGTAAATAATTTCCAAAGAGAGACTATGECGATTTTGACACTTGGT TGS
PetN» M A I L T L G W
GITATCACTGT TAGT TGTGT TTACTTGGTCGATTGCGATGGTAGT TTGCGGACGTAACGGA
v S LL VYV FTWSI AMYVYVY WGRNG
CTGTAGGGGAATTGT GGAAAGT CCATTCCTAAGTATTTTGECTCTAGT CGCCTTAGT GCT
L *
GITACTATC 729

6.3 Sequenzen der Gene von Anabaena sp. PCC 7120 und flankierender Bereiche

6.3.1 Anabaena PCC 7120 petBD-Operon (Accession-Nr: AJ319645)

1
61
121
181

CCATTGAGGCATTGGCAT TGAAT TGAGT GAGGCGAAGATAGCCGAAAGACT TACCT TCGG
GGGATGAGCGTAATTCTGCCACAACAGGGT TAAGAGCGAT GCGATCGCGCACTATTCTGA
TTTCTTTTTCCCCTTCTCCGI CACGTI TCAATTACAAGCGT GACTAAACTACCTATGGEGEEC
CGCGCATCCTCGTGECTGCT TCATCGAGAGT CAAATCCGT TGTGGAAATTCCTTCAATTT

1200
1260

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720

60
120
180
240



83

Anhang

241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341

2401

TCACAAT GCGATCGCGT GGTTTAATACCCGCT TGAT CTGCCGGCGAACCCGCAATAGGAG
AAACCACTTCCAATTTTCCACT CTGGGGAT TTAAGGCGAT TTGTAAACCCACT CCGGT CA
GITCTCCAGAAGT ATTAACCTGTAAACTGCGGTATTGCTCAGGGT CTAAAAACCT CGTAA
AAGGATCACCTAAAGTCTTGAGCATATTCTGAATCGCCCCATAAGCAGCTTTATGGICTG
TCAGGECCTTTTCCAATGCCTTCTGTCTCACATTTGCCCAATTTTGATGGT TAAACGTCT
CATCTAGATAAGAGCGATTGACAATTCGCCACACTTCTGAAACTAGITTCTGI TCCTCCG
TCAATGCCTGTGCCTGGT TGAACTACTATTCCTACAGCCAAACT CAAAGCCACCAATAGCG
AAAAT CCTAGCCGAAAAAACTGTTTTTGCATGAACCCCATTTGCAGT TTTACCTCAACCG
AAATTGCCTAGAATTGCCCAGT CGCATGATCATTAATGAAATCTATCTCTCGACTATGT T
ACTTTTTTTATAGAAGT GGTGCATTATTCTCATCAAGT TGT TAAGGCATCTGATATTAGT
GCATCCCCTTTACCAAAAGGATTATGATCTACTTTGTACCCACCAATAGAGI TGECTTGC
AAAGAGAACGCAATATATTCCATATTTACAGAGT GTTAAGT TTGTGAAAACTCTTGACAT
TCTGCAAGAGT TAAAAACAGACGAAAAACT CCTCTTAAAAGAAAAT CCCAAAATTGCCAA
TTGGGAGATTGAATCAAACGCAACCGATTTTTAGGAACT TGAGATTGTATGGCCAACGT T
PetB» M A N V
TACGACT GGTTTGAGGAACGCT TGGAAAT CCAAGCAAT TGCTGAAGAT GT CACAAGCAAA
Y bwFEEWRULIEI QAI A EDVT S K
TACGTCCCTCCCCACGT CAACATCTTCTACTGCTTGEGTGGTATTACCCTAGI TTGCTTT
Y v PP HVNI FYCL GG GI TL V CF
CTAATCCAGT TTGCCACTGGATTCGCTATGACGT TCTATTACAAGCCAACAGT TGCTGAA
L1 Q F AT GFAMTFYYKUPTV AE
GCTTACTCCTCCGT TCAATACATTATGAACGAGGTAAACTTCGGT TGECTAATTCGCTCC
AAY S SV QYI MNEVNFGWL I R S
ATCCATCGCTGGT CTGCCAGCATGATGGTGT TGATGATGATTCTCCACGTCTTCCGCGTC
Il H RWSASMMVL MMI L HV F RV
TACCTAACTGGT GGT TTCAAAAAGCCCCGT GAAT TAACCTGGGTAAGT GGTGTGATCCTC
Y L T 6GGF KKWPRELTWYV S GV I L
GCTGTAATTACCGITTCTTTCGGT GT TACAGGGTATTCTCTACCT TGGGATCAAGTAGGT
AV I TV SFGVTGY SL P WDQV G
TACTGGCCTGT GAAAATCGT TAGT GGT GTACCAGAAGCGATTCCTGTAGTCGGTGTACTC
Y WAV K Il VS GV PEAI P VYV GVL
ATCTCCGACCTACT GCGT GGT GGT TCCAGT GT TGGT CAAGCAACCCTGACCCGCTACTAC
I S DL L RGGSSVGQATTLTRYY
AGCGCCCACACATTTGTACTACCTTGGT TGATTGCAGTATTTATGCTGT TCCACTTCTTG
S AHTFVLPWLI AV FMLFMHTFIL
ATGATCCGCAAGCAAGGTATTTCCGGECCT TTGTAATCCAGCAACTAGT TTTCAGAGCCA
MI RKQGI S GUP L *
GTAGTTTGITTTAAACT GATGAAAAAT CAGCAAT TAAGACT CATAACT CAAAAAACTAGT
ATCTGAAACT CAACGCTGTCAAAAAACCT CAATAAAGGT TTGATCAAGGCT TTAACTGAA
TTTTAAGCAGGAGAGCGCAT TCAAAAAT GGCTACACACAAAAAACCCGATCTGAGCGATC
Petb» M A T H K K P DL S D P
CTACGTTAAGAGCTAAACT CGCCAAAGCCAT GGGTCACAACTACTACGGCGAACCACCTT
T L RAKILAKGMGHNYYGEWPAW
GGCCCAACGACTTCCTGTATGTATTCCCAATTGTAATTATGGGT TCATTCGCTTGTATCG
P NDLULYVFPI VI MGSFAZCI V
TGGCTCTAGCCGT ACTAGACCCCGCCATGACAGGECGAACCAGCAAATCCTTTCGCTACAC
AL AV L DWPAMTGEWPANZPFATP
CACTGGAAATTTTACCAGAGTGGTATTTGTACCCAGTATTCCAAATTTTGCGATCGCTTC
L EIl L PEWYLYPVF QI L RS L P
CTAACAAATTGTI TGGGAGTATTAGCAATGGECT TCCGTACCCTTGGGACTAATCCTCGITC
NKLLGVLAMASY®PLSGLI L VP
CCTTCATTGAGAACGT CAACAAGT TCCAAAACCCCT TCCGT CGT CCAGT TGCAACCACAG
FI1 ENVNIKFOQNPFRRPVATTYV
TGTTCTTGTTTGGAACCTTGGT AACTCTGTGGT TGGGTATTGGT GCTGCGI TACCATTAG
F L F GTULVTLWLGI GAAL P L D
ACAAATCTTTGACCT TAGGATTGI TCTAAGCTAGTCACCTAGAAGCTTCTTGACACCTGT
K s L T L GL F *
AGGTTTCAGGAGCGTATATCTGGAAGI TATGATGT CTAATGACAAGT CACCCTTAAGGTG

300
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2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

TACGTAGT CGAAAAT GCCATTCATATCAAGGATATGCGCT CT TGAAAACACCACACAGGT
GICAATTTTAGT GATAGGEGEGEEGET TGCTGAGATGTAGT TCCTAGT GTTGACCAATGACTAA
TGACCAAATTAAATTTTTAGCT TTGGATACAAAAAAT CATCCAAAAACTAAAATAGACTG
AAGACGATAGATTACATAAAATTCTTACTCATAATTACATGAAAGCTACGGTCAATGCTT
GGCATAAT GCAGCACGACCATCTAACAAT TAAGAGCGAACTAAAGCTCCTTAACCAAGTA
CAACAATGGTTTGAGGACTTTTCCCTAAAATACCT GI CTCAACT CGGCT GGACAGAAGGT
CAACTTTATCGCCTCAACT TAGCACTAGCAGAGGGECT TTACCAATGCAGT TCGT CATGCA
CATCGTGCTTTACCGCCAGAAACGACCATAGAAAT TGAGGT CAGCCTATGGATTAACAAA
ATAGAAATTAGAATTTGGGATCATGCCAATCCGT TTGATCCTGATGCGATCGCTGAACCA
GIACCAGGTACT CTACAAGT GGGAGGCTATGECTGGI TTCTCCTCCGECECTTGECTGAC
CGTGI'GGT CTACGAACGTAGCGAGGAT GGTAGAAATTGT TTAGT CATAGT TAAGTATGCC
AAGGAAGGACAATAT TAGGGGAGT GAGGGAAGATGAGTAGAAATTTTTGCT TAGAGACT T
CCAGATAAAAAAATAT GCAAGAT GTAGGEGT GCGT CAGT GT GACAGAACCACCCTAGCAAA
CTTCAATTAACCGAGTAGGGTGCTTTTAACTTAAAGCATTTTTGTATAAAAAATTATACT
TGTAGCAGTAGAGT TAGCATACGAGI TGCTGT TAATACT TTGT TAAAATTAGGCAAAATT
ATTGTAGGTGCGAAGTCGAATTGAGATGT TTATAAGTAGA 3400

6.3.2 Anabaena PCC 7120 petC1A-Operon (Accession-Nr: AJ319646)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

2041

2101

AGATATTGATTCTCCCGATGAGT TGCCTGGT GAAGT CGAAATGT CTCTATTCGACCACCT
AGAAGAATTAAGACAGCGCATCTTTTATTCACTGAT TGCCGTAGCAGT GGGTGTAGI TGG
CTGCTTCTTCGCTGI CAAGCCAATTGT TCAGT TACTAGAAGT CCCAGCCCAAGGTGT TAA
ATTTCTCCAGITAGCCCCCGGAGAATATTTCTTTGITTCTCTCAAAGT TGCAGGCTACAC
TGECTTGI TACTTTCTAGICCCTTCATTCTCTACCAAATTATTTTGI TTGTITCTTCCTGG
ATTGACT CGECCCGAACGT GGTCTACT TGEECCTATTGT TTTAGGGT CAAGCGTGCTGT T
TGCCGECGEGTI TTAGICTTTGCTTATTTACTTTTGATTCCCGCCGCTTTGAATTTTTTCAT
CAGTTACGGECGCGGATGT TGTGGAACAACT CTGGTCTATCGACAAATATTTTGAATTTGT
ACTATTGCTTTTATTTAGTACTGEGTTGECTTTCCAAGT TCCCATAATTCAACTTTTACT
ACCTAATTTAGCGATTGT TTCATCCCAAAGAATGGT TTCTGCCTGECGATTTGTAATTAT
GGCAGCCGTAGITTTAGGTGCTGTACT TACACCTTCTACTGACCCCT TAACTCAAAGTCT
TTTGECCEECECEGTCCTTGCCCT TTACT TTGGT GGTAT TGGT GTAGT GAAGCTCACAGG
TAAAT GAAAAACCT GCGACGCGAGAAT TCAGAAGT CAGGATATATCAGGT TTTGATATCT
TCGGTTTAGTATTTTGAAGAAAACAAAAACTACGAGGATTTCTTGATTTTATATCATTTT
TAATTCTGATTTCTGAATTCCTACCT CGCTTGAAATCCCAACT GAAAAAGT TAATAAAAT
TAGITAATGAAACCTTAGAAAAAGT TGAGATTCGT AT TAGCAAAGT GATTAAAT GTAGAGG
AATTTTCTAAAGCACGAAAACCAGCATACGAACTATAGATAGGT TTTGGTGATT TGGGCA
TTAAAAAAT CTAGCGCCCAAATTATCAAACT TTATCAGI CAAAAGATAATATCAATCAAT
AGATTAATATTATCTGTGACTAATTTTTCCCCATGI CAGATAGCTGATTTTCTATCTGAA
GITTTTGIGITAGTGGTATTTTTAAATGATGATGAAGT TGCTTTAACT CAGCCAGATATA
GGACTCATACTTGATTTTTGAAATACACGT AGGGGAGCCACTGCGT TGGACGEGT TTCCC
GCCTTGGAGCAAGT GECGT TGGGECAAT GCCCACCGECTCATGGT TTTGGTGEGECATTGCC
CACCCTGCAGATACTGAGAATTTTATGCGTAAGCGCAGGECTACGCCAACAGAAAT CAAAT
CGGACTCCTATAGAGATGT CCCTTTAGGT AAGAGAGT TTTATAGCCTGTAGCCGAAATTA
TAAAAAATTATTTTAGGACTCCTTAATAATCACCACTTTCTAATCTTAATCTTTCAGATA
ATCCATTCAGAAGCACGT TCACCTAAATCTAGAGGTATGCTCACAGCTTTACCGAGT CGC
GGCCCECTCTTTGGT TTGTGTAATAAATGT TTTCACCT GGACT GCACCGCCTAAAGCATGA
AGGTAATTGGCGACACTATCAAGATGI TCTTGATATTCGGT TTCATTCATAGGAAAAGAA
GCTTGCTCCAAATATTTCCACAT TACT TGCAAAAATATCTTGCCTTGT GTCCGGCGAAAC
TGGACATCATAAGAGTATCCCCATTTATCCAGCAATAGI TGECGTAATTCCTGICCTGTC
ATAGTTTTTCTCAACCAGATTTTACATTTAGT TATGACGT TAAGT TCCGTAACTCAAGTA
TGATAAGGATATAAAGAAAT GTAATGCTAACAGAAAGGATGCGAGATATATCTTGAAACA
AAGAATAACAGCATCGT TACAAGCGT TAGCATTTCAACCAGACAGGAGT TGCTCAAGCAT
TTAGCGCTCTTGI CGAATGCT TAACAAAATACACGAAGAGCGCGTAGAT TATGGCTCAAT
PetCL» M A Q F

TTTCTGAATCCGTAGACGT TCCCGATATGEEECGACGT CAGT TCATGAACCTGCTAACT T
S EsSVvVDVPDMGRROQFMNILL TF
TTGGAACCGT TACTGGT GT GECTCTGGGT GCATTGTATCCCGT TGTCAATTACTTTATTC
G TVTGVALGALYPVVNYFI1l P

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
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2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581
2641

2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961

4021
4081

CACCTGCT GCTGGT GECGCT GGT GECGGT ACAACAGCAAAAGACGAGCT GEGCAACGATG
P A AGGAGGGTTAKUDETLGNDYV
TTAGCGT CAGCAAATTTTTAGAAAGCCATAAT GTAGGCGATCGCACTCTAGT TCAAGGAC
SvsSs K FL ESHNVGDRTILVQGIL
TCAAGGGT GACCCCACCTATAT CGT GGTAGAAAGCAAAGAAGCCAT CACAGAT TACGGCA
K G6bpPp TY Il VVESKEAI TDY GI
TCAACGCCGTTTGCACCCACT TGGGT TGT GT CGT CCCCT GGAACGCGGCAGAAAACAAAT
NAV CTHLGCVVPWNAAIENKF
TTAAATGCCCTTGCCACGGT TCCCAATACGATGCAACTGGTAAGGT TGT TCGCGGT CCAG
K ¢ P CHGSQYDATGI KV VRGUPA
CACCAAAGT CTCTGGECT TTGAGI CACGCTAAAACCGAAAACGACAAAATCGT TTTAACTT
P K SL AL SHAKTENDIKI VL TS
CTTGGACT GAAACCGACT TCCGCACCGEGT GAAGAACCCTGGTGGTCTTAATGATTTGITC
wTETDVFRTGEEPWWS *
TGTGTCAGTAGT CAGI TGT TAGT TGTGAATTTGCCACTGACCACTGACCACTGACCACTG
ACTATTGACTCTTGACTAAATTCAATCGT TGCCCCTATAGAGATGAGAAATGCTTGTACA
PetA» M R N A C T
AGAGCGAGGT TAACT CGCACT GCCTAGAGCGAT GGTAAAAACATTGT TCATAGCGATCGCC
R A RLTRTARAMYKTLFI1T A1 A
AGCGTGACATTTTTCTTCACCAGCGACT TAGCCCTTCCCCAATCAGCTGCTGCATATCCT
s vTFFFTSDLALUPOQSAAAY@P
TTCTGEECECAGCAAACT TACCCAGAAACCCCCCGCGAACCGACAGGTAGAATTGITTGC
FWAQQTYWPETWPREZPTGRI VC
GCTAACTGTCACCTAGCAGCAAAGCCCACAGAAGTAGAAGT TCCTCAATCCGTACTACCC
ANCHLAAKZPTEVEVPQSVL P
GACACCGTATTTAAAGCAGT TGTCAAAAT CCCTTACGACACCAGCGTGCAACAAGT TGGT
O TV FKAVYVY K1l PYDTSVQOQVG
GCTGATGGECTCTAAGGT CGECTTAAACGT CGGTGCTGTACTGATGI TACCCGAAGGCTTC
AADGS KV GLNVGAVL ML PEGTF
AAGATTGCTCCT GAAGACCGCATTCCCGAAGAACT GAAAGAAGAAATCGECGATGI TTAC
K1 A PEDRI PEELIKETEI GDWVY
TTCCAACCCT ACGGCGAAGATAAAGACAACAT CGTCATTGT CGGECCTTTACCCGGT GAA
FQPY GEDI KUDNI VI VGPLPGE
CAGTATCAGGAAATCGTCTTCCCTGI TCTTTCTCCCAACCCCGCCAACGACAAGAACATT
QY QEI VFPVL SPNPANUDK NI
CACTTCGGTAAATATTCAGI TCATGI TGGT GGCAACCGGEEGACGCCGACAAGT TTATCCT
HF GKY SVHVGGNRUGRGAOQVYF?P
ACAGGT GAAAAGAGCAACAACAACCT TTATAGCGCT GCTGCTACCGGTACAATTAGCAAG
T GE K S NNNULY SAAATGT I § K
ATTGCTAAACAAGAAGGCGAAGAT GGTAGCGT TAAATAT TTAGTAGACATCAAAACT GAG
I A K Q E GEDGS SV KYLlLVDI K TE
TCTGGAGAGGT TGTCAGCGACACTAT TCCCGCAGGCCCAGAACTGATTGT TTCTGAAGGA
S GEVVvVSDTI P AGPETLI V S E G
CAAGCAGT GACAGCAGGCGACGCTTTGACCAATAACCCTAACGT TGGTGGT TTCGGT CAA
Q AV TAGDALTNNPNVGSGTF GAQ
CTAGACGCAGAAATTGTI TCTCCAAGATCCTAATAGAGT TGECTGGT TGATTCCTTTCGT T
L DA EI VL QDANRVGWL I AFYV
GCTCTGGTGATGT TAGCTCAAGT CATGCTAGT TCTGAAGAAGAAGCAGGTGGAAAAAGTC
ALV ML AQVMLVLKIKIKQVE KV
CAAGCTGCGGAAATGAATTTCTAAATTCTCTGATAAATCAATACTTTTAAGACAGGECTAC
QA A EMNF *
AGCCTGTCTTTTTTATTTCTTAAAGT CCTGAAGAAGCAAGT TTCACAGT CAAACAAGAAA
GATGCTTTTCTCCCCCTGCTCTTTCAAGCTAGAGGT GCGAAATACCCTACCGGACTGATC
GGTATGCACACCTCTAAAGGTATTGCAAATTTTGT TGCAATAAAGI TATATTTATTTACA
TAAAGTTACATAAATATAAAAAAGAGGT TTGTGATGECTATCTTATTTGCAGTATTACTT
TTAGGTTGGGT TGCAGCTTCGGT TATAGGT TCTCTAGCCTACT TCCTGGGAGAACAGAAA
AAGCCCATCCAT GAGCGCAACTGECGT TCTGAGT CTTTTGAGAAGT TGGCGAAATCGATT
ACTGGTATGGAAATAGAT TACAGCGAT CGCGCTCCTGCT TATGCGATGGATGCTTACACC

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
2700

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4080
4140
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4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681

AGCCGGACT CTGCCCCAATAGCAGT AAAAT GCTTACACCCATACAAATAAAACCCCCAAT
CGTTGATATTGGEGGGT TTTGCTTTTCATGACAAAAAAGGAAGT CCGAGGCTAACCAAGAG
ATGAAATTGATTCACTCACAACTCAGCACTCCTTACAAAGGACGGTAAACCCGATAATTA
ATATTGGGGAAAATGT TATCCATTACCTCGACTTTTTCTAACCAACCACTGTCAAACTTG
CCGACTTTGGCGT CTTCGTATAGCT TATTAAAACGCATGAGGT GCGATCTCGTCCGTCTC
ACAGCATAAGGAACCATTGT TCCCGT CCGCATAATAAAT GCCCAGT CAGAAGATTGTGCC
AACAGCAGT TCTCTTGCTGCTTGGT TAAGCGCCCTCCATCCCAACTCATCTTCTGGTI TCT
AGGGTAGATATTTCGATCATGCGT TCAGCCGCT T TGT GCAAAT GT GGATAAAT CCAAGCA
TTTGTTTCATTTAACCAATATTCATGGAAACCCT TATAACCCCAGCT TGAT TGGGAAGGA
CGACAGACTTGITGTGTAGG 4700

6.3.3 Anabaena PCC 7120 petC2 (Accession-Nr: AJ319647)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

CAAAGCAT CGGTAAAAGCGACT TCTAGACGT TCGT TAATGACT TCGECTACAGCTCTACC
GACAAAAAAAGCCTGTACAAGGGEGT TACTCATAAATTTTTGI TACGCT CATCCGCAAGA
GAATTATAACTTGCCCGTATGCTTTGCGECT TCCT TCTGACAGCGTCCTGI TAGGT TTAT
TTAGTTTACCGT TTTGCCATCTAGCAATTGTAACTGTATAGATATATAATCAGCCAATGA
TAGATATTGTATTAAATATTAAAAAACCTGAAATTTTTATCTCTTTTTTGI GGCCAACCT
AATTAAGAGAAT CGCGTAGCCTAT TGTAGECGATCGCCTGTTTTTTCCAAAATGATAAAA
TAAACCCAGAAAATAGT GGAACAAGCT GAGGAGAGGGCAGAATGI TTGGCTACCAAACT G
CGAGAGTTAAGT TCAATATTGATCCACATACGATATAACTTACTCACTATTTTTGATTGA
CAAAATCTCCATTTTTTTTACATATGGAGACCGECCATCAGCATAGT GCGEEEGACACGC
TCTAATAACAACCTACACAACGT TGGAAAGCAGGAAGATGGT GATTTTGAGAAACATAGC
GAAGT TGAGT GAAAGCATCT CGT AAAT CAGGT TCTTGCACAAATTCTAAAAAGCAGT CAT
ACATCTGGACATTGGCTATTTCTGATTCCACT CCTGCTTGACAGGCAGCT TGGAGAGT GT
CAGGGGECTTGGACGT TTCCCATAAAAT TAT CAGGAGGAATCGGCAATCCGTATCTGGTAA
ATAGATGACT CCACAAAGAAACGT GTCTATCCTCGGECGT GAACAATATTACTAAAAGGAC
GCACTTCGCCAAATTTGT TGATTACTGCTGT GTAAAAAGCACGAGCATAATATTCATCGT
TGATGECATCAATCATTGCCTGITCGGT TTTGGECATTTAACTCGGTATGAGGATTAAAAG
CAGAAGT TGGTCTAGTGGTAGTATTGGCGATCGCTACACCACACATACCACTTTTACCTT
TATGATTTAATCTAAATATTTGATGATGT CGCOGECCGT TTCCTTGACAATTCATAATTG
ATTCCTCATTCTTCATCTCTATATTCTTTAATAATTCTCTTGCECTGATATTTCTACTACT
CTTTACT GCCAGAGGCGCAACTAAAGACAGT CCCAATAATTTCAAAGCTAGT TTTTCAAA
CCAAGGTACAGCAGT CCCGAAGCGCATTTTAGCTAGAAAATACCTTTCAAATGCGECTTT
AGCCCAAGTI TACCCAAGCACCACT CAACGCTACAGCTCGCCGACGT TTTCCTGT GGCTAA
ATCTGGT AACACGGGGT TAGCGAGAAATAAAATTCCT GAAT TACCAAAGT CAGCAAAGCA
AATGGCATCAAGT GT TGGAGT CACAGGCGGAGCAGAAAATACT CCCAATTCAATGGCAAT
ATTATGGGCTACTGCCATGCCCATTCCTTCTGTCATTTGTCCAGI TTTGGGTACTCCCAA
GGGGAGAGGTGT TACCTCTGATGGTTTAATTTCTACTACAACT CCCACCGCATAAATTGA
GGCATATTCAGGATGTCTGTATGTAGGCAATACTGGAATAAAACCATCCTGATTACTTAA
TCCTGGTACT TGCCGGACAAAGCGCGEECCCCCCGAAGEGET GEGAGTAGCAT TGAGTAAGC
AAATGGTAATACTCTGCCATTTCCCAGATGAATCTGATTTGCCTCAATTGCTGTAACTGC
TACGTTTTCAATAACCTCTACCCCTCGI TCTGCCATGAATTTTGT CACTAACT CGGCAGA
ATTAGCCATCCCACCTATACCCAAGT GTCCTGCGTAAGGT TCTGGAGT CACAAAAGT AAT
TGATACTTGCTCTCTTAATCCCTGT TTCCTGAGTACGT AGT CAGCTAATAGCGTAAACTC
GIAGGCAGGGCCTAAACAACTCGT TTTTGGTAATGCCCCTACTACTAATGGECCCTGGTGC
TAAGAGAAAGT TTTGCCAAGCCTGAAACGCCTTGAT TGCATGATGCGGATTGCATACT A
TTGAGTATATCCATCGGGEGECCT AAACCAGCT ACT GCATCTAAT GCCAGT TCCGCACCTGT
GGCAATAATTAAGTAATCGTAACTAATACTTTGCTCTCCAAGCGATATCTTTTGGITTTG
AGGATTCAAGTAATCTACTCGCCCTAGTATCCAATTAATGCCCTTTTGCTTTAGCCGI TG
TTGCAGACTAACCTGAATTGACTCTAGGGAAGT TAAACCCATTGCTACCCAAGGCAATGA
AGGAATAAATGTAAAGT AAGGGGT TTCTGAAATGACGGT AACT TGATGCTGT TTGGGGAG
GATATGCCGT AAT TCAT AAGCGGT GGGTAAACCACCCAACCCT GCACCGACGATAACAAT
GIGAGCCATTGCAGGAAAT CTCCGAATAT TTGATTGT TGAT TAGCAAAAAT GAAGGT TGA
GAGACTGCGGTTTGTGATGTCGTGTGITGT TTTTTATACTCGATTTTCAAATTCCCTAGCA
TAGATTGATTCTGCTCATTATTATTTGICCGCTATCAGAACTCTTGTATAGCTGI TAATG
AAGCTACAGACT GTAAAAAACGAAGT AAGGAAAATAAAATTCTTTCGGATTTTCCCATCA
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4620
4680

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640



87

Anhang

2641 TATAACTATATAGTAGTATAGIGTAAATATAATTTAATGAAAAGGT GAGAAAGT TTATGG

PetC2 » M D

2701 ACGATACGITGAATCAGGCCAATCCTTCCATGICCAGGCGTCAACTCCTGAATTTCTTCA
D TLNOQQANWPSMSRROQLIULNTFFT

2761 CTGGAGCTATTGTGGCAACTACGGCTAGI GCGGCCATATATCCAGCGACTAAGITTTTTA

GAI VA TTASAAI Y PATIKTFTFM

2821 TGCCTCCAGCCGAAAGT ACGGACGCAGAAGGTGGTATCCTCGCTCAAGACAAAATCGGTC
P P A ESTUDATETG GG GI L A QDJKI GH

2881 ATCCCATCCCAGCCAGCCAAATTTTAGCCCAAGCATCAGGAACACGGEGECTTTAATTGCTG

PI P A S QI L AQASGTWRALI AG

2941 GACTAGCTGGTGAGCCTACCTATTTAACTGI TAGGGAAGATGGCACTCTTGATCCGATGG

L AAGEWPTYULTVIREUDSGTULIDUZPMG

3001 GTATTGITAATAACTGTACTCATTTGGGT TGTACCTTCCCTTGGAATCCTGTTGATCAAC

I V NNCTHUL GCTUFUPWNUPVDOQDAOQ

3061 AGITTCAATGICCTTGICACGGT TCACGCTATGACGCCCAAGGT TCTGTAGAACGTGGGEC
F QCPCHGS SR RYDAQQGS SVEIRGTEP
3121 CTGCTAACCGICCTCTGAAGI TAGTTCAAGTCCAGGTTAAAGATGATTACATTTGGATTT
A NRPUL KLV QV QV KDUDY Il WI S

3181 CGCCCTGGCAAGAAACAGATCCCCGTACTGGTGAAAAACCTTGGTGGGT TTAATTTTTAA

P WQE ETUDWPRTGEIKWPWWYV *
3241 GAGCAAGCTACTAAAAGATAATTTTTGAAAACATGGCTTACCGCATTAATTACCCACATA
3301 AATACAAAAAAGCCAGAATATGCAAATATCAAAGACTAATATTTCGGAACGTCTTGACCA
NADP- Thi or edoxi n

Reduktase » M Q I S K T N I S E R L D H

3361 TGITTATGATGCAATTATTGITGGTGGTGGTGCTGGTGGT TTATCTGCTGGAATCTACTT
VY DAI I VGGGAGGL S AGI YL

3421 ACAAAGATACCGTCTTTCTAGCCTAATTATTGATAAAGGTAAGGCGCGTTCTTTTTGGAT
QRYRL S SLI I DKOGKARSTFWM

3481 GCAGGAATTACATAACTATTTAGGGT TGCCTCCAGACACTCCCGGTCGTGTGITGTTACA
Q EL HNYLGLUPUPDTWPGRVL L Q

3541 ACAAGGGAAAAAACATTATGAATCATTGGCTGGAGATTCTTTAACCGCCTACGTTGAAGA
Q GK KHY E SL AGDSLTAYVETE

3601 GGTTGTGGACGAAGGTGATACTTTTGCTGTACGAGT GAAAGT TGGTCGTCAAAATAGTAC
V V.DEGDTU FAVIRVYVYIKVYVYGRIOQNST

3661 TTACTTTGIGITGCATTCTAAGTATTTGATTGCAGCTAGTIGGCATTATTGACCATCTACC
Y F VL HSIKYLI A ASGI | DHLP

3721 ATCCTTAGAAAATATGCAGAATGTTTTTGAATACGCTGGCTATAATTTGCACGTTTGTAT
S LENMOQOQNVFIEYAGYNLUHVCWM

3781 GGITTGTGATGGT TATGAAATGGTAGATAAACAGT GCGGECTTTTTTGCGGGRAGT GAAGC
vV C b GY EMVYD KO QCGFTFAGSTEA

3841 CAGTATTGAGGAAATGGTGITTAATCTTAGI TGGTTTACACCTTACATTACTATCTTTAC
S| EEMVFNLSWFTWPY I TI FT

3901 TCATGGATTATTTACTGTAAGTACAGAATTACGT TCTAAATTACAGCAGTATGGTITATCG
H GL F TV STELIRSIKILOQQYGYR

3961 CTTAGIGGAAACACCAATTAAGCAGITTTTAGGTCAAAGTCATCATATGTCAGGTGTGGA
L VETPI KQFULGQQSHHMS GV E

4021 ATTGGTAGATGGTACGGTAGTTGAGT TAGAAACTGGT TTAATCTCAATGGGTTCTCGCTA
L vDhD GTVV ELIETS GLI S MGSUZRY

4081 TCACAATACCTATTTGCAAAGAATCGACCTAGAGT TAAAAGGGGGTAATCTCGT CACAGA
H NTYL QR DL EL KU GGNWLVTTD

4141 TAAGATGTGTCGCACCTCCCACCCACGTATTTTTGCCATTGRCGATCTGAAGGTTGGTTT
K M CRTSMHUPRI F AI GDUL KV G L

4201 AAATCAAGICGTGATTGCTGCTGECGATGGTGCTTTAGCTGCTACACAGAT TTGGECGT GA
NQV VI A AGDGALAAT QI WRD

4261 TATCCGICGITCCTTTGGT GTACGT TGCT GGCAAGAGAATCTGATTTGAACCT CACACAA

I R RS F GV RCWQENTL I *

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320
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Anhang

4321

4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

CTCGAAGT CGCGCGAGGT TCAATCTCTCCCACAGCTTATCTCTGAGT GAGTATCTACCCG

Haarnadelschleife
TCATCTTTTTCCCGITGTTTATCCTAGATTTCGCAGITTTAATCTCAGCTTACCTAATTG
ATGACACACCCTAGIGCTTTACTCAATAATTCTCTGTGCATAAAAGCGCCTTCTACTAAG
GITGTGATTTTCTCAGATGCTAAAGGT TGAACGT TAGT GTAAAACTCTATCCATGITTTA
CTAATGACATTTGCGTI TATCTGGTAAATTTACTAAATCCCATCCGGGTATTGCCAAATCT
TCCATCAAACGATTTATTTTGGEGEGT CATAACTCAAGGCAAAACAGCGACAACCTTCACTT
GCTGCCATAATTAAACT GTGTAGCCTCATGCCGATCGCCATTTCAACGCCACGAAATACG
CCTTTTAAAATCTGCGGGTCTTCTATACAGAAAATTTCGCCTAACATCTTTTAATTGTGGT
TGTATTGCTTGGEECGATCGCTAAATCTTCGCTTTTTTGAAATGGTAGTAATAAAATAAA
GCCTTGGEGTAGATTTTTGCAGATTCACCAAGGCTTGAGI TAAGTTAGCTAACCTTGCTGC
TGTTAACTGCGCGATGGT TTCTTAAGGT GACAGCAATTCTAGGGGTGGGTAAAT CGGCAAG
TTCTGGAAATGGT TTTGCCT GT AGCGCCCAAACT GGGT CTGGT GCAAGGATAT GGGGAAT
CTGCCAATCAGCTAATAATGCAGCACTCACGCGATCGCGTACACTAACTTTTGTACAACC
AGTAAAATTCTGT TGT GCTAACCAGCGAGT CTGGGGACGCACT AGGGGGCCAATCCCTTG
CGCCCAAGCCACAGTICTTTAAACCTATTTTTTGGGECTAACGCCATCAGT CCCCCATAGTA
AAAAGGACTAATACT GCTGGTGACATCCTGAATTAGACT CCCGCCACCCCAAATAAAACGC
ATCACAAGAACGT AAAGCTGGECAACACAGATGTCAGAGACATCCGATTGTGAGATTCTAC
ACCATAGCGATCGCTGGT TTCCTCTGGATTACCAGACAGCACCACAGGTGTAACATGAGA
TGGTAACATTTGCAGCAGI GTTGCCAATAAAGCTTCGTCACCACCATTTCCTTTACCGTA
ATACCCAGATAATAATGCCCGCATTCCATTTAAAATTTTG 5500

6.3.4 Anabaena PCC 7120 petC3 (Accession-Nr: AJ319648)

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

TTTTTGTACACAGCTACCTAAATGT GCATCTTTGCCGACTTTGCCACCCATATAGATGTC
AACACCTTCCACGECTTTACCGTTTTTACGAGCTTTTGT TCCCATTAAGCCAATGTCTGC
AACTTGGGEECT GT CCCCAGGAGT TGGGEGECAACCT GT CCAAT GGAT TCGCACT GGACGAGT
AAAGGTCAATTCTGCTTCTAAGCCTTTAATCATTTCTAGEGCGECGGT TTTTGGT TTCGAT
GAGGGCGAAGT TGCAAAATTGT GCGCCCGT GCAGGAAACTAGCGATCGCGT CAATGCTCC
AGGATCAAGAGAAAATCTCTCTAGT AAGGGATCTGT CAACAAAGT CCTTAACCGCGAGTC
GGTAATGI TGCGAATGATGATGTI TTTGT TCAACAGT CATGCGGATTTCACCGCTACCGTA
TACATCGGCTAT CCGAGCCAAT TCAAACATAT CCTCGGCATACAAT CTACCTACAGCGAT
GIGTAACCCTACATAGI TCAATCCCTCTTGCTTTTGCTTATAGACT CCGATATGGT CGCG
TTTTTCCCAATCAATTTCGTCTTTGEEEECT GOGEEGAGTAAGGATTTACCCAAACCCTG
TTCGACTTCTGCCCGAAACT TATCTATACCCCAT TCATCAATTAGCCACATCAAGCGAGA
CTTGAGCCGATTAGCCCTGAGT CCATTGT CACGATAGACCT CTAAAATTGCTCTACATAA
GGGTAAGACTTCTTCCGGAGT TACCCAAGCAT TCAAAGGAATCGCCGCCTCACAGCGITT
AGCAGAAAAGAAACCACCAACTAACACGT TAAATCCAAAGACTTTTTGGTAAGTAGATGA
TTCTTCCCCATTCCCCAATACCCAATCTCCAATCCCTTCTTTAAATGCTGGAACAAAGEC
TAAATCGT TGATTTCCGCATGAACT GAATTATCCCGT CCACCGGCGATCGCAATATTAAA
TTTACGAGGCAAATTACTAAACTCTCGATTGCCTTCTCCTTTGT TGGTGAGCATATCCTG
AATTTGCTGCACTAACT CACGGGT GTCATACAACT CATCCGCATCTAACCCCGCTATCGG
GICGCCTGTGATGI TACGGATGI TGTCCATCCCTGACTGCACACTGGT TAAACCTACTGC
ATGAAATTTATTGAATATGTGCGGTAAGT CTTCTATTCTGATACCTCGTAGT TGAATATT
CTGCCTAGI TGTAATATCAGCGT TGCCGT CATCTCCGTAACGCTGCACCACT TCGGCTAA
AACACGCCATCTGATCGCTGGTGAGGATACCATTCGGCATCCGCATCCGCATCATAAATTT
ACCAGGGGT GACT GGECGAAAGAATACACCCACCCAT TTGAGCCGATGATCTCGGT CTGT
TGCGTCCATTGCTTCCCAT CCCAAAGAGGCAATTTTTTCGATCTCTGACT TGATGGCAAG
TCCATCTTTTTCGECTTTGAATTTCTCAAACTTATTGAGGECTGGECTTTGEGEGTAGI TAC
TGTATCTGTCATGAGCTGGT TCTCATAAAGI TTTTTTGCT CAAGAT CAATCCACCCGTAG
TCTTTGCTAGI TCTACGAGGT CTAGTGATAGCAATTTAGTAATCTTGAAAGAACCTCTCC
CCCAACCCCTCTCTCTTTAAAAGT TCTGT TCGGAGGAAACCTCCGCTCAGACT TTTCGCT
CCGACGCGGAGAGGGEGAGT TTGECT CCCACT TCCCT ACAAGGGAAGEEGEECT GGEGEEGTA
AGGTTTTTGATTAATGAATCGATGCTCTAATAGT GAAAAACCAAATATTTAATTTTGI TG
GCGCAGCCTTCCCGCAGCGTATTTTGAATTGATTTATGCTACT TCAATGACT GACACGCC
GCCGATGT TTCACTGAAGGTAACT CTAGAACT AAACCGGEGAGAAACTGTAGTCTTTTAC
ATTGECTAAATTTGTCAAGTGGTTTGTGTGAATGT TTATGTAACGATTTCGATACTTCTA

4380

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
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Anhang

1981
2041
2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441

AGGTTATGTCGGGAT CTCAGGTAAAATAGTATAAGTAGCTACAAAATTCTCGTATTAATG
CGTAAGT TTAATAGAGAATATGCGT TTTCTGCATTACACT TAACTAATGAGTAGCTAAAA
ATGTTGGTAAAACAAGGCTAGACT TTTGTTTACAACTAATACATAACTTCAGTGGCTATG
PetC3 » M
AAACGT CGGGATTTCAT CAATTGGGTAGGT TTGGGT TGGATAGCAAGTAGCTTACCTGTA
K RRDFI NWVGLG GMWI ASSTLZPV
GOGATCGCTGCT TGT TCTTCCCAGCCCACAACAT CTACAGAGGGGCAAGCGAT CGGGACT
Al AACSSQPTTS STEGROQAI GT
GTTGCTGAACTAGATAAAACT GGT CAATTACT CAACGAAAAT TCACCAATTGGCCCGGTG
VAELUDIEKTG GOQLTLNTENSTPI GPV
TTGGTCGTGGGTACAT CTAAGGACGCAAAT CTGATTGCTGTCAATCCTACTTGTAGCCAC
LVVGTSIKUDANTLTIAVNTPTTGCSH
AAAGGCT GTACCGTAGCAT GGCAAGCCCAAGCGAAGAAATTTGT CTGCCCATGTCATGGC
K GCTVAWOQAI QATZKTEKTFVCPTCHG
GCAGAATATGGAGT TGATGGTAAAGT GCAGAAAGACCCAGCTACAAAACCACT CAAAACT
A EY GVDGIKVYVYOQKTDTPATZ KTPLIKT
TACGCCGCCAAGAT T GAGGGT GATTCAGT TGTAGT CAAGCAAAGCT AGT GTGAGCAAGTA
Y AAKI EGD SV VYV KGOQS *
GGAAGCAGGGAGCAGGGGAAAGAT TTATTACT CAGCACT CAGCACT GGCTAAACGCCGCA
CTACTGCTCTCAGCGCAGCTATTGCCCGT AGGGCT TTACAGCACTCAAAACT TCGCTATT
CCAAAGGTATTGTGAATAATAT CGGTCAAAT TTTAGT GCAAGCGCAGGCGGOGCATAGTG
CAGATGATTTGTCATTGGTGATTAATAAT CTGCAACAGCTGATTTTAGTAGATACACATG
ACACGGCTAATTCAGAACAACT GCTGGAATTAGCACTCTCTATTTTTGAGT TGGGAGATT
TTCAGCAACGTTGGGATAT TGCCAAAGT GTTAGT TAATTTGGGCAATGT GACCATCAACC
CATTAATTGACATCCTAGAAGAT GAAGACGCAGAGGATGAATTGOGCTGGT TTGCTGCCC
GAATTTTAGGTGAATTGCAGCACCCAGAGGCGAT TATGCCT CTGGT GGAATTGTTGAAAA
CTAGTGATGATGAGGAAATTAAAGCGAT CGOCT CATCAGCAATAGCGCAAATGGGTACAA
TOGCCATTCCGGTAATTGT TGAACT CTTAGCACAAGAAAATACAAGACT TTTGGCAGTGC
GATCGCTTGCTTATATCCGACATACACAAACCATCGCCCCTCTGT TGAGTGTGGTACAAG
ATACCCAAGCAT CTAT CCGCGCOGCAGCTATCGAAGCTCTCAGCAGT TTTCATGATCAAC
GTGTACCACCTATACTGTTGAACGCTTTAAATGATCTATCTGCCACAGT TAGACGTACAG
CGATTCAGGGTTTAAGTTTTCGCTCTGATTTATCTTCAGAATTAAATTTGGTAGCTCAAA
TTCAACCCAAACT CTACGAT TTTAATATAGAGGT TTGCTGTGCAGCCGCCAATGCTCTGG
CGOGTATGGGTGGTGAT GATGCAGCT CAGCAT TTATATAAGGCTCTAATATCAGCTCATA
CACCCATTACCT TACAACTAGAAAT CATCOGCGCTTTAGT TTGGTTAGAATCGCTTATTA
GOCTGGAATATTTACAACAAGCAT TTAAT CAAGT CACAACAGAAACACTATGGCAAGAAA
TTGTCACAGTTCTAGGAAGAATACAAAAGCCT GAGT TAAAAACACCAGCCACAGCCATTC
TATTAGAGATACT GAACT CGCCACATCCAGCTACAAAAATTCATAGTAT GAAAAGT GCGA
TOGCCTTATCTTTGGGT CAGCTAGGTAAT GCAGAAGCAACGGAAAGCT TAACTATGCTGT
CAACAGATACAGATGAACTTGT TCGAGT CCAT GOGAT CGCTGCACT GACAAAATTAGCGT
ATCTTTGAAAACCGACACT GGGGAT CAAAT CAGAAAT AACAGCAGT GCAT AT GOGGAGCA
TTGTCTTAGAGATAGCT GAAGAAGATTCTTTCTTTACTTGTCTCTGTACAGATATAACCA
TAATATGAGTTCAAGGT GATAT TTCOGGTAAAATATTTGTAAATAACAAT GACCT GGGAG
GTAGAGTTTACAGACGAGT TTGAAAT GT GGT GGGT TGAGT TAGAGGAAAGT ACCCAGGTT
GCTATCGATGTAGTAGT GCGACTAATTGAAGCGCGGGGAGCAAAGCTTCCTTTTCCCTAC
AGTTCAAAAAT AAACAGCT CACGT CATTCCCACAT GAGAGAGT TGAGGGT GCAGCACAAA
GGAGAACCGTACCGAATACT CTATGCCTTTGATCCAAGGAGAGT CGCTATTCTTCTCCTT
GGAGGCAACAAGGGAGGAGAT GAT CGCT GGTATGAGGAGAAT GTGCCAAAAGCAGATACG
TTGTATGACGAACAT TTAGAAGAAT TAAAAACAGAGGGGT TCCTAT GAAAACGAAGCCAT
TTGATGAACTTCGTAAAAAAAT GACT CCAGAACAACAGGCAGAAAGT GAGAT GCAGGCAA

6.3.5 Anabaena PCC 7120 petC4 (Accession-Nr: AJ319649)

1
61
121
181
241

TATTCAGAGAAGT TTACACTATCAAATAATTAAAAAGGCTGATTCTGCAACGT TTAATGA
ATATCTGCGTCAAAGCCCGTACACATTATTGATGGT GGAATTTTTCACGAATCGTTGCAC
CTGCTTTAACCAAAAAATTCCTTAACT GAACGGTATTGGEGT TTTAACAGTCAACGT TGEC
ATATTTAGATCATTAGCGAGGTAGCAGCTATTTTATCAGTGCTATCCACTGATATTTGAA
ACTCATCCTTAATGT GCAGAGAGAT GAAAGCGATCGCCGT TCTGCAATTATGAGAGTATC

2040
2100
2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

60
120
180
240
300
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Anhang

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061
3121

GTACTGTI CAATCAAGAGGAT GTAAAAGAAGCGCGT TCTTTGAGAAAAATTGT GTCAACAA
GCCATCAGGATTTGTGECTTATATTTTAAGCTAATGAATTTATAATCAAATCAAAATATT
TTAAGGTAGTAGATAAAAAATTAACTTATTTACCTAGCAAGATAGAAGAAATATTTTCTG
TTTTATGT TTTATTGGGAAATCAGCTTATTAATCAGTAATTTGT GCAGACATTGAGCATT
ATTAACTAGCGAATCTTTACCAGT CCGTAAAATTGCT GCTGCCGGTACCGT GGAAATGEC
ACGT CCAGCGEEGAGATGAGT TGCCCTTTGTATAT TCTGGAACCT TAGT AGGT CAAGGACA
GGGAATTGCT CAAGT CCAAGCT GT GGGECGT TCAAACGGAGAT GGGCAAGATTGGTAAGEC
TTTGCAAAAAGT CAAGCCAGAACAGACT CCCCTACAACAGGAAATGACTCGGT TGGTGAG
TCCCTTATTTGCCATCCCTTTATTGI TGT GTGTAGCGATCGCTCTCGTCATCTTTGTGGT
TGCACTATAT CGCAGACAAGGCGAACT TGATGCCCGTGCTTTAACT TTTACGACGT TAAT
TTTAGCGAATTTAGGACTAATTCTGAGCGAAAGT TCT TCAT CTCGCCTCAGCCTCAAAAT
ACGGAAAT CCCCCAATAATGCCCT TTGGT GEGTGAT TGGTGGAGGACTGECTTTTCTCGC
ACTCGIGCTTTATGICCCATTTTTGCGTCAATTGTTTAGCTTCTCCTTCTTACACCCCAT
CGACCTGCCAATTTGT TTGGEECGGT GGEECGATCECTCTGCTTTGGT TTGAACAGT TAAA
GITTCTCAATCGACCCCAACGAATTATTCAATCCAAATCAAGAAAACCTATCCCAGAAAA
TCTTTGATTTACATCTGCATTCAATAGAACTCTTTAATCTGTAGCGTGAATAATACTTAC
GCTGCAACATTCTTCATCATTTGGECTCAAAATCTTCTGCACAAT TTGCACCCCTGICACA
GCTTGCCAGCCAAACAAT CCCAGCAGAATAAGAT TCAGCGAAACGT GGATGCTACGAACC
CAGTCATGCTTCTGCAT AAAGGGAACT AACGCCGCAGAAGT AGAAATCAATCCCACCATC
CCTAAGCCAGCAAATAGAT GAGGGCCAATCACGATTTTGCCATTGT TAAAGTAGGTTACC
ATTATCCCCCCGATCGCACCCATTACCAT CAACCCCAGGAGGATAGAACCAATTTGGT GA
TGGCGGATGECAAACCGACCCTTCACCAATTCTTTTTTGATATCTCCGT TAGCCAGCCTC
GTI'CCGTCGGACT TGCACACCCAGGTACAT CGCATAGAGCGCAACGACCAGCAAGATCCAC
ATAGTAATAGGGT GAAAAAAGCTGAGATAGGCECT TGAGCGCCCCTAAGGT TTCTGAACTC
ATAATAAGTATTTCCAAAATTAGCTATGGAGAATTAATCACAAAAAAGTATGACATTCTG
TTGITTGAAATCATGI TCTAATACTGGATAAATTGTATGAATTGTCCTAGAAACATATAA
TTCTTGATATTAAAAATTCCTAGTAGT TTAGGAGT TATAAT GAAAGAGAAAACAAGGAAA
AATTGCCATCCCTTGAGGT TGCTTCTTGCATAAT TGCACCAAGGGT TTTCTAGGGEGTTTT
GCAGCCCATTCAAGATTTTTATAAGGGT TTTGTAGCCTATTCAATATTGGAGATTACAGT
TATGAAAACGAATGT TGGT TCGT TAGATCGCCTGATCCGTCTGT TGT TGECTTCAGCGT T
GITTTATCTAGGACTTTTCCCGTACTACAGTACCGGATTGEGTATTGGTCTTGTCGITGC
AGGTAGCGTATTGCTGGTGACAGCT TTAGTAGGATTTTGCGGT CTTTATAGCCTCCT GGG
AATTCATACCAGCCAGATCAATGATCAACTTTAAGGACT TTCAAAAAATAAATTATCCAT
CTTCTGGGGTATCCTACCCGCCCT GAATCTGGGATAGGT GT TCGCGTAGT GECACGTAGT
GAGGACACCCATCCCACAAGAGAATTTGCGATATTTTTTATTTTTCAGTCTCT TAAAGGG
ATTCACTCATCAATTTTTAAGGAGACCCATAATGGACAATAGTATTCCAATCGAAAGT CC
PetC4A» M D N S I P I E S P
ATCCCTATCAAGACGGECAACTACTTAACTTTATTACCGGAGCAACTGT TGCTGTCACTGC
S L SRRQLLNZFI TGATVAVTA
GGGTGCTGCGCTCTATCCTGCTGECAAAT TCT TGAT TGCT CCAGCAGAAAAAACAGGAGC
GA ALYPAGKU FLI AP AEIKTGA
GGGAGGTGCTATTCTGGCTAAGGATAT TCTAGGGAAACAAAT CCCCCCCTCCCAAATTCT
GGAI L AKDI L GKQI P AS QI L
GGCTGAACCGCCCCAAACCCGECGCCCT GGT TGCCGGT TTGECAGGAGAACCCACCTATCT
AAE PP QTRALVAGLAGEWPTYL
GATTGTCAAAGAAGATCACACCCTGGATCGTATTGGCECT TGTAGATAACTGCACT CACCT
Il vV X EDHTULDRI GL VDNZ CTMHIL
TGGITGTACCTTCCCCTGGAAT CCCTTGGATCAGCAGT TTCAATGTCCCTGTCATGGTTC
GCTFPWNWPLDOQQFQCOCPZCHG S
TCGCTATGCCCCAGATGGGT CGGT GGT GCGT GGACCGECTCCTCTACCGCTCAAAATTGT
RYAPDG GSVVRGPAPLUPLKI V
CCAGGTTGCAGTGATTGATAACAGCATTTTAATCTCGCCGT GGACGGAAACT GATCCCCG
QVAVI DNSI LI S P WTETDPR
TACTGGAAAGAAACCCT GGT GGGT CTAAGGAT GAAGT GATATGGAACCGATTCGGATTTT
T G K K P WWYV *
TTACTTCCTGGTTTCTGGI TATGECT TGCGECTCCAGCATTTCTGATGATTATTGCTAGT
TACTTGCCTTATAAAAAACGCAAGAAT CGCCTCGTATTAAGCCAGAAGCTTTCTAGAAAG
CTGTTGCATGAAAAGT GAACGACTAAGGAT TTATATAGCAGGCAAAACAAT GAGATCGAA

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
3180
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Anhang

3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281

GCCATACGGT TTGATTGTGTGT TTAACAACTTTGAGCCTGT TAACAGCCTGCTATCTCAA 3240
TTTGGEGT GGECT GAGAGGECT CTGGAATAGT TAAGACCGAAT CTAGAGAAGT GEGTGGATT 3300
CTCATCCATTTCTAGTAAAT CCGTAGGTAAAGT CAGGATACAGCAGACGEGAAAAGAGTC 3360
CCTAAAGAT CACCGCCGACGACAACAT CCTACCGT TGCTAGAAAGT CGTGTAGCTGACAA 3420
GGTTCTGTATCTCACCATCGCAAAAGATACAAATATGAATCCCACCAACCCCATTGAGTT 3480
TGTTGTGGAGGT GAAAAGCCTAGAGAGGT TGAATATAGATGGT GTCGGTAGTGT TGAGAT 3540
AAACGATATCCAAGGTAAACAGT TGTCGATTTCCCT TGATGGGGT GGGTAGCATGACGAT 3600
CGCCGECAGTGTCGATGTGCTTGAACTCGATCTTTCCGGEGT TGGAAGT TTCCAAGGTGA 3660
AAATTTCCAGACTAAGCAGGCGACGGT TCGCAATAGCGGECGTGECGAGTGCTGTGGT TAA 3720
TGTCACTCAGCAGT TAGAT GCGACT GTAT CCGECGT GGGT TCAATAGAGTATATTGECTC 3780
TCCTCAAGT TCGGGAAT CT GEECGEEEECGT GGGGT CAATCAAGAAACGT TAGCGAAGCEA 3840
TCGCTTGGAT TCAGTAGAGAGAAAAT TGAAT TAGAGAATACAAAAAAGGAGT TATATCAT 3900
GAATGCCATCAAGATTGAAAT TTTGGGTACAGGECT GTAAAAAAT GCCAACAGCTAGAAGC 3960
AAATGCGAAAGAAGCTGTAACTAATCTCAATTTAATTGCTGAAGI TTCACATATTACCGA 4020
CCCAATCGAAATTGCTAAACGAGGT GTGATGT CTACTCCCGCTATGECAATCAATGCECAA 4080
AGTTGT CAGCAAAGGT CAAGT AATCAGTACCGAACAAATTCAGCCCCTATTGCAGCGTTA 4140
AAGAGCCAAATTCATGT TCGATCCGTTTTATCCGTTTGATTGGT TGECAACCCAGATTGT 4200
CACTCAAATCTTGGGECTTGTCGATTTCATCGCATTTAGGATCGAGICTGCACTTCTTTCT 4260
TTATGATGTGCCAAAAGTCTTAACATTACTGATTGTAATTAGCTTTATTGITGGGACATT 4320
TCAAAGCTTTTTAGAACCAGAGCGCGT TCGCTCTTTGCTAGAAGGAAAGCGTACTTTTGC 4380
CGGAAATATTTTGGCAGCAATGGTAGGAATCGTCACACCATTCTGITCTTGCTCTGCGGT 4440
TCCTTTGITTATCGGCTTTTTGGAAGCAGGT GTACCTTTAGGCGTGACTTTTTCGTATCT 4500
GATGGCAGCACCAATGGTAAATGAGGT TGCTGI TATCCTTTTATGGCGATTGITTGEGTT 4560
AAAGGTGACACTGATCTACATCGGCT TTGECGTGEGT TTAGCGATCGCCTCTGGATACAT 4620
TATTGGACTCCTGAAAT TAGAAAAAT GGGTAGAACCATTTGT TTGGGAATTGCAAAAATC 4680
TCGICAAGCAATACCT CTAGAAGGGGAAGACAACCTAGAACCAGTGECGT TAACCTGEGEG 4740
ACAAAGATTTGAGCAAGGAAGATTCCAATCTAGT GAAATTGTGCGATCGGTGTGECTTTA 4800
TGTGGTGCGEGT GGAATTGCGATCGGT GCAGGGATTCATGGT TATGTGCCGACAGATTTTAT 4860
TGTTAAATATGCAGGT GCGAATAATCCTTTTGCAGI GCCGATCGCGGTAATTTTGGGTGTI 4920
TCCACTCTATGCGAATATTGCGEGT GTAATGCCGATTACTGAAGCT TTAGT AAATAAAGG 4980
AATGCCTATGGGTACAGT TTTAGCTTTCACTATGGCAGTAACAGCACTATCTCTTCCTGA 5040
AATAGTGATTCTCAAAAAAGT GCTACGACCACAACTGTTAGCTGTATTTGICGGGTTAAT 5100
GACCGTTGGCATTATCAGCATCGGCTACATATTCAACACCATAATTAATTGACTTGCTAC 5160
TTTACAATTGCAAAATTATATGATATGTAAAAAACTAATTCAGACCATATTGCTGGEGATT 5220
TCCTATGTGITTTTACCTCTTGCT TGGTGCT GGGCTAAACCCAACT CTAGCAGCAACTCT 5280
CACACAAGT TGAATCAATCT CTCAACCCAGGATGCAAACTCTATCTGAACCCCGTA 5336

6.3.6 Anabaena PCC 7120 petG (Accession-Nr: AJ319650)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

TGATGGATACCAGATATGAACAGATGT TGGATCAAGT CAGAAATGAGCTATCAAGTATGG 60
GIGTAGCTGTAACAGTACCTAAGACTACTACTGGTAATATTTTACGCACAATTGCTAAAA 120
CAGAAGTTGAACGGGECATTAAATTTAGCTAGACT TCAGT CTCAACATCCTACAGTGAAAA 180
ACTTTGATGCTCAACTTCAGGATTTATATAAGCAACTAGCAAACACACAACCGCAAGTAG 240
AGT CAGGGGT GGTAAAAAACCT GATAGCGAATGCAGCCTATGAGAAAATAGATGATCTAA - 300
AGATAGAGCGATCGCAACT TTTGACAAAATATACCCTTGACAGTCCCATCATTGGECGTAA 360
TTGATAGCCAGACAAGCGAATTAGAATCATTAATTCACCGTAATAAATTTTAATCATCAT 420
TAAAATATGAAT TCCTGAT GTAAAAACCCCGGT TCCTTCAAGAAATCGGEGTTTTGEGTC - 480
TGCGCGTATCTAAACT TGATTGAGCTATAAAGT CTCCAAAAAGCTTAAAAGATCTGCCAT 540
TTCTTGEGTGI TGEGECTGAAATTTTGECATTGGT GGT GTATCACCGCTAATAACTTGGTG 600
AATTAGCCCATACTTGGACTTACGCTTAGAAACTGCTTGTAAGCTGEGEECCTACTCGECC 660
ATCTGCTTCTAAACCATGACAACCAGCACAATTTATTTGAAAAATAGCGTGTCCCTGTAT 720
TGGGTCTCCTTTCATGGECAAGAACACT CTTAACATAAGGGT CAGAGECTTTCACCAACTG 780
AACACCAAAAAAGCCCAAAGCGAT TGCTAGCAGTATCACTAGCGCCACTAAAGCGATACG 840
CTGAATCAGAATTTCAGGT TTGGTAAT CTGGT TATCCAAAAGGT GTGCTGTAAAAGTTTA 900
GGTTTACTCAAATTTTTCATTTCCTACACATAGCTTAAAAGTI TCTTGATGATGTCTGCAA 960
GCATAAACTACAGI TTTTCATCTCTAGGGGT CGCCTAAAAATAGT GTAGGAAGCGGEATT 1020
CATCCGCGATTTGGTAAAAT CAAAGAT GGGAAATAAATAAT GAATAAT CGTAACAGGAGA 1080
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TTTTAAAGTGGT TGAACCCCTACT TTCAGGCATCGITCTTGGT TTGATTGI TGT CACCCT

PetG» V V E P L L S GI VL GL I V V T.L

CGCTGEECTGT TTTACGCTGCCTATAAGCAATACAAGCGCCCCAATGAGT TGCGTGGT TG
AGL F Y AAY KOQYKRWPNIEIL G G *
AGTCTTGAAGT GCTGATTGCTAAAGCGCGT TAGCTACT GGGT GGGGEGTATGAGGGATAA
AGTAGATAAAAATTCTTCCTCATCT TCCCCAAT CCCCAAT CCAAGGCAAAAGT CAAAAGA
AAAAATCTTTTACCTTTTACCTTTTTACTTTCTTGT CCCCAATCCCTACGCCCCTAATTC
CTCGCTTCGATAAAAAGT AAGCGCCGT GT TACCGTAGACT TTTTGGCGGCAAATTTCCCA
GICAGGAATTAATATATCTACCCACCCT TGECGATTATGT TCGATCGCTATTTCCCCACT
TGGATCTAATAATTGATGGT GAGCGAT CGCCT CTAACACT GGCTGATATAATCCACTAGC
ATAGGECGGATCAAAATAAATTCTGTCGAAT TGCTGCCCTGATAAGT TTTTTAACTGCTG
AACGACATCTCCACGCAATATTCGCCATTGT TGT TCGT TATTGECTATGCGCTGCCAATT
CTCTTGGATAAT TGCACAGGCTCGECTTGATTTTTCAAT TCCGACCACCAAGCTAGCACC
TCGACACAAAGCCT CTGCACCCAT TGAACCAT TCCCGGECGCACAAATCTAGCCAGCGATA
CCCTTCTATTTCTCCCTGCCAAATATTAAAAACAGCT TCCCTAACCCT CCCAGT GGT GGG
TCTGGITTCTTGCCCTGGTAAAGT TTTAATCTGGCGATTCCCGTAAATTTTTAGACTCAT
TGGTICAATGGTCATTAGTCATTAGTCATTAGT TATTAATCATTAGI CTACTGACAAGT GA
CAACTGACGACTGACAAACTAATATTATGCTGCTATTTTTTCCCGTACT TGAGAGACAAA
ATTAGACAGGAT TTGCAGCCCAATATTTGACGAT TTTTCTGGGT GAAATTGTACT GCCAT
CAGGT TTTCATGGGCAAT GGCTGCCGT GACGGT TTGCGTACCGT GAGTAACAGT TGCAGC

ACGAACT TGAGGT TCAAATGGGTCAACATAGTAGGAATGC 2200

6.3.7 Anabaena PCC 7120 petM (Accession-Nr: AJ319651)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

1081

1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

TGTCGI TCTGACTCTAGCCAAGGAATTAACCAATCTAGT TCTTCTGT TCCCAGT TGTCCT
TGTTCGCCACTGT GGGGAT TTAAACCAGCGAT CGCAATTCTCCCACTAGT GATGCCAAAA
TCTTTCTCTAAACACTCCACCAACAAATCTAATTTTTGCGT CAGCAAT TGCGGT GTCAGT
GI'GTCCGCCACT TGACGTAAAGGTATATGGEGTAGT TGCGAGTAAGGCT CTCAGT GTCCAA
CCAGT GT AAGGCGAT CGCGCGACAAATAACAT CCCAAAGCGT TCAACACCAGACTTTTGG
GCTAACAGITCCGTTTGTCCTGGGTAATTGTAGCCTGCGECT TTCCATGCAGATTTAGCT
ATGGGGECCAGT CACAATTCCATCAAAATTACCTGCTAGGGT TTGGEGECGATCGCATAATCC
ATATAGCCGAAACT GECTGCACCACTAGCCGCGT TACCAGI TCCTAAATTTATCTGICTG
GCAGITTCTCTATCAACAGT GACATCAATAATTTTTAATAAATTAGGATCAGCCAACGEC
AGTAAATTTTCCATCGAGCTTAATTGT TTATAAGTCTCTTGGAGTAAATTTTTATTACTT
ACTACAGTTAAGTCATAATTATGACCGATTTCTAAAT CAGCCAAAGCT TTTAAAATCACT
TCCGCCCCAATTCCGCCTGGATCTCCGACTGT TAGT GCTAAACGT GGGCGATATTTTTGA
GGTGTATTTACTGICTGATTCTGATTTAATTGGTACATATAAGT GCTTTGGAGAAGAATT
TTTTGCTTGATTCCATCTCCCAATAGT AGGGATTGACTATCAAACTAGT TTAAAATTATT
TACACAGGTCTAATCCAATAAAAGT AGGAGT GAGAGGCTAAAAAAGCGGGAGAGCAGAGA
AGCAGAT GGGGAAGGT GAATAAATTATCATTCAACACTAAATTACTCGGCTCACATTACT
TAGCACTTCTGACTCCTGI GCCTAGATAAGACCAAAAAAT CAAAATTTATTCGT CAAGGA
GAATCACATTAAT GAGCGGCGAACTACTGAATGCAGCTTTGT TATCTTTCGGCTTAATCT

PetM» M S G E L L NA AL L S F G L I F
TCGTAGGT TGECCTTTGGGTGCTTTATTATTGAAAAT TCAAGGCGCAGAAGAATAATTTA

vV GWAL GALLLKI QGAEE *

TCTGTATTTGCCTGCTTTCAACAGAT GAGAAGCCTGAATATCACTGCCAAAATAGCT TGT
CCAGGTACTCCTTTGAAGAAGCAGACT ACCGCAGT CCACCCGECGCT TCATACCGCCCGT
GIGGECTGCACTCACCAGAAAACCCTGT TTTAGTGATTTTTTCAGTATCAATTCTGI TCCT
TAAAAACCATTAATTTTTATTTACAGATATAATTCTGT TAAGATTCTTTTCATAAAAGTT
TAAAATTTGI TACAACCCT CATGACATTATTAATAGT CGGT GCCACTGGCACCTTAGGAA
GACAAGT GCCTCGT CGGECGAT CGATGAGGGATATAAAGT TCCCTGT CTTGT CAGGAGT G
CCAAAAGAGCAGCTTTTTTAAAAGAGT GGGGAGCCGAACT CGTAAGAGGAGATTTATGTIC
AACCCCAGACT CTGGTAGAGECGCTAGAAGGCGT AACAGCAGT AATTGATGCAGCAACCT
CTCGI GCTACAGATTCGCTGACAATTAAGCAAGT AGACT GGGAAGGACAAATAGCCCTAA
TTCAGGCAGCAAAAGCCECGEGTGTAGAACGT TTTATATTCTTCTCTATTATTGATGCCG
ATAAGTATCCAGAAGT CCCACTGATGGAAATTAAACGGT GTACAGAATTATTTTTAGCTG
AATCTGGGATAAATTACACTGT TCTGCGCT TGECCGGECT TCATGCAAGGGT TAATCGGTC
AGTATGGCATCCCCATTTTAGAAGGACAGCCTGT TTGGGTAACT GGCGCATCTTCCCCAG
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1921
1981
2041
2101
2161

TCGCTTATATGGACACT TTAGACATTGCTAAGT TTGCTGT GCGEGECGT TGAGT GTGCCAG
AAACAGAAAAACAAGCTTTCCCTGTATTGEGTACT CGT GCCTGGAGT GCCGAAGAAAT CA
TTAACTTATGT GAACGCTTATCTGGCAAAGAAGCGAAAGT TAGACGAAT GCCCATCAACC
TACTACGAGCCGT GCGCGGT CTTGCCAAATTCTTTCAGT GGGGATGGAATATAGCCGACA
GACTCGCATTCACCGAAGT TTTGECTAGT GGTAGACCCGCT 2200

6.3.8 Anabaena PCC 7120 petN (Accession-Nr: AJ319652)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

1081

1141
1201
1261
1321
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1561
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1681
1741
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1861
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1981

TTGCTTTCACTATAGAAATACACT CAGCACTAAAAACT CATTATCCAACACTGAAGI TAG
TTAAGICATTGACAAGCGATCGCGT TATTTGCTCTGCTTCAGAAAAACAATATCTTGGCA
AAACCTTAGGTGCTGATGT CGT TGATATGGAAGGAT TTACTACCCTAGAGTATTTCAATG
GATCTGGTGTAGCAGTAGCTATCCTTAGGGTAGT TAGCGATGAT TGCCATCACAATATCC
CTGACATCACAGCAGCCATCAATCCCGACGGT TCTCTACAACCTTTATCCTTAGCATTAA
GATTCCTGGGTCAACCTATTGCAGCCGCTAGGCTAAT TCAAGGT TCCCTGCGEEGACTAA
AAGTGI TGGAAGAAGT GACAAAAT CACTGGT TGCTGAAT TGTAATTAACTTGATGGAAAA
GATTTCACCCAACCGAGT TGGATAGCCAGAT CAAGAGCGAT CGCTGCCGT CGCAAACCAC
AATATACTTTCACTAGCCATGACTATACAAGGTAAAATTGT GT TGCTGCTACTCCACCCC
ATTTCTACCT GAGT TAATCCCCGCACCAAACCAAAAGCCATCACAGCACCATCTTTCAGA
TGAGAATTTTGATCTGT GCGGATAATATAGCGGT AAGTAATACCAAATAATAAACCAGAG
AAACCAGCGATCGCTCCACT CAAAAACCAAGACAAGT TAACATCTATTTGCAGACTTACG
AGI GTGGGAAAATACT TTGCCAAAACT AGAGT AT TCAGCAAACT GGTGACAATAAAAGCC
AAACCCAGCGAAAAT CCGCCAATCATACCAGCCT TAATGGATTCTATCCGI TCAGCCATT
ACTGGCTCATCAAAAATTCTATTCATGATAAATCTTGGACT CACAGCAGCGATCAACTAG
AGATGGAACATGAGAAAAT TGCCCAAT ACCCAAT CCCCAATACCCAGT CCCCAGTATGAT
AAATAGT AGAGACATTTTGTAAATAAT TTCCAAAGAGAGACTATGGCGATTTTGACACT T

PetN» M A I L T L
GGTTGEGTATCACTGITAGI TGTGTTTACTTGGT CGATTGCGATGGTAGT TTGEEGACGT
GWVSLLVVFTWSI AMVYV WGR
AACGGACTATAGGGEGAATCGT GGAAAGT CCATTCCTAAGTATTTTGECTCTAGTCGCCTT
N G L *
AGTGCTGITACTATCTGT TACAGGTGCCGTTGT TTAT TTAACGGTAGCAGACT GGCGCGA
TCGCCGT CTTCGAGAAAAT GAAAAGCGCACACT CCGAAGCAGCACT CCCAAACGGCGATA
ATTCTCAAGCGACAAATTGAACGCAGT TTTACAAAAATCTTCTTCCAGGGACATGATTCT
ATCGTGTCCCTAAATTTTTATGTTTCTGTGGGTGTCATTCGTCAATAGTCATTAGITTTT
CCACCTGCTCCTCTGCACCCCACTCTCTACTTGITACATTTCTCCTCCTTCGGGGAACTC
TGAGATAGAAGCCCTTGCGATATT TTAAGT CCTACAGGGAAT GGAAAACT CTTCTACGGT
ACAACCCATACAAACAACT TGT GAGCGAGAAT CTCAACCAGATATGAAGACAGCTCTTTC
GGCGGTAGI TAGT CGGAT TCGCCAGT CTCTGGACATAGAAAT AATAT TCCAAAT TACCGT
TACGGAAGTGCGTCAATTATTAAAT GCTGAT CGGGTAGGAGTATTCCGT TTCTATCCTGA
GITGAGAT GGGAAGGEGAATTTATTTATGAAGATGTGCGTTCTGAATGGATTTCAGTIGT T
GACATCCGAATTAAGCGATGGACTATCCCATACCCCAGECTATGACTGCTTTGCT GAGGA
ATTTGCT CAACCTTATCAGCAAGGCACAAT CAAGGCAATAGATAATAT CTACCAAGCGEEG
AATTAGT GATGATCACATTCAGAT GCTGGAAAAGT TGCAAGTACGT GCTAACGTAGCTGC
TCCTTTAATAAAAGGAAAAGAGT TGTGGGATTANAGAAT TCGTAATCATGGTCAAGCGT G
TCTACAA 1987
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