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“In cosmic dimensions, the biosphere of
this planet is little more than a flimsy layer
on its surface. The vast number of
individuals of far more than one million
species are crowded within that layer.
Consequently, living organisms constitute
a considerable part of the environment of
other organisms.”

(Peter Sitte)
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Funktion der Glutamat-Synthase

Pflanzen sind durch ihre autotrophe Lebensweise charakterisiert. Einfache anorganische
Molekiile dienen ihnen als Nihrstoffe. Sie werden von der Wurzel aufgenommen und
anschlieend in die fiir Wachstums- und reproduzierende Prozesse notwendigen organischen
Verbindungen assimiliert.

Die Assimilation einiger Nihrstoffe - insbesondere von Stickstoff und Schwefel - erfordert eine
komplexe Abfolge biochemischer Reaktionen. Sie gehdren zu den energiecaufwendigsten
Reaktionen, die in lebenden Organismen ablaufen. Gleichzeitig stellt gerade Stickstoff oft den

limittierenden Faktor fiir das pflanzliche Wachstum dar (Canovas et al., 1998).

Aus dem Boden wird anorganischer Stickstoff meist in Form von Nitrat (NO5") aufgenommen,
und zundchst in zwei Schritten zu Ammonium reduziert (Lea et al., 1990; Temple et al., 1998).
Einige Pflanzen, vor allem Leguminosen, bilden eine Symbiose mit Rhizobien die in der Lage
sind, auch atmosphérischen Stickstoff zu Ammonium zu reduzieren (Heichel et al., 1981;
Schonbeck et al.,, 2000). Innerhalb des pflanzlichen Stoffwechsels entsteht Ammonium
aulerdem in signifikanten Mengen in der Photorespiration (Keys et al., 1978), der
Phenylpropanoid Biosynthese und dem Aminosdurekatabolismus (Lea et al., 1990; Lam et al.,
1996). Diese sehr unterschiedlichen Quellen in der Pflanze anfallenden Ammoniums erfordern,
wenn eine toxische Wirkung vermieden werden soll, einen effizienten und gut regulierten

Einbau von Ammonium in organische Verbindungen.

Die Glutamat-Synthase (Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase oder GOGAT) stellt
zusammen mit der Glutamin-Synthetase (GS) ein Schliisselenzym bei der Assimilation von
Ammonium in den pflanzlichen Stoffwechsel dar (Lea und Miflin, 1974; Keys et al., 1978; Lea
et al., 1990; Sechley et al., 1992; Canovas et al., 1998; Temple et al., 1998). Die von ihnen
katalysierten Reaktionen sind in Abbildung 1 zusammengefasst. Die Glutamin-Synthetase
katalysiert die ATP-abhdngige Aminierung von Glutamat, bei der Glutamin entsteht. Der

anschlieBende reduktive Transfer der Amidgruppe von Glutamin auf 2-Oxoglutarat, bei dem
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zwei Molekiile Glutamat entstehen, wird von der GOGAT katalysiert (Boland und Benny,
1977). Beide Reaktionen werden als GS/GOGAT-Weg zusammengefasst (Lea et al., 1990).

ATP ADP + Pi

NH4"+ Glutamat U > Glutamin

Glutamin-Synthetase

Ferredoxin ./ Ferredoxin,/
NADH+H* NAD*
Glutamin + 2-Oxoglutarat U » 2 Glutamat

Glutamat-Synthase
(GOGAT)

Abbildung 1: Der Glutamin-Synthetase/Glutamat-Synthase Weg als Eintrittspforte von anorganischem
Stickstoff in den pflanzlichen Metabolismus bzw. zur Reassimilation freigewordener Ammoniumionen. Im
ersten Schritt wird Ammonium via Glutamin-Synthetase unter ATP-Verbrauch an Glutamat gebunden, es
entsteht Glutamin. Dieses reagiert mit 2-Oxoglutarat zu zwei Molekiilen Glutamat. Das Enzym, das diesen
zweiten Schritt katalysiert ist die Glutamat-Synthase (GOGAT). Je nach Isoform kéonnen ihr Ferredoxin
oder NADH als Coenzym dienen (siehe 1.2).

Das gebildete Glutamat kann entweder den Glutamat-Pool fiir die Glutamin-Synthetase wieder
auffiillen oder aber als Stickstoffdonor fiir die Synthese weiterer Aminosduren, von
Nukleinsduren oder anderer Stickstoff enthaltender Komponenten dienen (Lea et al., 1990).

Wichtige Folgeprodukte von Glutamin und Glutamat sind unter anderem die Aminosduren
Aspartat und Asparagin, die in vielen Pflanzen den Transport von Stickstoff vom Ort der

Assimilation zu dem Ort des Verbrauchs tibernehmen.

1.2 GOGAT Isoformen in hoheren Pflanzen

Von der GOGAT sind in hoheren Pflanzen zwei Isoformen bekannt, die mit unterschiedlichen
Coenzymen assoziiert sind. Ein Ferredoxin-abhingiges, die Fd-GOGAT (EC 1.4.7.1) und ein
NADH-abhingiges, die N-GOGAT (EC 1.4.1.14) (Sechley et al., 1992; Gregerson et al., 1993;
Lancien et al., 2000). Zusétzlich zu ihrer Coenzymspezifitit unterscheiden sich beide
Isoenzyme hinsichtlich ihrer Molekularmasse, ihrer Enzymkinetik, ihrer Antigenizitit und ihrer

metabolischen Funktion (Suzuki und Gadal, 1984; Avila et al., 1987; Sakakibara et al., 1991;
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Gregerson et al, 1993). Sie werden von unterschiedlichen Genen kodiert, werden
unterschiedlich reguliert und haben moglicherweise unterschiedliche evolutiondre Urspriinge

(Valentin et al., 1993).

Die Fd-GOGAT ist die Hauptform der GOGAT in grilnem Gewebe (Lea et al., 1990; Vance et
al., 1995). Diese Isoform ist bei hoheren Pflanzen bereits gut charakterisiert. Vollstindige
cDNA-Klone, die fiir eine Ferredoxin-abhéngige Isoform der GOGAT kodieren, konnten u.a.
aus den Blattern von Zea mays (Sakakibara et al., 1991) und Arabidopsis thaliana (Suzuki und
Rothstein, 1997) isoliert werden. Das entsprechende Isoenzym konnte auflerdem im
Chloroplastenstroma von Lycopersicon esculentum (Botella et al., 1988; Avila et al., 1994),
von Z. mays (Wallsgrove et al., 1977; Sakakibara et al., 1991), Pisum sativum (Wallsgrove et
al., 1977), Spinacia oleracea (Hirasawa und Tamura, 1984), Pinus pinaster (Garcia-Gutierrez
et al., 1995), und Vicia faba (Wallsgrove et al., 1977) nachgewiesen werden. Es handelt sich
um ein Eisen-Schwefel-Flavoprotein mit einer Masse von 130-180 kDa, das generell als
Monomer aktiv ist (Wallsgrove et al., 1977; Matoh et al., 1979; Tamura et al., 1980, Temple et
al., 1998), mit einem FMN und einem Eisen-Schwefel-Cluster als prosthetische Gruppen.
Zusammen mit der plastiden-lokalisierten Form der Glutamin-Synthetase scheint sie im
Allgemeinen in hoheren Pflanzen vor allem die Reassimilation von Ammonium aus der
Photorespiration zu katalysieren (Keys et al., 1978; Sommerville und Ogren, 1980; Kendall et
al., 1986; Sakakibara et al., 1991). Zumindest in Z. mays und A. thaliana sind aber zwei
Ferredoxin-abhéngige Isoenzyme nachgewiesen worden (GLUl und GLU2), die von
verschiedenen Genen kodiert werden und offensichtlich innerhalb der Pflanze auch
unterschiedliche Aufgaben iibernehmen. So wird in Arabidopsis das GLU1-Gen vor allem in
den Blittern exprimiert, wéhrend die Expression von GLU2 vor allem in den Wurzeln erfolgt
(Oliveira et al., 1997; Coschigano et al., 1998). Auch in Mais scheint nur eines der Enzyme fiir
die Photorespiration bendtigt zu werden. Mutanten, denen dieses Enzym fehlt, sind unter
photorespiratorischen Bedingungen letal (Sommerville und Ogren, 1982). Das andere
Ferredoxin-abhingige Isoenzym dagegen lbernimmt in den Plastiden der Wurzeln die
Assimilation von Ammoniumionen, die direkt aus dem Boden aufgenommen wurden (Lam et
al., 1996).

Auch bei der NADH-abhingigen GOGAT handelt es sich um ein Eisen-Schwefel-
Flavoprotein, das bei hoheren Pflanzen als Monomer von 200-240 kDa auftritt (Trotta et al.,
1974; Boland und Benny, 1977; Matoh et al., 1980; Anderson et al., 1989). Zusétzlich zu den
prosthetischen Gruppen der Fd-GOGAT enthilt sie ein FAD und ein oder zwei weitere Eisen-
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Schwefel-Cluster. Vollstindige DNA-Sequenzen die fiir eine NADH-abhidngige GOGAT
kodieren, sind mittlerweile u.a. aus M. sativa (Gregerson et al., 1993), A. thaliana (Lam et al.,
1996) und Oryza sativa (Goto et al., 1998) bekannt. Dieses Isoenzym scheint aber im
Gegensatz zu der Fd-GOGAT vor allem in den Plastiden des nicht photosynthetischen
Gewebes wie den Wurzeln, den Leitbiindeln oder den sich entwickelnden Blittern von
Bedeutung zu sein.

Eine besondere Rolle kommt der N-GOGAT in den Wurzelkndllchen von Leguminosen zu
(Trepp et al., 1999a und b). Hier ibernimmt sie zusammen mit der cytosolischen Form der
Glutamin-Synthetase das Fixieren des Ammoniums, das von den Bakteroiden in die Pflanze
exportiert wird (Temple et al., 1998). Dabei scheint es aber zumindest in Wurzelknollchen von
Bohnen zwei Isoformen der NADH-abhédngigen GOGAT zu geben (I und II), von denen vor
allem die Aktivitdt des Isoenzyms II durch die Entwicklung von Knéllchen erhoht wird (Chen

und Cullimore, 1988).

Die Urspriinge und die Evolution der verschiedenen GOGAT Isoformen in héheren Pflanzen
kénnen ohne eine Ubersicht iiber das Vorkommen und die Organisation der GOGAT in

anderen Organismen nicht verstanden werden.

1.3 Organisation von GOGAT Genen und Enzymen verschiedener Organismen

Zusitzlich zu den in Pflanzen nachgewiesenen Ferredoxin- und NADH-abhéngigen Isoformen
der GOGAT ist eine weitere bekannt. Diese NADPH-abhédngige GOGAT (EC 1.4.1.13), die im
allgemeinen in Eubakterien vorkommt, setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen (Oliver et
al., 1987; Castano et al., 1992; Pelanda et al., 1993). Die grof3e Untereinheit von ca. 150 kDa
wird durch das gItB-Gen, die kleine (ca. 50 kDa) durch gltD kodiert (Oliver et al., 1987;
Pelanda et al., 1993). Beide Gene sind bei E. coli hintereinander auf einem Operon lokalisiert

(Oliver et al., 1987).

NADH-abhéngige Enzyme (EC 1.4.1.14) kommen aufler in hoheren Pflanzen auch bei Tieren
und Pilzen vor. Sie sind sowohl zu der grofen (GItB) als auch zu der kleinen Untereinheit
(GItD) der Glutamat-Synthase in Bakterien homolog. Beide Fragmente sind lediglich durch
eine kurze hydrophile Region voneinander getrennt (Temple et al., 1998). Das fiir diese

Isoform kodierende Gen (gIsN) resultiert offensichtlich aus einer Fusion der beiden bakteriellen
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Gene und zwar sowohl in den bisher untersuchten Pflanzen als auch in Pilzen und Tieren
(Filetici et al., 1996; Suzuki und Gadal, 1984; Wilson et al., 1994). Es ist bei hoheren Pflanzen
im Kerngenom lokalisiert (Sakakibara et al., 1991; Gregerson et al., 1993).

Ferredoxin-abhingige Enzyme (EC 1.4.7.1) wurden bisher ausschlieBlich in photosynthetisch
aktiven Pro- und Eukaryoten wie Cyanobakterien, Rhodophyta und Chlorophyta nachgewiesen.
Das fiir diese Isoform kodierende glsF-Gen ist dem Gen fiir die grole Untereinheit der N-
GOGAT in Bakterien homolog, aber nicht mit einem gltD-Gen assoziiert. Es ist bei
Rhodophyten auf dem Plastidengenom (Reith und Munholland, 1993; Valentin et al., 1993),
bei Chlorophyten im Kern gelegen.

5‘“Ende 3‘-Ende

N-GOGAT Eubakterien

gltB E.coli ghtD E. coli

N-GOGAT Pflanzen

glsN A.thaliana

N-GOGAT Pilze

glsN S. cerevisae

N-GOGAT Tiere

glsN C.elegans

Fd-GOGAT Cyanobakt.

gls F Synec ho cys tis
Fd-GOGAT Pflanzen
glskF A thaliana

Co——1 I ]

gltB M.jannasc hii gltD Pyrococcus

GOGAT Enzyme
Archaebakterien

kb

Abbildung 2: Homologien verschiedener GOGAT Gene (verindert nach Temple et al., 1998). Die Gene fiir
die groBie (GItB) und die kleine (GItD) Untereinheit der Glutamat-Synthase sind bei E. coli hintereinander
auf einem Operon gelegen (gItBD-Operon). In hoheren Pflanzen, Pilzen und Tieren sind sie zu dem gIsN-
Gen fusioniert. Ferredoxin-abhéingige Enzyme in Pflanzen und Cyanobakterien sind dagegen nur zu der
grofien Untereinheit der N-GOGAT in Bakterien homolog. In Archaebakterien sind jeweils nur kleine
Fragmente von gItB- oder gltD-homologen Genen vorhanden. Die blau gekennzeichneten Abschnitte mit
Quer- sowie Diagonalstreifen kommen in allen gltB-homologen Genen einschlieBlich des GOGAT-Gens in
M. jannaschii vor. Einfach blau markierte Bereiche: Homologe Bereiche in allen gltB-, glsF- und glsN-
Genen ausgenommen der archaebakteriellen GOGAT. Gelb gekennzeichnet sind alle gltD-homologen Gene
bzw. Genabschnitte. Graue Bereiche: Linker zwischen fusionierten Genabschnitten.

Die Analyse einiger Genome von Archaebakterien hat gezeigt, dass in dieser Gruppe zwei
unterschiedliche putative GOGAT Enzyme vorkommen (Bult et al., 1996; Kawarabayasi et al.,
1998; Klenk et al., 1997; Smith et al., 1997). Es handelt sich dabei um GOGAT Enzyme, die
jeweils nur zu einem kleinen Fragment der Isoenzyme aus Eubakterien homolog sind. So

konnte in Pyrococcus sp. KOD1 eine GOGAT nachgewiesen werden, die zu der kleinen
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Untereinheit aus E. coli (GItD) homolog ist (Jongsaregjit et al., 1997). Ohne eine zusatzliche
grofle Untereinheit ist das Enzym als Tetramer mit einem Molekulargewicht von 205 kDa als
NADPH-abhingige GOGAT aktiv (IBID).

Die putative GOGAT in einem anderen Archaebakterium (Methanococcus jannaschii) dagegen
setzt sich aus zwei Fragmenten von GItB zusammen, die bei Eubakterien etwa 1,5 kb

voneinander getrennt sind.

Ahnlichkeitstabellen, die auf der Basis von Aminosiure-Sequenzvergleichen von GOGAT
Enzymen erstellt wurden, haben gezeigt, dass sowohl die Fd- als auch die NADH-GOGAT in
Pflanzen hoch konserviert sind (60-90% Ubereinstimmung) und dass beide Isoenzyme
zueinander aber auch zu der bakteriellen N-GOGAT homolog sind (Réttgers, unverdffentlicht;
Lenz, pers. Mitteilung; Temple et al., 1998). Eine phylogenetische Analyse dieser Isoenzyme
ist jedoch vor dem Hintergrund der Evolution der Pflanzen an sich und insbesondere ihrer

Organellen zu betrachten.

1.4 Endosymbiontentheorie, Evolution von DNA enthaltenden Organellen

Die Endosymbiontentheorie, die in ihrem Grundkonzept schon vor 100 Jahren formuliert
wurde besagt, dass die DNA-haltigen Zellorganellen der Eukaryoten, die Mitochondrien und
Plastiden, ihren phylogenetischen Ursprung in freilebenden Prokaryoten haben. Diese wurden
in einem frilhen evolutionidren Stadium von einer Ur-Wirtszelle phagocytiert und dann als
Endosymbionten integriert.

Die Frage nach dem Ursprung der Wirtszelle haben Martin et al., 1998 zu kldren versucht.
Nach der von ihnen formulierten Wasserstoff-Hypothese entstand die Ur-Eucyte aus der Fusion
eines methanbildenden, von Wasserstoff abhingigen Ur-Archaebakteriums mit einem H,-
produzierenden Ur-Proteobakteriums. Das endosymbiontisch aufgenommene Proteobakterium
konnte dabei sowohl der Vorldufer des Nukleus als auch der Mitochondrien sein (Martin et al.,
1998; Martin und Miiller, 1998).

Unabhéngig von dieser Hypothese sollen Mitochondrien von a-Proteobakterien-dhnlichen
Prokaryoten abstammen (John und Whatley, 1975; John, 1987; Yang et al., 1985; Cedergren et
al., 1988; Gray et al., 1989; Van de Peer et al., 1990), wihrend Cyanobakterien-dhnliche
Prokaryoten als Vorldufer zumindest der priméren Plastiden gelten (Margulis, 1981; Whatley
und Whatley, 1981; Giovannoni et al., 1988; Gray, 1989).
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1.4.1 Plastidenevolution

Grundsitzlich konnen zwei Typen von Plastiden voneinander unterschieden werden, die
primdren Plastiden der Chlorophyta, Rhodophyta und Glaucocystophyta, die von zwei
Hilllmembranen umgeben sind und die komplexen Plastiden (Sitte, 1993) die von drei oder

mehr Membranen umgeben sind (Bhattacharya und Medlin, 1998).

Die erste Gruppe von Plastiden sind Produkte der primédren Endosymbiose, ihr Ursprung sind
freilebende cyanobakterien-dhnliche Prokaryoten (Margulis, 1981; Whatley und Whatley,
1981; Giovannoni et al., 1988; Gray, 1989). Im Laufe der Evolution haben sie einen grof3en
Teil ihrer urspriinglichen Gene in den Kern der Wirtszelle transferiert oder sie durch
eukaryotische Wirtsgene ersetzt (Tingey et al., 1988; Palmer, 1991). Die meisten ihrer Proteine
werden daher im Cytoplasma synthetisiert und anschlieBend in die Plastiden importiert

(Lubben et al., 1988; Keeggstra, 1989).

Plastiden mit mehr als zwei Hiillmembranen, wie sie in den Gruppen der Euglenophyta,
Dinoflagellata, Heterokonten Algen, Haptophyten, Apikomplexa, Cryptophyta und
Chlorarachniophyta vorkommen, sollen nicht im Rahmen dieser primédren Endosymbiosen
verbunden mit der Inkorporierung eines Cyanobakteriums entstanden sein, vielmehr durch die
Aufnahme bereits existierender photosynthetischer Eukaryoten (,,sekunddre Endosymbiose®,
Gibbs, 1981; Ludwig und Gibbs, 1987; Douglas et al., 1991; Gray, 1992; Valentin et al., 1992;
Héubner et al., 1994; Gilson und Mc Fadden, 1996; Palmer und Delwiche, 1996; Oliveira und
Bhattacharia, 2000). Als phylogentischer Ursprung werden zum einen einzellige Griinalgen
angesehen, zum anderen primitive Rotalgen. Als Ursprung von Plastiden in den Gruppen der
Cryptophyta, Haptophyta und Heterokonta wird ein primitiver einzelliger Rotalgen-
Endosymbiont angenommen. Dieser Zusammenhang ist auf der Basis von Sequenzvergleichen
und der Anordnung von Plastidengenen mittlerweile gut dokumentiert (Valentin und Zetsche,
1990; Douglas et al., 1991; Valentin et al., 1992; Bhattacharia und Medlin, 1995; Palmer und
Delwiche, 1996; Daugbjerg und Andersen, 1997; Medlin et al., 1997; Douglas und Penny,
1999; Durnford et al., 1999).

Auch im Zuge der sekundédren Endosymbiosen soll ein Transfer von Genen aus dem Genom
des Symbionten in den Kern der sekundiren Wirtszelle stattgefunden haben.

In jiingster Zeit gibt es Hinweise auf eine tertiire Endosymbiose. Die ungewOhnlich

pigmentierten Dinoflagellaten Gymnodinium galatheanum, Gyrodinium aureolum und
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Gymnodinium breve besitzen Plastiden, die mdglicherweise durch die Aufnahme einer

Haptophyte entstanden sind (Tengs et al., 2000).

1.5 Evolution der GOGAT Isoenzyme

Unter Beriicksichtigung der Endosymbiontentheorie 146t sich folgendes Modell fiir die
Evolution der GOGAT Isoenzyme in Pflanzen erstellen (verdandert nach Valentin et al., 1993):
Fiir die heute in hoheren Pflanzen vorkommenden GOGAT Isoformen (Fd-GOGAT und N-
GOGAT) kann eine voneinander unabhdngige Evolution angenommen werden. Von den
pflanzlichen Enzymen ist die N-GOGAT die phylogenetisch dltere Isoform. Sie ldsst sich auf
die N-GOGAT in Bakterien zuriickfiihren. Die Fusion der beiden bakteriellen Untereinheiten
zu einem monomeren Enzym ist auller bei Pflanzen auch bei Pilzen (Cogoni et al., 1995) und
niederen Tieren (Wilson et al., 1994) nachgewiesen worden. Das deutet darauf hin, dass dieses
Isoenzym in der friihen Eukaryotenevolution entstanden ist. Auch phylogenetische Baume
lassen auf einen gemeinsamen Ursprung der eukaryotischen GOGAT Enzyme in der friithen
Eukaryotenentwicklung schlieBen (Temple et al., 1998).

Ob die Ferredoxin-abhingige GOGAT erstmals bei den Cyanobakterien auftrat oder ihr
Ursprung bei den Archaebakterien zu suchen ist, ist bisher noch unklar (Dinkturk und Knaff,
2000). Zumindest scheint die Fd-GOGAT in hoheren Pflanzen und Algen jedoch im Zuge der
primiren Endosymbiose von dem Cyanobakterien-Endosymbionten {ibernommen und in den
pflanzlichen Stoffwechsel integriert worden zu sein (Valentin et al., 1993).

Anhaltspunkte fiir diese Hypothese sind, dass bei den Rotalgen Porphyra purpurea (Reith und
Munholland, 1993), Antithamnionella spirographidis (Valentin et al., 1993) und Cyanidium
caldarium (Glockner et al., 2000) das fiir die Fd-GOGAT kodierende Gen (gIsF) auf dem
Plastidengenom liegt und dass die Sequenzen plastiddarer Fd-GOGAT Enzyme phylogenetisch
mit den Sequenzen aus Cyanobakterien clustern (Rottgers, unverdffentlicht; Temple et al.,

1998).
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1.6 Regulation der verschiedenen Isoenzyme

In hoheren Pflanzen scheint die Expression der verschiedenen GOGAT Isoformen ihren
Aufgaben in der Pflanze entsprechend reguliert zu sein. So haben die Plastidenentwicklung und
der externe Faktor Licht auf die Expression der N-GOGAT offensichtlich keinen Einfluss
(Wallsgrove et al., 1982, Murillo und Jiminez, 1985), wéhrend in allen untersuchten Pflanzen
ein durch die Differenzierung der Plastiden und durch Licht induzierter Anstieg der Fd-
GOGAT Enzymaktivitit zu verzeichnen war (Matoh und Takahashi, 1981, Wallsgrove et al.,
1982; Murillo und Sanchez de Jimenez, 1985, Suzuki et al., 1987, Hecht et al., 1988).

In Arabidopsis und Mais, in denen zwei voneinander unabhingige Ferredoxin-abhingige
GOGAT Enzyme gefunden wurden, scheint jeweils nur eines dieser Isoenzyme unter
photorespiratorischen Bedingungen essentiell zu sein und entsprechend durch Licht reguliert zu
werden. Unter Einfluss von Licht ist ein Anstieg der Aktivitit dieses Enzyms bis um das

zehnfache zu verzeichnen (Avila et al., 1993).

Generell wird die N-GOGAT bei hoheren Pflanzen konstitutiv exprimiert und ist
verantwortlich fiir das Wachstum unter nichtphotorespiratorischen Bedingungen (Sommerville
und Ogren, 1980; Wallsgrove et al., 1982).

In Alfalfa Wurzelknéllchen scheint die Expression der NADH-GOGAT von der Prisenz von
Bakteroiden abhingig zu sein (Chen und Cullimore, 1988; Anderson et al., 1989; Gregerson et
al., 1993; Vance et al., 1995). Beginnende Stickstofffixierung durch die Bakteroide fiihrt zu
einem dramatischen Anstieg der N-GOGAT Genexpression (Gregerson et al., 1993). In
Mutanten mit leeren Wurzelkndllchen konnten dagegen keine Transkripte nachgewiesen

werden (Trepp et al., 1999a).

1.7 GOGAT Enzyme und Gene in Algen

In den verschiedenen Gruppen von Algen ist bisher wenig iiber das Vorkommen der GOGAT
bekannt. Fd-GOGAT Enzymaktivititen konnten bisher nur in den Rhodophyten A.
spirographidis und C. caldarium (Réttgers, unverdffentlicht) sowie den heterokonten Algen
Ochromonas danica (Lenz, pers. Mitteilung), Heterosigma carterae und Ectocarpus siliculosus
(Rottgers, unveroffentlicht) nachgewiesen werden. Die fiir sie kodierenden Gene (gIsF) liegen

bei Rhodophyta auf dem Plastidengenom (P. purpurea, Reith und Munholland, 1993; A.
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spirographidis, Valentin et al., 1993 und C. caldarium, Glockner et al., 2000), bei O. danica
konnte dagegen ein zu glsF-Genen homologes Genfragment aus dem Kerngenom isoliert

werden (Lenz, pers. Mitteilung).

Gene mit der groBten Ubereinstimmung zu den in hoheren Pflanzen fiir die NADH-abhiingige
Isoform der GOGAT kodierenden glsSN-Genen wurden bisher nur in den heterokonten Algen O.
danica (Lenz, pers. Mitteilung) und E. siliculosus (Roéttgers, unverdffentlicht) nachgewiesen.
Das NADH-abhingige Isoenzym scheint in Pflanzen vor allem fiir den Grundstoffwechsel
zustindig zu sein. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass es auch in anderen Algengruppen

vorhanden ist.

Neben den bereits aus hoheren Pflanzen bekannten GOGAT Isoformen konnten in der
heterokonten Alge H. carterae und der Rhodophyte A. spirographidis weitere Gene fiir
GOGAT Enzyme gefunden werden (Rottgers, unverdffentlicht und Valentin, pers. Mitteilung).
Die Sequenzen dieser Isoform clustern im phylogenetischen Baum mit der Aminosduresequenz
einer GOGAT aus einem alpha-Purpurbakterium (Roéttgers, unverdffentlicht). Es handelt sich
bei dieser GOGAT hdochstwahrscheinlich ebenfalls um ein NAD(P)H-abhdngiges Enzym. Zur
Unterscheidung von den bereits bekannten GOGAT Enzymen und aufgrund ihrer Position im
phylogenetischen Baum wird diese Isoform im weiteren Verlauf der Arbeit als ,,0-GOGAT*

bezeichnet. Gene, die fiir diese Isoform kodieren, werden gltA-Gene genannt.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte genauer untersucht werden, welche Isoformen der GOGAT in
verschiedenen Algenklassen vorkommen. Mit Hilfe spezifischer Enzymaktivititstests sollten
die Isoenzyme nachgewiesen und mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) Fragmente der
fiir sie kodierenden Gene isoliert werden.

Im nichsten Schritt sollte anhand der abgeleiteten Aminosduresequenzen eine phylogenetische
Analyse verschiedener GOGAT Isoenzyme durchgefiihrt werden. Diese ist vor dem
Hintergrund der Endosymbiontentheorie und insbesondere der Plastidenevolution zu
betrachten. Dazu wurden fiir die Analysen eine Reihe phylogenetisch interessanter Gruppen

von Algen herangezogen. Aus der Gruppe der Algen mit primdren Plastiden waren die
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Rhodophyten von besonderem Interesse, weil sie als Vorldufer einer ganzen Reihe von
komplexen (sekundéren) Plastiden gelten.

Die  Glaucocystophyte  Cyanophora paradoxa ist cbenfalls ein interessantes
Untersuchungsobjekt, weil ihre Cyanellen neben den roten und griinen Plastiden eine
eigenstidndige Gruppe zu bilden scheinen, deren phylogenetische Einordnung bisher noch
unklar ist.

Daneben sollte aus der Gruppe der Chlorophyta ein Vertreter untersucht werden, der

phylogenetisch an der Basis dieser Klasse steht.

Neben den Rhodophyten sollten auch die heterokonten Algen einen Schwerpunkt der Arbeit
darstellen. Thre komplexen Plastiden sind aus primitiven einzelligen Rotalgen hervorgegangen
(sekundire Endosymbiose, Gibbs, 1981, Valentin und Zetsche, 1990, Valentin et al., 1992).
Ihre GOGAT Enzyme konnen aus der Wirtszelle stammen oder aus der aufgenommenen
Rotalge.

Ahnliches gilt fiir die Gruppen der Cryptophyta und der Haptophyta. Die Cryptophyta
enthalten zusétzlich einen Nucleomorph, der als Rest des Rotalgenkerns betrachtet wird
(Maier, 1992; Zauner et al., 2000).

SchlieBlich sollte die Regulation verschiedener GOGAT-Isoenzyme in den Gruppen der
Rhodophyta, heterokonten und chlorophytischen Algen untersucht und mit Hilfe von
biochemischen sowie molekularbiologischen Methoden erfasst werden. Dabei lag der
Schwerpunkt auf der Regulation durch den Faktor Licht.

Soweit moglich, sollten zudem die unterschiedlichen Enzymaktivititen verschiedenen

Kompartimenten der Zelle zugeordnet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsobjekte, Anzucht und Ernte der Algen

ALGEN MIT PRIMAREN PLASTIDEN

2.1.1 Rhodophyta

Porphyridium aerugineum

(Taxonomy ID: 2792)

Linie: Rhodophyta; Bangiophyceae;
Porphyridiales; Porphyridiaceae; Porphyridium

Cyanidium caldarium RK1
(Nagashima und Fukura, 1981)
(Taxonomy ID: 2771)

Linie: Rhodophyta; Bangiophyceae;
Porphyridiales; Porphyridiaceae;

Cyanidium

Antithamnionella spirographidis
(ehemals Antithamnion sp.)
(Taxonomy ID: 2767)

Linie: Rhodophyta; Florideophyceae;

Ceramiales; Ceramiaceae; Antithamnion

Abb. 4: C. caldarium, 250x

Abb.5: A. spirographidis, Ausschnitt aus Fadenthallus, 250x

Die Anzucht der Algenkulturen erfolgte fiir C. caldarium und P. aerugineum wie bei Steinmiiller

et al., 1983 und fiir A. spirographidis in dem von Kaling, 1983 beschriebenen Nahrmedium.
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2.1.2 Chlorophyta

Acetabularia acetabulum
(Taxonomy ID: 35845)
Linie: Chlorophyta; Ulvophyceae;

Dasycladales; Dasycladaceae; Acetabularia

Abb. 6: A. acetabulum (G. Felicini, entnommen
der Datenbank algaeBASE)

Die Anzucht erfolgte wie bei Vogel (1998) beschrieben im Erd-Schreiber (ES) Medium
(Schweiger et al., 1977).

2.1.3 Glaucocystophyta

Cyanophora paradoxa

(Taxonomy ID: 2762)

Linie: Glaucocystophyta; Glaucocystophyceae; Cyanophoraceae; Cyanophora

C. paradoxa wurde wie bei Valentin und Zetsche (1990) beschricben in einem leicht

modifizierten Kulturmedium nach Schenk (1977) angezogen.

ALGEN MIT KOMPLEXEN (SEKUNDAREN) PLASTIDEN

2.1.4 Heterokontophyta

Heterosigma carterae
(ehemals Olistodiscus luteus)
(Taxonomy ID: 28465)

Linie: Heterokontophyta;
Raphidophyceae; Heterosigma

Abb.7: H. carterae Zelle; 250x
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Ectocarpus siliculosus
(Taxonomy ID: 2880)
Linie: Heterokontophyta; Phaeophyceae;

Ectocarpales; Ectocarpaceae; Ectocarpus

Abb. 8: E. siliculosus, Ausschnitt aus
dem Fadenthallus, 250x

Die Anzucht beider Algen erfolgte wie bei Rottgers (1996) beschrieben in O3- bzw.

Provasoli’s Medium.

2.1.5 Haptophyta

Cricosphaera carterae

Taxonomy ID: 73021

Linie: Haptophyta; Haptophyceae; Isochrysidales

Die Anzucht erfolgte in einem Medium nach Schlosser (1994).

2.1.6 Cryptophyta

Guillardia theta
(Taxonomy ID: 55529)
Linie: Cryptophyta; Cryptomonadaceae; Guillardia

Die genannten Arten stammten zum grofiten Teil aus der Algensammlung des
Pflanzenphysiologischen Instituts in Gottingen. H. carterae wurde uns freundlicherweise von
Prof. Rose Ann Catholico (Seattle) liberlassen, E. siliculosus von Herrn Prof. Miiller aus
Konstanz und C. paradoxa von Prof. Schenk aus Freiburg. Die Alge G. theta wird in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U.G. Maier aus Marburg kultiviert, der uns freundlicherweise die
DNA fiir unsere Untersuchungen zur Verfligung gestellt hat.

Die Anzucht aller Algen erfolgte unter 12stiindigem Wechsel von Licht und Dunkelheit bei 20
°C und 3000 lux.

Die einzelligen Vertreter unter den verwendeten Arten (auler A. acetabulum) wurden 10 min
bei 2500-3000 xg pelletiert und je nach Aufarbeitung entsprechend weiterbehandelt. Die Ernte
der tibrigen Algen erfolgte durch AbgieBen durch ein engmaschiges Sieb, kurzes Waschen und

Abtrocknen auf Filterpapier.
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MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2 Isolierung von DNA

2.2.1 Klassische Methode

Die geernteten Algen wurden 10-30 min unter fliissigem Stickstoff gemdrsert. Das auf diese
Weise erhaltene Algenpulver wurde in 50 mM Tris-EDTA aufgenommen, mit SDS versetzt
(Endkonzentration 1%) und fiir 1 h bei 60 °C inkubiert. Anschlie8end erfolgte eine zweimalige
Phenol/Chloroform-Extraktion. Zur Trennung der wéssrigen von der organischen Phase wurde
jeweils 30-60 min bei 10 000 xg und 4 °C zentrifugiert. Die in der wissrigen Phase geldsten
Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 2 Volumen Ethanol/NaAc (abs. Ethanol mit 1/20 VT
3 M Natriumacetat) gefillt, durch eine 20 miniitige Zentrifugation (10 000 xg, 4 °C) pelletiert,
mit 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem geringen Volumen TE, pH 8,0
gelost. Zur Entfernung der RNA wurde die DNA 30 min bei 60 °C mit RNAse A (20 ug/ml)
aus Rinderpankreas behandelt.

2.2.2 Genomic-Tip™ 100 G von QIAGEN

Bei Algen mit einem gréeren Anteil an Polysacchariden und Polyphosphaten (z.B. A.
acetabulum, E. siliculosus) war der auf Anionenaustauschchromatographie basierende Kit der
Firma Qiagen sehr hilfreich. Auf fliissigem Stickstoff gemorserte Algen wurden mit 9,5 ml
Puffer G2 (mit 200 pg/ml RNase A) und 0,5 ml Proteinase K-Losung (20 mg/ml in H,O bidest)
versetzt und nach vorsichtigem Mischen flir 2-3 h bei 50 °C inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (5000 xg, 15 min, 4°C) wurde der klare Uberstand vorsichtig
abgenommen und auf die mit 4 ml Puffer QBT &quilibrierte Qiagen-Sdule gegeben. Nach 3
maligem Waschen mit 7,5 ml Puffer QC wurde die DNA mit 5 ml auf 50 °C vorgewédrmtem
Puffer QF von der Sédule eluiert. Die Fallung der DNA erfolgte mit 3,5 ml Isopropanol, die
Prizipitation bei 10 000 rpm fiir 45 min. Nach dem Waschen mit 70%igem (v/v) Ethanol
wurde die DNA fiir 10 min getrocknet und in 0,1-1 ml TE-Puffer resuspendiert.
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2.2.3 CTAB-Methode

P. aerugineum weist einen besonders groien Anteil von Exo- und Endopolysacchariden auf,
die eine DNA-Isolierung nach einer der oben beschriebenen Methoden erschweren. Es wurde
daher fiir P. aerugineum die CTAB-Methode gewéhlt. Die geernteten Algen wurden in einem
100 mM Tris-EDTA Puffer mit 2% (w/v) CTAB 1 h bei 65 °C lysiert. Nach einer
Phenol/Chloroform-Extraktion sowie der Phasentrennung durch Zentrifugieren erfolgte die
Féllung der Nukleinsduren durch Isopropanol in einer Endkonzentration von 70% (v/v). Die
pelletierte DNA wurde in TE Puffer, pH 8,0 aufgenommen, mit RNAse A versetzt und mit
Zeitsparalkohol ein zweites Mal gefillt. Nach dem Zentrifugieren, Waschen und Trocknen

wurde die DNA in TE gelost.

2.3 Caesiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation

Zur Aufreinigung der DNA und Fraktionierung in Organellen- und Kern-DNA wurde je nach
Art jeweils 10 bis 20 pg Gesamt-DNA in Polallomer-Zentrifugenbechern mit 5-8 ml
Caesiumchlorid in aqua bidest (I g/ml) und 100 pl Hoechst-Farbstoff Nr. 33258
zusammengegeben. Die Auftrennung erfolgte in 48-62 Stunden bei 40 000 rpm und 18 °C in
einer Beckmann-Ultrazentrifuge mit dem Rotor 70 Ti.

Unter UV-Licht wurden die fluoreszierenden DNA-Banden abgenommen und in Eppendorf-
Reaktionsgefide iiberfithrt. Der Farbstoff wurde durch dreimalige Extraktion mit
caesiumchloridgesittigtem Isopropanol entfernt. AnschlieBend wurde die DNA mit 3 VT
80%igem Ethanol prizipitiert, pelletiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in

einem geringen Volumen TE, pH 8,0 geldst.

2.4. Agarose-Gelelektrophorese

Die FElektrophorese auf Agarosegelen diente der Abschitzung von DNA-Konzentrationen
sowie der Auftrennung von DNA-Fragmenten aus restriktionsenzymatischen Verdaus (2.6) und
Produkten der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, 2.7). Es wurden 0,8 bis 1%ige
ethidiumbromidhaltige (0,1-1 ng/ml) Agarosegele in einem TAC-Puffer (pH 8,0) verwendet.
Die Auftrennung erfolgte bei Spannungen von 5 bis 10V/cm Gellédnge.
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Als Langen- bzw. Konzentrationsstandard dienten der ,,Lambda DNA/Eco130I/MIul Marker*
bzw. der ,,GeneRuler™ Ladder Mix* der Firma MBI Fermentas. Als Auftragspuffer kam der
den Standards beigefiigte 6 x Auftragspuffer zum Einsatz.

DNA-Fragmente gleicher Grofle aber unterschiedlichen GC-Gehaltes konnten mit Hilfe von
HA Dyes (HA red oder HA yellow) von der Firma Hansa Analytik (Bremen) voneinander
unterschieden werden. Aufgrund spezifischer Anlagerungen der Dyes an die DNA werden AT-
reiche (HA yellow) oder GC-reiche (HA red) Fragmente im Gel stirker abgebremst und so eine
Auftrennung erreicht. Die Dyes werden in einer Konzentration von 1 pl/ml Gellosung in ein
Agarosegel ohne Ethidiumbromid eingesetzt. Nach dem Lauf wurde das Gel unter Schiitteln
fir 1 h in einem Ethidiumbromid-Bad angefdrbt, dann 5-10 min unter flieBendem Wasser

entfarbt und ausgewertet.

2.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen und PCR-Ansitzen

Der Easy-Pure'™-Kit der Firma Biozym ermdglicht das Isolieren sehr sauberer DNA aus
Agarosegelen und Losungen. Die Methode basiert auf einer Silicamatrix, die einzel- und
doppelstringige DNA ab einer Grofle von 40 bp bindet. Dazu wurden die aus einem Gel
ausgeschnittenen Agaroseblockchen mit dem dreifachen Volumen ,,SALT“-Losung bei 55 °C
geschmolzen und die DNA an das ,,BIND“-Reagenz gebunden. Die weitere Aufreinigung
erfolgte nach Herstellerangaben, die Inkubationszeiten wurden lediglich von 5 auf 15 min

verlangert, um die Ausbeute zu erh6hen.

2.6 Restriktionsenzymatischer Verdau der DNA

Gesamt-, Kern- oder Plastidlen-DNA wurde mit Hilfe von basenspezifischen
Restriktionsendonucleasen in kleinere Fragmente geschnitten. Auf diese Weise konnten unter
anderem in der nachfolgenden PCR bestimmte bereits bekannte Genfragmente als potentielle
Amplifikate ausgeschlossen werden. Dazu wurden in einem Gesamtvolumen von 100 ul 500-
1000 ng DNA mit 3 pl des entsprechenden Enzyms und 3 U eines passenden Reaktionspuffers
versetzt und liber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Analog wurde DNA aus einer Plasmid-Miniprdparation mit 1 U Restriktionsenzym in einem

Volumen von 10 pl fiir 2 h verdaut.
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2.7 Polymerase-Ketten-Reaktion

Zur Amplifikation partieller GOGAT-Sequenzen wurde die von Mullis und Faloona
beschriebene Polymerase-Ketten-Reaktion eingesetzt (Mullis & Faloona, 1987).

Die verwendeten Primer wurden von den Firmen Genosys Biotechnologies sowie Gibco/BRL
bezogen und sind im Anhang aufgelistet. Zur Amplifikation der ,,iiblichen® GOGAT-
Genfragmente wurden die Primer ,,GOGAT9+“ und ,,GOGATI15-“ verwendet, bzw. im
spateren Verlauf ,,GOGAT9+n“ und ,,GOGATI5-n“, die jeweils ein ca. 1,2 kb groBes
Fragment nahe dem 3’ Ende von gltB- bzw. glsF-Genen einschlieen.

Ein Standard PCR Ansatz enthielt 1 x PCR Puffer, 50 uM dNTPs, 2 ng jedes Primers, 2 mM
MgCl, 100 ng DNA und 1 U Tag DNA Polymerase der Firma Eurogentec. Nach einer initialen
Denaturierung von 3 min bei 94 °C wurden 35 Zyklen gefahren (30 s 94 °C; 30 s 52 °C und 2
min 72 °C). Abschlielend erfolgte eine finale Elongation von 5-10 min bei 72 °C.

Die PCR-Reaktionen wurden in dem ,,Master-Cycler* der Firma Eppendorf durchgefiihrt.

2.8 Klonieren von PCR-Produkten

Das Klonieren der amplifizierten GOGAT-Genfragmente erfolgte mit Hilfe des PCR TOPO™
Cloning Kits (Invitrogen), des InsT/Aclone™ PCR Product Cloning Kits der Firma MBI
Fermentas, des PCR-Script'™ AmpSk(+) Cloning Kits der Firma Stratagene sowie eines selbst
hergestellten, leicht abgewandelten pBluescriptll KS™-Vektors (pBluescript II KS-TA-
Vektor). Alle verwendeten Vektoren sind im Anhang aufgefiihrt.

2.8.1. PCR TOPO™ Cloning Kit

Durch den Einsatz einer Topoisomerase als ligierendem Enzym ermoéglicht der TOPO TA
Cloning Kit der Firma Invitrogen eine sehr effiziente und schnelle Ligation von 3°A-PCR-
Fragmenten in einen linearisierten und mit einem 3'Desoxythymidin-Uberhang versehenen
pCR2.1-Vektor (Shuman, 1994).

Das Protokoll erfolgte nach Herstellerangaben.

18



Material und Methoden

2.8.2 InsT/Aclone™ PCR Cloning Kit

Dieser Kit arbeitet mit einem Vektor mit 3 Desoxythymidin-Uberhang (pTZ57R), jedoch
anders als der TOPO-Kit mit einer Ligase als Enzym. Nach der Aufreinigung der PCR

Produkte (2.7) erfolgten Ligation und Transformation nach Angaben des Herstellers.

2.8.3 PCR-Script™ AmpSk(+) Cloning Kit

Die Ligation bei diesem Kit der Firma Stratagene erfolgt ebenfalls in einen linearisierten TA-
Vektor (pCR Script'™ Sk(+)-Vektor). Die Ligationsreaktion wurde nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt, die Transformation in selbst hergestellte kompetente DH50-Zellen

wie in 2.11 beschrieben.

2.8.4 Ligation in pBluescript II KS (+)-TA-Vektoren

Die PCR-Produkte wurden wie in 2.5 beschrieben aufgereinigt und in 15 ul H,O bidest
aufgenommen. Nach Zugabe von 1 pl TA-Vektor, 2 pl 10x Ligasepuffer, 1 pul PEG (50%ig)
und 5 U T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) wurde vorsichtig gemischt und 2 h bei 22 °C bzw.
iiber Nacht bei 16 °C inkubiert.

2.9 Herstellen des pBluescript II KS (+)-TA-Vektors

Das Herstellen des pKS-TA-Vektors erfolgte mit Hilfe einer terminalen Deoxynuleotidyl-
Transferasereaktion (modifiziert nach Holton und Graham, 1991). Etwa 50 ug des pBluescript
IT KS-Vektors wurden mit dem Restriktionsenzym ECO RV linearisiert und der Verdau auf
einem 1%igen Agarosegel {berpriift. Der geschnittene Vektor wurde anschlieBend mit
Phenol/Chloroform aufgereinigt, mit FEthanol/NaAc (s.0.) geféllt und in 53 pul H,O
aufgenommen.

Nach Zugabe von 15 pl Terminaler Transferase-Puffer, 2 pl 5 mM ddTTP sowie 5 pl

Terminaler Transferase (20 U/ul) erfolgte eine zweistiindige Inkubation bei 37 °C. An die
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Reaktion schloss sich eine Aufreinigung mit Phenol/Chloroform an. Die Konzentration des

Vektors wurde auf 25 ng/ul eingestellt und in Aliquoten bei —20°C aufbewabhrt.

2.10 Herstellen von kompetenten Zellen

Das angewandte Verfahren zur Herstellung kompetenter Zellen basiert auf einer Methode von
Chung et al., (1989). Hierbei werden die Zellwiande durch DMSO und PEG perforiert und die
negativen Ladungen des Polyphosphations DNA durch Mg2+-Ionen abgeschirmt.

Zunichst wurde eine Vorkultur von DH5a-Zellen in 20 ml DYT-Medium bei 37 °C und 200
rpm Uber Nacht im Schiittler inkubiert. 1 ml dieser Vorkultur wurde in 100 ml DYT bis zu
einer Zelldichte von 0,5 ODgonm angezogen, bei 3500 rpm und 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert
und das Zellpellet in 10 ml eiskaltem TSS vorsichtig resuspendiert.

Die in TSS aufgenommenen Zellen wurden sofort in Aliquoten von 200 pl bei —70 °C gelagert.

2.11 Transformation in E.coli DH5a-Zellen

Bakterien sind unter Einwirkung eines Hitzeschocks in der Lage, Plasmide aufzunehmen. Ein
Aliquot kompetenter DH5a-Zellen (200 pl) wurde auf Eis aufgetaut, unter vorsichtigem
Mischen mit dem Plasmid versetzt, und anschliefend 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz
wurde zwei min einem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt, fiir 5 min auf Eis gestellt und mit
450 ul DYT-Medium 30 min bei 37 °C inkubiert.

Die Bakterien wurden anschlieBend auf DYT/AMP-Agarplatten mit X-Gal ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.12.1 Plasmidminipriparation mit Hilfe von ,,QIAprep Spin Plasmid*

Die Préparation der Plasmide erfolgte zumeist mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Plasmid* Kits der
Firma Qiagen. Das Prinzip beruht auf der modifizierten Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) und der Adsorption von DNA an Silica unter hohen
Salzkonzentrationen.

Die Priparation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Alternativ zu der Originalanleitung wurde die alkalische Lyse mit Hilfe des Qiagen Puffer-
Systems mit einer Féllungsreaktion kombiniert. Das Bakterienpellet wurde dazu in 100 pl
Puffer P1 resuspendiert und mit 100 pl Puffer P2 unter vorsichtigem Schiitteln lysiert. Nach
Zugabe von 200 pl Puffer N3 wurden die ausgefallenen Proteine zusammen mit Zelltrimmern
und der hochmolekularen Bakterien-DNA bei 13 000 rpm fiir 10 min pelletiert. Die im
Uberstand vorliegende Plasmid-DNA wurde mit 500 ul Isopropanol gefillt, mit 70%igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und anschlieBend in 120 ul TE-Puffer gelost. 5 ul der isolierten

Plasmid-DNA wurde fiir einen Testverdau eingesetzt.

2.12.2 Praparation der Plasmide mit dem Kit der Sequenzierfirma SeqLab

Fiir das Einschicken von Plasmiden zum Sequenzieren (siehe 2.14) wurden diese zum Teil mit
dem Plasmid Miniprep Kit (100) der Firma SeqLab isoliert. Auch hier erfolgt die Praparation
mit Hilfe der alkalischen Lyse, die DNA wurde anschlieBend mittels Ethanolféllung

prazipitiert. Es wurde nach Angaben des Herstellers gearbeitet.

2.13 DNA-Sequenzierungen

Zur Ermittlung von Nucleotidsequenzen klonierter GOGAT Genfragmente wurden zwei
verschiedene Methoden verwandt, die jedoch beide auf der Termination von Polymerase-

Reaktionen durch Nucleotidanalogons beruhen.

2.13.1 T7-Sequencing

Es wurde der T7-Sequencing™-Kit der Firma Pharmacia verwendet und mit *>>S-dATP nach
Angaben des Herstellers gearbeitet (Didesoxy-Kettenabbruch-Methode nach Sanger et al.,
1977; Smith, 1980). Als Primer dienten der M13 forward, der M 13 reverse und genspezifische
Primer, die im Anhang aufgelistet sind.

Die Auftrennung der resultierenden, radioaktiv markierten Fragmente erfolgte durch vertikale

Elektrophorese auf 4 mm dicken, 5,7%igen Polyacrylamidgelen unter einer Leistung von ca.
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1W/cm Gelldnge. Als Puffersystem dienten 0,5 x TBE im oberen Puffertank und 1 x TBE + 2
VT 3 M NaAc im unteren Tank (modifiziert nach Brummet, 1991).
Die Autoradiographie erfolgte ii.N. durch Exposition der getrockneten Gele gegen einen

Rontgenfilm der Marke Hyperfilm-MP (Amersham).

2.13.2 TAQ-Cycle-Sequencing

Diese fiir den ABI 373™-Sequencer eingesetzte Methode basiert auf der Sequenzierung von
ds-DNA-Molekiilen mit Hilfe der Tag-Polymerase und spezifischen ,,Dye-Terminatoren®.
Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben (Perkin Elmer) durchgefiihrt.

2.13.3 Auftragssequenzierungen

Im fortgeschrittenen Verlauf der Arbeit wurden ansequenzierte GOGAT-Genfragmente von der

Firma SeqLab in Goéttingen durchsequenziert. Die Plasmide wurden mit dem Kit der Firma

SeqLab isoliert (2.13.2).

2.14 Verwendete Computerprogramme zum Auswerten von DNA-Sequenzen

Zur Auswertung von DNA- und Proteinsequenzen dienten die Computerprogramme
KROGER-MENU (Krdger und Kroger-Block, 1984), DNASIS und PROSIS (Hitachi Software,
Yokohama, Japan). GOGAT-Sequenzen aus anderen Organismen konnten einer Datenbank
(EMBL) entnommen werden.

Alignments abgeleiteter Aminosduresequenzen wurden unter Verwendung von Clustal W
(Higgins et al., 1992) erstellt.

Die Erstellung phylogenetischer Stammbéume erfolgte mit Hilfe von TREECON for windows,
Version 1.3b (Van de Peer und Wachter, 1993).
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2.15 Isolieren von Gesamt-RNA

In Abhéngigkeit von der jeweils untersuchten Alge wurde die RNA-Isolation mit RNA-
Clean™ der Firma AGS bzw. dem RNA/DNA Isolationskit (Genomic Tip 100) der Firma
QIAGEN durchgefiihrt.

2.15.1 Gesamt-RNA-Isolation mit RNA-Clean

Bei der Isolierung von Gesamt-RNA mit RNA-Clean wird die Anwendung von
Guanidiniumthiocyanat und LiCl mit einer Phenol/Chloroform-Extraktion kombiniert. Unter
fliissigem Stickstoff gemdrserte Algen wurden mit 5 ml RNA-Clean versetzt, gut gemischt und
fiir 10 min bei RT stehen gelassen. Nach Zugabe von 1,5 ml Chloroform wurde fiir gut 30s
gevortext und fiir 30-60 min auf Eis inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte bei 12 000 rpm und
4 °C fiir 30 min. Die obere wéssrige Phase wurde in einen neuen Corexbecher iiberfiihrt und
die RNA mit 1 VT Isopropanol bei —20 °C iiber Nacht gefdllt. Nach dem Pelletieren der RNA
bei 12 000 rpm fiir 30 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 70%
Ethanol/DEPC gewaschen. Nach dem Trocknen der RNA unter der Cleanbench wurde sie in
TE/DEPC pH 7,0 aufgenommen.

Zur Isolation kleinerer Mengen RNA konnte die Methode auch in Eppendorf-Reaktionsgefaflen

mit entsprechend kleineren Volumina der eingesetzten Losungen durchgefiihrt werden.

RNA-Clean-Extension

Bei einigen Arten wurde das Isolieren von reiner Gesamt-RNA durch einen hohen Gehalt an
Polysacchariden erschwert. Diese Polysaccharidverunreinigungen konnten mit der Extension-
Losung der Firma AGS in den meisten Fillen ausreichend beseitigt werden. Die Anwendung

erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.15.2 Qiagen RNA/DNA Kit

Alternativ dazu wurde der auf Anionenaustauschchromatographie basierende Kit der Firma

Qiagen (Genomic Tip 100G) entsprechend den Herstellerangaben verwendet.
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2.16 Fallen von Gesamt-RNA mit LiCl

Durch den hohen Polysaccharidanteil vieler Algen kann es bei der Isolation von Gesamt-RNA
leicht zu Kontaminationen mit DNA kommen. Diese konnten mittels LiCI-Féllung einfach
entfernt werden. Dazu wurde die RNA mit LiCl in einer Endkonzentration von 2 M {iber Nacht
bei 4 °C gefdllt, bei 13 000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert, zweimal mit 70%
Ethanol/DEPC gewaschen, getrocknet und anschlieBend in DEPC behandeltem H,O

aufgenommen.

2.17 Gewinnung von Poly(A)+ mRNA mit Dynabeads

Die Poly(A)*+ mRNA wurde mit Hilfe von magnetischen Beads, an die Oligo(dT)25-Primer
gekoppelt waren aus Gesamt-RNA isoliert (Dynabeads mRNA Kit von Dynal, Hamburg).

Dazu wurden 75 pg Gesamt-RNA mit DEPC-behandeltem H,O bidest auf ein Volumen von
100 pl gebracht. Nach Zusatz von 1 VT Binding Puffer wurde 2 min bei 65 °C denaturiert. 200
ul (1 mg) resuspendierter Dynabeads wurden im Magnetstinder pelletiert und mit Binding
Puffer gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl Binding Puffer wurden die Dynabeads mit der
Gesamt-RNA gemischt und der Ansatz 3-5 min bei RT inkubiert. Die gebundene mRNA wurde
zwei Mal mit 200 pul Washing Puffer gewaschen und anschlieBend mit 10-20 pl Tris-HCI bei
65 °C 2 min eluiert.

Das Priazipitieren der Dynabeads erfolgte jeweils im Magnetstinder (fiir 30 s). Nach dem
Abnehmen des Uberstandes wurden die Beads aus dem Stéinder herausgenommen bevor sie in

dem nichsten Puffer resuspendiert wurden.

2.18 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von RNA entspricht der DNA-Gelelektrophorese mit einigen Modifikationen:
- Verwenden von 1,5-2%igen Agarosegelen

- Einsetzen von DEPC-haltigem H,O

- Denaturieren der RNA fiir 5-10 min bei 70 °C vor dem Auftragen auf das Gel
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2.19 Reverse Transkription mit anschlieBender PCR (RT-PCR)

Die RT-PCR wurde als Alternative zu der PCR aus genomischer DNA zum Amplifizieren
neuer GOGAT Genfragmente angewandt und dariiber hinaus zum Bestimmen der
Transkriptionsmenge spezifischer Gene unter verschiedenen Bedingungen (Semiquantitative
RT-PCR). In Abhédngigkeit von der Anwendung wurde mit universell einsetzbaren (z.B. 9+/15-

) oder spezifischen Primern gearbeitet. Alle Primer sind im Anhang aufgelistet.

2.19.1 cDNA Erststrangsynthese

Die Erststrangsynthese erfolgte mit der MMLV Reversen Transkriptase (Promega) nach
Herstellerangaben. Es wurden ca. 0,2 bis 2 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Als Primer dienten ein
oligo-dt-, sowie der random-Primer der Firma Gibco BRL.

Nach der abgeschlossenen Synthese wurde der Ansatz mit H,O bidest 5fach verdiinnt und in
Aliquoten bei —80 °C gelagert. Fiir die anschlieBende PCR wurden 5 bis 10 pl der Erststrang-
cDNA eingesetzt.

2.19.2 Semiquantitative RT-PCR

Die semiquantitative RT-PCR wurde mit allgemeinen GOGAT-Primern (9+/15-) sowie mit
verschiedenen Gen-spezifischen Primern durchgefiihrt. Zur Kontrolle dienten auflerdem auch
PCR-Reaktionen mit 18S-, CAB- und Centrin-spezifischen Primern.

Die Bedingungen der PCR und insbesondere die Annealing-Temperatur und die Zyklenzahl
wurden entsprechend angepasst.

10 pl eines PCR-Ansatzes wurden auf analytischen Agarose-Gelen aufgetrennt.
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PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

2.20 Probenvorbereitung

Die geernteten Algen wurden in Homogenisationspuffer durch Morsern bzw. Ultraschall
aufgeschlossen und durch Zentrifugieren (20 min, 10 000 rpm, 4 °C) geklért. Die gewonnenen
Extrakte wurden quantifiziert und anschlieBend bei —60 °C eingefroren (Fd-GOGAT-Messung)
bzw. direkt fiir die Messung eingesetzt (N-GOGAT-Aktivitétstests).

2.21 Proteinquantifizierung

Das Bestimmen der 16slichen Proteine erfolgte mit der Methode von ESEN (1978)
photometrisch (PMQ3-Zeiss Spektralphotometer). Der Farbstoff Coomassie brilliant blue
bindet spezifisch Proteine und besitzt ein Absorptionsmaximum bei 599 nm. Die gemessene

Absorption verhélt sich proportional zur Proteinmenge.

2.22 Bestimmung der Ferredoxin-abhingigen Glutamat-Synthase (Fd-GOGAT)

Die Bestimmung der Fd-GOGAT Aktivitit beruht auf der Bildung von Glutamat aus Glutamin
und 2-Oxoglutarat. Da Glutamat bereits im Rohenzymextrakt in groBeren Mengen vorliegt,
muss parallel zum Assay jeweils eine Kontrolle ohne das Substrat 2-Oxoglutarat gefahren
werden. Als synthetischer Elektronendonor fiir das Ferredoxin dient Methylviologen, das mit
Natriumdithionit in den reduzierten Zustand iiberfiihrt wird. Die Bestimmung der
Glutamatmenge, die pro Zeiteinheit gebildet wird, erfolgt mittels eines speziell dafiir
konzipierten HPLC-Laufs. Es handelt sich um eine verkiirzte Analyse der freien Aminoséduren
mittels HPLC (Varian Vista 5500). Sie beruht auf Methoden von Moore und Stein (1963) und
erfolgt mit der  Reverse-Phase-Technik  und  Vorsdulenderivatisierung  mit
Fluorenylmethyloxycarbonylchlorid (FMOC). Die Derivate werden auf der Sdule (Varian RP-
Siule MINO-TAG™ ODS-80) chromatographisch aufgetrennt und mit Hilfe eines

Fluoreszenzdetektors (Shimadzu Fluoreszene HPLC Monitor RF-535) gemessen. Die Messung
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erfolgte mit einer Exzitationswellenldnge von 260 nm und bei einer Emissionswellenlénge von
310 nm. Ein interner Standard dient als Referenz fiir die Peakflichen der einzelnen
Aminosduren. Diese werden mit Hilfe von Aminosdurestandards anhand der Retentionszeiten
identifiziert. Mit Hilfe gespeicherter Eichreihen, die jeweils durch fiinf verschiedene

Konzentrationen erstellt wurden, erfolgt die Quantifizierung.

Jeweils 200-500 ng Gesamtprotein wurden mit Assaypuffer auf ein Endvolumen von 3 ml
aufgefiillt, kurz gevortext und fiir 1 h bei 20 °C inkubiert. Der Assay wurde gestoppt, indem
200 pl des Ansatzes entnommen, zum Féllen der Proteine mit 4,2 ml 4%iger Sulfosalicylsdure
versetzt und fiir 1 h auf Eis gestellt wurden. Nach 10 min Zentrifugation in der Tischzentrifuge
(3500 rpm) wurden zu 200 ml des Uberstandes 4,4 ml 0,1 M Boratpuffer (pH 8,5) gegeben. Die
Verdiinnung mit Boratpuffer dient dem Einstellen des pH-Wertes bei dem die Derivatisierung
der Aminosduren mit acetonischer FMOC/CL-Losung (9-Fluorenylmethyl-Chlorformiat-
16sung in Aceton) optimal ablaufen kann. Der Ansatz wurde durch ein 0,45 um Filter filtriert
und 30 pl der Losung in ein Microinsert pipettiert. Nach dem Einsetzen der Inserts in die Racks
des Autosamplers wurden alle folgenden Schritte automatisch durchgefiihrt (Varian
Autosampler 9095). Zur Derivatisierung wurden die 30 pl Probeldsung mit jeweils 30 pl
FMOC-Losung versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 4 min erfolgte eine Fliissig-Fliissig-
Extraktion mit jeweils 90 pl Pentanethylacetat zur Reduktion von FMOC-Nebenprodukten, die
im Chromatogramm storen wiirden. AnschlieBend wurden 10 pl der Probelosung iiber die
Sdule aufgetrennt. Bei einer Gesamtlaufzeit von 33 min und einer Durchflussrate von 1,4
ml/min wurden die Puffer A und B (sieche Anhang) und Acetonitril zum Eluieren in folgender

Weise gemischt (Tabelle 2.1).

Zeit [min] Puffer A [%] Puffer B [%] Acetonitril [%]
0 75 0 25
13 61 0 39

14,5 60 0 40
15 31 30 39
16 0 62 38

19,5 0 62 38
27 0 30 70
29 0 25 75
31 0 25 75
33 75 0 25

Tabelle 1: Zusammensetzung des Eluats
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Als interner Standard diente f-Thienylalanin in einer Endkonzentration von 12,35 pmol/10 pl.
Die Differenz des gebildeten Glutamats in Mess- und Kontrollansatz wurde, unter
Berticksichtigung des Verdiinnungsfaktors, in die Aktivititseinheiten nmol pro mg Protein und

min sowie in nkatal/mg Protein umgerechnet.

2.23 Messung der N-GOGAT-Aktivitiit

Die Messung der N-GOGAT-Aktivitét erfolgte als optischer Test modifiziert nach Lea et al,
1990, in dem die spezifische Abnahme von NADH gemessen wird. Die Algen wurden wie in
2.1 beschrieben geerntet, im Extraktionspuffer fiir photosynthetisch aktives Gewebe (Lea et al.,
1990) aufgeschlossen (2.22) und der Uberstand direkt fiir die Messung eingesetzt. Die
photometrische Bestimmung erfolgte in 0,1 mM NADH, 10 mM Glutamin, 10 mM 2-
Oxoglutarat und 100 mM KH,PO4-KOH (pH7,5) bei 366 nm fiir 10 bis 20 Minuten (RT). Da
eine Abnahme von NADH auch unspezifisch erfolgen kann, wurden Kontrollen ohne
Proteinextrakt, mit denaturiertem Protein sowie ohne das Substrat Glutamin parallel zu dem

eigentlichen Messansatz analysiert.

2.24 Isolation von Plastiden

Wie in 2.1 beschrieben geerntete Zellen wurden in 5 ml Chloroplastenisolierungsmedium
(CIM) gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml CIM aufgenommen,
eine kleine Probe abgenommen, abzentrifugiert und in 50-100 pl Proteinpuffer mit 0,5% SDS
resuspendiert.

Der restliche Ansatz wurde in einem Potter innerhalb von 1 h alle 10 min 10x aufgeschlossen.
Das Aufbrechen der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach sanftem
Abzentrifugieren (3 min, 3000 Upm, 4 °C) wurde der Uberstand als cytoplasmatisch 15sliches
Protein aufbewahrt, das Plastidenpellet in CIM gewaschen und bei 5000 Upm 5 min
abzentrifugiert. Das Plastidenpellet wurde in 100-200 pl Proteinpuffer aufgenommen und auf
0,5% SDS eingestellt.

Die verschiedenen Fraktionen wurden direkt fiir die Messung eingesetzt oder bei —70 °C

aufbewabhrt.
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2.25 Losungen und Puffer

Puffer G2:

Puffer QBT:

Puffer QC:

Puffer QF:

Sequenzgel-Stammlosung:

10xTBE:

DYT-Medium:

DYT/Amp.-Platten:

50x TAC-Elektrophoresepuffer:
TE:

Homogenisationspuffer I
GOGAT-Test)

Homogenisationspuffer I1
(N-GOGAT-Test)
Farbelosung fiir Esen:
Sérensenpuffer:

Acetonische FMOC/Cl-Lsg.:

Pentanethylacetat:

Eluent A:

Eluent B:
CIM:

800 mM GuHCI, 30 mM EDTA, 30 mM Tris/Hcl, 5%
(v/v) Triton X-100: pH 8,0

750 mM NaCl, 50 mM MOPS, 15% (v/v) Ethanol;
pH 7,0

1 M NaCl, 50mM MOPS, 15% (v/v) Ethanol; pH7,0

1,25 M NacCl, 50mM Tris/HCl, 15% (v/v) Ethanol;
pH 8,5

375 ml 10M Harnstoff; 75 ml 38%/2%
Acrylamid/Bisacrylamid; 50 ml 10xTBE

108 g/l Tris, 55 g/l H;BOs; 9,3 g/l Na,-EDTA, aqua dest
a.d. 11

16 g Trypton/Pepton, 10 g Hefeextrakt, 10 g NaCl a.d. 11
mit aqua dest.; pH 7,0, autoklaviert

1 1 DYT-Medium, 15 g Agar-Agar, autoklaviert, 0,05g
Ampicillin

2 mM Tris-Acetat, 50 mM EDTA,; pH 8,0, autoklaviert
10 mM Tris/Hcl; ph 7,5, 1 mM EDTA

50 mM KH2PO4-KOH (pH 7,5), 100 mM Kcl, 5 mM (Fd-
EDTA, 12,5 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM PMSEF, 2

mM 2-Oxoglutarat, 20% (v/v) Ethylenglycol, 0,05%

(v/v) Triton X-100

50 mM Tris/HCI (pH 7,8), 0,1% Triton, 0,1% DTT,
1 Spatelspitze Polyclar AT

25% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v) Essigsaure, 0,1%
Coomassie Brillant Blue

80,8% 0,067 M KH,PO,-Lsg., 19,2% 0,067 M
Na,HPO4-Lsg.; pH 7,4

25,9 mg [9-Fluorenylmethyl]-chlorformiat a.d. 25 ml mit
Aceton

80 ml Pentan, 20 ml Ethylacetat

0,015 M Natriumacetat, 0,01 M

Tetramethylamoniumchlorid; pH 3,85  (Phosphorséure),
filtriert

900 ml Eluent A (pH 4,5), 100 ml Methanol, filtriert

0,33 M Sorbitol, I mM MgCl,, 50 mM Hepes,
0,1%pB-Mercaptoethanol
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3. Ergebnisse

NACHWEIS VON GOGAT ENZYMEN UND DEREN GENEN IN VERSCHIEDENEN
ALGENGRUPPEN

3.1 Nachweis von spezifischen GOGAT-Enzymaktivititen in Algen mit priméren und

Algen mit sekundiren Plastiden

Uber die Prisenz aktiver GOGAT Enzyme und ihrer Coenzymspezifitit in den verschiedenen
Gruppen von Algen ist bisher wenig bekannt. Zunichst sollte daher geklart werden, ob hier,
wie bei hoheren Pflanzen, sowohl Fd- als auch NADH-abhingige GOGAT-Enzymaktivititen
nachweisbar sind. Dabei sollten sowohl Vertreter mit priméren als auch solche mit komplexen
Plastiden untersucht werden. Im Vordergrund standen dabei Algen der ,,roten Linie®, das heif3t
Vertreter der Rhodophyta sowie der Heterokontophyta, deren Plastiden sich von Rotalgen
ableiten sollen. Aufgrund der groBBen phylogenetischen Distanzen innerhalb der Rhodophyta
erschien es sinnvoll, zumindest aus dieser Gruppe unterschiedliche Arten fiir die
Untersuchungen heranzuziehen. Innerhalb der Rotalgen wurden daher die primitive einzellige
Alge Porphyridium aerugineum und die hoher entwickelte thallose Alge Antithamnionella
spirographidis fiir die Messungen der Aktivitdt verwendet. Als Vertreter der Heterokontophyta
kam Heterosigma carterae zum Einsatz, als Chlorophyte Acetabularia acetabulum.

Die Messungen der Aktivitit beider Isoformen wurden wie in 2.22 und 2.23 beschrieben
durchgefiihrt. Der typische Verlauf der mittels HPLC erstellten Aminosdureanalyse zur
Bestimmung der Ferredoxin-abhingigen GOGAT Aktivitdt ist in Abbildung 9a und b am
Beispiel von H. carterae dargestellt. Die photometrisch ermittelte Abnahme von NAD(P)H
durch N-GOGAT Enzyme, gemessen ebenfalls in H. carterae Enzymextrakt, ldsst sich
exemplarisch in Abbildung 10 verfolgen.

Alle Messungen wurden mit Gesamtenzymextrakt aus Zellen die sich in der Mitte der
exponentiellen Wachstumsphase befanden durchgefiihrt. Die Ernte erfolgte in der Mitte der
Lichtphase. Die fiir die verschiedenen Isoenzyme gemessenen Aktivititen in nkat/mg Protein

mit den jeweils eingesetzten Coenzymen sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Abbildung 9a und b: Nachweis der Fd-GOGAT Aktivitit in H. carterae. Der Nachweis der Fd-GOGAT
Aktivitit erfolgte iiber die Synthese von Glutamat aus Glutamin und 2-Oxoglutarat. Das gebildete
Glutamat wurde mit FMOC derivatisiert und mit Hilfe der HPLC quantifiziert.

a) Probenansatz mit dem Substrat 2-Oxoglutarat
b) Negativkontrolle ohne das Sustrat 2-Oxoglutarat
S= interner Standard (B-tAlanin)

-> der Peak, den das eluierte Glutamat erzeugte.

Abbildung 10: Typischer Kurvenverlauf der

Bestimmung von N-GOGAT Aktivititen in der

Alge H. carterae. Die Aktivitit dieses Isoenzyms

wird iiber die Abnahme von NAD(P)H

photometrisch verfolgt. Um sicherzustellen, dass

nur die durch die GOGAT erzeugte

Extinktionsabnahme in der Berechnung

beriicksichtigt wurde, wurden verschiedene

Kontrollen durchgefiihrt:

1) nur Puffer

2) Kontrolle mit denaturiertem Enzymextrakt

3) Kontrolle ohne das Substrat Glutamin

4) Messprobe: Rohenzymextrakt mit den
Substraten Glutamin und 2-Oxoglutarat (1 mM)

=J» Zugabe von NAD(P)H
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Innerhalb einer Art variiert die Hohe der Enzymaktivititen stark in Abhingigkeit von

externen Faktoren bzw. dem Entwicklungszustand der jeweiligen Algen. Aus diesem Grund

wurde an dieser Stelle auf das Errechnen der Standartabweichung verzichtet. Die

angegebenen Werte stellen die maximal in der jeweiligen Art gemessenen Enzymaktivitdten

dar.
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Art Isoenzym Reduktionsiquivalent [nkaérl:ltgll’tf(ftein]
Rhodophyta
P. aerugineum  Fd-GOGAT Methylviologen 0,04
P. aerugineum N-GOGAT NADH keine Aktivitit
P. aerugineum N-GOGAT NADPH 0,16
A. spirographidis Fd-GOGAT Methylviologen 0,08
A. spirographidis N-GOGAT NADH keine Aktivitét
A. spirographidis N-GOGAT NADPH 0,11
Heterokontophyta
H. carterae Fd-GOGAT Methylviologen 0,25
H. carterae N-GOGAT NADH 0,76
H. carterae N-GOGAT NADPH keine Aktivitét
Chlorophyta
A. acetabulum Fd-GOGAT Methylviologen 0,03
A. acetabulum N-GOGAT NADH 0,08
A. acetabulum N-GOGAT NADPH keine Aktivitit

Tabelle 2: Spezifische GOGAT Enzymaktivititen in Vertretern der Rhodophyta, der Heterokontophyta
und der Chlorophyta. Die Aktivitiiten sind nach Coenzymspezifiit getrennt in nkat/mg Protein
aufgefiihrt.

3.1.1 Spezifische GOGAT-Enzymaktivititen in Rhodophyten

Die Bestimmung der Fd-GOGAT Aktivitdt erfolgte wie in 2.22 beschrieben. Sowohl bei P.
aerugineum als auch bei A. spirographidis war eine spezifische Zunahme an Glutamat in dem
HPLC-Lauf mit Substrat gegeniiber dem Kontrolllauf ohne Substrat zu messen. Diese betrug
bei P. aerugineum 2.4 ng Glutamat/mg Protein, was einer spezifischen Enzymaktivitit von
0,04 nkat/mg Protein entspricht. Mit A. spirographidis-Enzymextrakt lag dic Methylviologen-
abhingige Zunahme von Glutamat bei 4,8 nmol/mg Protein, die Aktivitét betrug 0,08 nkat/mg
Protein.

In hoheren Pflanzen liegen die Werte gemessener Fd-GOGAT Aktivititen zwischen 0,055
nkat/mg Protein in Phaseolus vulgaris (Chen und Cullimore, 1988) und 3,3 nkat/mg Protein

in den Blattern von Hordeum vulgare (Pajuelo et al., 1997).

Die Messung der N-GOGAT Aktivititen wurden entsprechend Lea, 1990 mit NADH als
Coenzym durchgefiihrt. Weder in P. aerugineum noch in A. spirographidis war so eine N-
GOGAT Aktivitdit nachweisbar. Erst nachdem anstelle von NADH  NADPH als

Reduktionsdquivalent eingesetzt wurde, konnte in beiden Algen eine spezifische Abnahme
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der Extinktion bei 366 nm gemessen werden. Es wurde 9,6 (P. aerugineum) bzw. 6,7 ng (A.
spirographidis) NADPH pro min und mg Protein umgesetzt. Daraus ergab sich fiir P.
aerugineum eine NADPH-abhingige Aktivitit von 0,16 nkat/mg Protein, fiir A.
spirographidis von 0,11 nkat/mg Protein.

Die in Landpflanzen bisher nachgewiesenen N-GOGAT Aktivitdten lagen zwischen 0,024
nkat/mg Protein (Arabidopsis thaliana, Blitter; Suzuki und Rothstein, 1997) und 0,23

nkat/mg Protein (Pisum sativum, Wurzeln; Miflin und Lea, 1975).

3.1.2 GOGAT-Aktivititen in der heterokonten Alge H. carterae

In der Heterokontophyte H. carterae konnte bereits zu einem fritheren Zeitpunkt eine
Ferredoxin-abhingige GOGAT Aktivitidt nachgewiesen werden (Roéttgers, unverdffentlicht).
Die Messungen dieses Isoenzyms in der Alge dienten daher zur Uberpriifung der Regulation
von GOGAT Aktivititen. Daneben sollte auf ein aktives NAD(P)H-abhingiges Enzym hin
untersucht werden. Das war umso interessanter, als in den untersuchten Rhodophyten
lediglich eine NADPH-abhéngige GOGAT-Aktivitdt nachgewiesen wurde, bei O. danica
(Lenz, pers. Mitteilung) aber eine N-GOGAT Aktivitit mit NADH als Coenzym gemessen

werden konnte.

Die spezifische Synthese von Glutamat durch die Fd-GOGAT betrug in der Mitte der
exponentiellen Wachstumsphase 15,1 ng pro min und mg Protein, was einer Enzymaktivitét
von 0,25 nkat/mg Protein entspricht. Eine N-GOGAT Aktivitit war in H. carterae nur mit
NADH als Coenzym messbar. Das Enzym setzte 45,6 ng NADH pro min und mg Protein um,

die gemessene spezifische Aktivitit lag bei 0,76 nkat/mg Protein.

3.1.3 Nachweis von GOGAT Aktivitiiten in der chlorophytischen Alge A. acetabulum

Um festzustellen, welche GOGAT-Typen in der einzelligen chlorophytischen Alge A.
acetabulum prisent sind, wurden GOGAT Enzymaktivititen in Proteinextrakten der Alge mit
Ferredoxin, NADH und NADPH als Elektronendonor bestimmt. Sowohl eine Ferredoxin-
abhéngige als auch eine NADH-abhiangige GOGAT konnte in dieser Griinalge nachgewiesen
werden. Eine signifikante NADPH-abhdngige Enzymaktivitit konnte nicht gemessen werden.
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Mit Methylviologen als Coenzym wurden 1,8 ng Glutamat pro min und mg Protein gebildet,
das entspricht einer Aktivitit von 0,03 nkat/mg Protein fiir die Fd-GOGAT. Der spezifische
Umsatz von NADH lag bei 4,8 ng/min und mg Protein. Daraus ldsst sich eine N-GOGAT

Aktivitdt von 0,08 nkat/mg Protein ermitteln.

3.2 Kontrolle der N-GOGAT Messungen mit dem spezifischen Hemmstoff Azaserin

Azaserin kann als spezifischer Hemmstoff der Glutamat-Synthase eingesetzt werden. Seine
Wirkung beruht auf der Verdringung von Glutamin als Substrat der GOGAT. In einer
Endkonzentration von 1 mM kann die Synthese von Glutamat damit vollstdndig verhindert
werden (Wallsgrove et al., 1982; Oaks et al., 1988).

Alle in den aufgefiihrten Species gemessenen GOGAT-Aktivitdten sollten durch den Einsatz
von Azaserin kontrolliert werden. Dazu wurden sowohl der Messprobe als auch der normalen
Kontrolle 1 mM Azaserin zugesetzt. Darauthin waren keine messbaren Unterschiede
zwischen der Probe und dem eigentlichen Kontrollansatz mehr zu erkennen. Bei der Messung
der Ferredoxin-abhingigen GOGAT-Aktivitdt konnte mit der HPLC keine spezifische
Zunahme an Glutamat in der Probe gegeniiber der Kontrolle gemessen werden (ohne
Abbildung). Im Falle der NAD(P)H-abhingigen Enzymaktivitit verlief die Abnahme von
NAD(P)H in beiden Ansitzen gleich, beide nahmen auflerdem in gleicher Weise ab wie die
Kontrolle (-Glutamin) aus dem Messansatz ohne Azaserin (Abbildung 11).

Damit konnte gezeigt werden, dass die in 3.1 gemessenen Enzymaktivititen tatsdchlich

spezifische Fd- bzw. NAD(P)H-abhingige GOGAT-Aktivititen darstellen.

Abbildung 11: Messung der N-GOGAT
Aktivitit mit dem Hemmstoff Azaserin. Die
Bestimmung der N-GOGAT-AKktivitiit wurde
wie in 2.22 beschrieben durchgefiihrt. Zusitzlich
zu den iiblichen Ansitzen wurden in 2 Kiivetten
die Messprobe (Ansatz 6) sowie der
Kontrollansatz (Ansatz 5) mit 1 mM Azaserin
versetzt.

1) Kontrolle mit Puffer

2) Kontrolle mit denaturiertem Protein

3) Kontrolle ohne das Substrat Glutamin

4) Messprobe

5) Kontrolle ohne Glutamin + 1 mM Azaserin

6) Messprobe + 1 mM Azaserin

T e ]
(i
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3.3 Vorgehensweise bei der Klonierung von GOGAT-Teilsequenzen

Nachdem die GOGAT Aktivititstests gezeigt hatten, dass in den Gruppen der Rhodo-, der
Heterokontophyta und der chlorophytischen Algen sowohl Fd- als auch N-GOGAT Enzyme
vorkommen, sollten die fiir sie kodierenden Gene nachgewiesen werden. Diese
Untersuchungen wurden neben den in den Aktivitétstests bearbeiteten Algenklassen auch auf
weitere phylogenetisch interessante Gruppen ausgeweitet (Cryptophyta, Haptophyta und
Glaucocystophyta).

Aus allen Arten sollten mittels PCR Fragmente von GOGAT Genen amplifiziert werden mit
dem Ziel, zumindest aus einzelnen Arten einen kompletter Satz an verschiedenen GOGAT
Genen (Fd-, N- und a-GOGAT) zu erhalten. Dazu wurde zunéichst aus allen Algen Gesamt-
DNA isoliert, diese iiber Césiumchlorid-Dichtegradienten aufgetrennt und gereinigt und die
verschiedenen DNA-Fraktionen fiir eine PCR-Reaktion mit GOGAT-Primern (9+/15-; vgl.
Abbildung 12) eingesetzt.

3.4 Amplifikation von GOGAT-Genfragmenten

Aminosdurealignments bekannter GOGAT-Sequenzen ergeben 15 konservierte Bereiche, die
sich zur Auswahl von PCR-Primern eignen. Das Primerpaar 9+/15- erwies sich als besonders
erfolgreich (Rottgers, unverdffentlicht) und wurde von K. Valentin fiir die Arbeit zur
Verfligung gestellt. Die Sequenzen sind im Anhang aufgelistet.

In allen bekannten GOGAT Genen schlielen diese beiden Primer eine Sequenz von ca. 1,2 kb
ein (9+/15- GOGAT Fragment). Die Lage dieses Fragmentes auf dem Gesamtgen ist in
Abbildung 12 dargestellt.
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gltB E.coli 9+ 15- gltD E.coli
r—

9+/15- Fragment

Abbildung 12: Lage des 9+/15- Genfragmentes am Beispiel des GOGAT-Gens aus E.coli. Das Fragment
liegt nahe dem 3’Ende von gltB.

Der Grad der Konservierung innerhalb dieses Bereichs liegt bei ca. 50% zwischen
unterschiedlichen Isoenzymen und meist 60-70, bis hin zu weit liber 90% bei Enzymen einer
Isoform (Rottgers, unverdffentlicht; Lenz, pers. Mitteilung). Dabei findet sich die grofite
Ubereinstimmung am 5’Ende des 9+/15- Fragmentes, hier wird offensichtlich eine FMN
Bindungsstelle kodiert. Bei M. sativa liegt diese 57 Aminosdure lange Region nur etwa 70
Aminosduren von der Sequenz entfernt, an der der 9+ Primer bindet (Gregerson et al., 1993).

Ahnlich verhilt es sich bei den anderen bekannten GOGAT Sequenzen.

In fast allen Féllen lieBen sich mit den oben genannten Primern aus aufgereinigter DNA ein
bis zwei Fragmente von GOGAT Genen pro untersuchter Art isolieren, die kloniert und
charakterisiert werden konnten.

Da sich verschiedene Gene aus einem Genom oft sehr unterschiedlich gut amplifizieren
lieBen, resultierten aber aus wiederholten PCRs stets identische Fragmente. Es wurden

verschiedene Verfahren gewéhlt, um die Vielfalt an GOGAT Genen aus einer Art zu erhdhen.

1. Spezifischer restriktionsenzymatischer Verdau der DNA

Mit Hilfe einer Kartierung bereits vorhandener GOGAT-Klone (Daten nicht gezeigt) bzw.
dem Programm DNASIS konnten spezifische Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme in den
bekannten Sequenzen ermittelt werden. Die fiir die PCR eingesetzte DNA konnte vorher mit
dem jeweiligen Enzym wie in 2.6 beschrieben verdaut und das entsprechende Fragment so als
mogliches PCR-Produkt ausgeschlossen werden.

Abbildung 13 a zeigt den restriktionsenzymatischen Verdau von Gesamt-DNA aus der
heterokonten Alge H. carterae. Die bereits zu Beginn dieser Arbeit vorliegenden GOGAT-
Klone aus H. carterae lieBen sich mit BamHI (HcartAl) bzw. EcoRV (HcartA2) schneiden
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(Rottgers, unverdffentlicht). Entsprechend wurde die DNA 1x nur mit BamHI, 1x mit ECORV
und 1x mit BamHI und ECORV verdaut. AnschlieBend wurden aus allen Ansdtzen gleiche
Mengen DNA in der PCR eingesetzt. Zur Kontrolle wurde auch unverdaute DNA verwendet.
In Abbildung 13 b sind die daraus resultierenden PCR-Produkte gezeigt. Offensichtlich sind
durch den Verdau bestimmte Gen-Fragmente als Amplifikate ausgeschlossen worden. Die
Menge an PCR-Produkt aus DNA, die mit einem Restriktionsenzym verdaut (Spur 3 und 4)
wurde, ist bereits verringert gegeniiber dem aus unverdauter DNA. Bei der DNA, die mit

beiden Enzymen geschnitten wurde, nimmt die Menge an Amplifikat noch einmal deutlich ab.

(@) (b) _ ,
Abbildung 13 a und b: Spezifischer
restriktionsenzymatischer Verdau

1 2 3 4 1.2 3 45 von H. carterae Gesamt-DNA mit
anschlieBender PCR.

13 a) jeweils 100 ng Gesamt DNA
wurden mit den Restriktionsenzymen
BamHI (Spur2), EcoRV (Spur3)
sowie BamHI und ECORV verdaut
und auf einem 0,8%igen Agarosegel
1,2 | aufgetrennt.

kb | 13 b) in die nachfolgende PCR
wurden unverdaute DNA aus H.
carterae (Spur2), BamHI-verdaute
(Spur3), ECcoRV-verdaute (Spur4)
sowie mit beiden Enzymen verdaute
(Spur 5) eingesetzt.

Spur 1 auf beiden Gelen: Lambda
DNA Ec01301/Mlul Marker

2. Anwendung der RT-PCR

Moglicherweise lassen sich einige Gene schlechter amplifizieren, weil sie ein Intron
enthalten. Um diese trotzdem isolieren zu kdnnen, wurde in einigen Féllen die in 2.19
beschriebene RT-PCR zur Vervielfdltigung von partiellen GOGAT Genen gewéhlt. In dem
Fall der Alge Cyanophora paradoxa lief3 sich nur auf diese Weise iiberhaupt ein Genfragment

klonieren.

3. Synthese neuer universeller GOGAT Primer (9+n, 15-n und 8+)
Im Verlauf der Arbeit konnten aus der Datenbank GENBANK weitere Sequenzen fiir
GOGAT Gene und deren Aminosdurensequenzen entnommen werden. Erneute Alignments

ermoglichten die Synthese der Primer 9+n und 15-n. Diese binden an den selben
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Sequenzabschnitten wie die Primer 9+ und 15-, unterscheiden sich von diesen aber durch
starkere Degenerierung (Anhang).
Der Primer 8+ dagegen bindet auBBerhalb des 9+/15- Fragmentes, etwa 40 Aminosduren vor

dem 9+ Primer.

4. Einsatz von HA-dyes

Mit Hilfe der HA-dyes yellow konnte schnell iiberpriift werden, ob Fragmente aus
verschiedenen GOGAT Genen amplifiziert wurden, falls diese sich in ihrem GC-Gehalt
voneinander unterschieden. So konnten z.B. durch den Einsatz unterschiedlicher
Primerkombinationen (vgl. 3) neu auftretende PCR-Produkte erkannt und diese spezifisch
kloniert werden.

Abbildung 14 zeigt eine Auftrennung der Amplifikate aus H. carterae unter Verwendung der
HA-dyes yellow. Zur Kontrolle wurden die urspriinglich verwendeten Primer 9+ und 15-
eingesetzt. Daneben die Primerkombinationen 9+/15-n, 9+n/15- und 9+n/15-n. Die
Kombination 9+/15-n zeigte die besten Ergebnisse. Hier war nach der Auftrennung im
1%igen HA-dye-haltigen Gel eine zusitzliche Bande zu erkennen, die darauthin

ausgeschnitten, aufgereinigt und kloniert werden konnte.

Abbildung 14: Auftrennung von H. carterae PCR-
Produkten in einem HA-dye yellow haltigen
1%igen Agarosegel. Die Auftrennung erfolgt
aufgrund des unterschiedlichen GC-Gehaltes
verschiedener Amplifikate. Zur Kontrolle diente
die Primerkombination 9+/15-.

Spur 1: Lambda DNA Eco01301/MIul Marker
PR, Spur 2: H. carterae PCR Produkte, 9+/15- Primer
Produkt Spur 3: H. carterae PCR Prokukte, 9+/15-n
Spur 4: H. caretrae PCR Produkte, 9+n/15-
Spur 5: H. carterae PCR Produkte, 9+n/15-n
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3.4.1 GOGAT Gene in Rhodophyta

In Rotalgen waren bisher drei Gene fiir Ferredoxin-abhidngige GOGAT Enzyme (glsF; Reith
und Munholland, 1993; Valentin et al., 1993; Roéttgers, unverdffentlicht; Glockner et al.,
2000) nachgewiesen worden sowie ein Genfragment fiir eine a-GOGAT aus A.
spirographidis (Valentin, pers. Mitteilung). Es sollten aus verschiedenen Arten weitere Gene
isoliert werden. In A. spirographidis sollte insbesondere ein Gen fiir eine N-GOGAT
nachgewiesen werden. In C. caldarium fehlte der Nachweis fiir eine a-GOGAT, sowie fiir
eine N-GOGAT. Aus P. aerugineum war noch fiir keines der Isoenzyme ein zugehoriges Gen
isoliert worden.

Mit Hilfe der in 3.4 beschriebenen Methoden gelang es aus C. caldarium Kern-DNA drei
weitere Genfragmente zu amplifizieren, CcalN1, CcalN2 und CcalA. Die Abkiirzungen ,,N*
und ,A“ stehen dabei fiir N-GOGAT bzw. o-GOGAT. Die DNA- sowie die
Aminosduresequenzen sind im Anhang dargestellt. Die Analyse mittels Alignment und
phylogenetischem Baum (siche 3.6) zeigte, dass CcalN1 und CcalN2 den N-GOGATSs
zuzuordnen sind. Das Gen CcalN1 zeigt innerhalb des 1180 bp groflen klonierten Fragments
die groBte Ubereinstimmung zu der N-GOGAT aus E. siliculosus (72,4%), wihrend die
Ahnlichkeiten zu anderen Isoenzymen bei 50,5% (Fd-GOGAT aus C. reinhardtii) bzw.
49,0% (0-GOGAT aus Zymomonas) liegen. CcalN2 weist ebenfalls die groBte Ahnlichkeit zu
der N-GOGAT aus E. siliculosus auf (65,5%). Die Ahnlichkeit zu der Fd-GOGAT 1I aus A.
thaliana betrug 50,0%, die zu den a-GOGAT Enzymen maximal 50,7% (A. brasilense).

Die ermittelte Aminosduresequenz fiir das Gen CcalA dagegen clustert im phylogenetischen
Baum mit den o-GOGAT Enzymen. Die groBte Ubereinstimmung zeigt es zu dem
entsprechenden Isoenzym A1 aus A. spirographidis (98,7%), die Homologiewerte fiir die Fd-
und die N-GOGAT liegen bei 52,2% (Fd-GOGAT aus Synechocystis) bzw. 52,1% (N-
GOGAT aus O. danica; OdanN1).

Aus P. aerugineum DNA konnten zwei Genfragmente gewonnen werden. Die DNA- und
Aminosduresequenz sind im Anhang dargestellt. Die phylogenetische Analyse der mittels
PCR-Script™ AmpSK(+) Cloning kits klonierten Gene zeigte, dass das Genprodukt von
PaerFd dem Ferredoxin-abhidngigen Isoenzym zuzuordnen ist, wahrend die aus PaerN
resultierende  Aminoséuresequenz ~ eindeutig zu den N-GOGATs gehort. Die
Ubereinstimmung der Fd-GOGAT zu anderen bereits bekannten Sequenzen betrigt 71,3%
(Fd-GOGAT aus P. purpurea), 53,5% (N-GOGAT aus Xylella fastidiosa) sowie 52,2% (o-

GOGAT aus Azospirillum brasilense). Das Genprodukt von PaerN dhnelt mit einem Wert
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von 64,5% am meisten der N-GOGAT aus Plectonema boryanum, ihre Ahnlichkeit zu Fd-
abhingigen Enzymen liegt bei 51,2% (aus P. purpurea), der zu a-GOGAT Enzymen bei
50,8% (aus A. brasilense).

Aus A. spirographidis Kern-DNA konnten vier zusétzliche Fragmente von GOGAT Genen
isoliert werden. Die DNA- und Aminosdure-Sequenzen sind im Anhang abgebildet. Zwei der
Sequenzen clustern im phylogenetischen Baum mit den Sequenzen der eukaryotischen N-
GOGATs, davon zeigt AspirN1 die groBte Ahnlichkeit zu der N-GOGAT aus E. siliculosus
(73,1%), die Ubereinstimmung zu den anderen Isoformen liegt bei 50,0% (Fd-GOGAT, P.
purpurea) bzw. 49,5% (a-GOGAT, A. brasilense). AspirN2 ist mit 68,5% Ubereinstimmung
ebenfalls der N-GOGAT aus E. siliculosus am dhnlichsten, die Ahnlichkeitswerte zu anderen
GOGAT Isoformen betragen 50,0% (C. caldarium, Fd-GOGAT) sowie 50,7% (a-GOGAT, A.
brasilense).

Die anderen beiden Sequenzen (AspirA2 und AspirA3) lassen sich mit 95,9% (H. carterae
Al) bzw. 88,5% (a-GOGAT, Rhodobacter sphaeroides) Ubereinstimmung in die Gruppe der
a-GOGAT Enzyme einordnen. Zu den anderen Isoformen verhielten sie sich deutlich weniger
ahnlich (52,5% und 53,9% zur Fd-GOGAT Enzymen aus Synecocystis, 53,5% und 53,1% zu
der N-GOGAT aus O. sativa bzw. O. danica N1).

3.4.2 GOGAT Gene in heterokonten Algen

Aus der Gruppe der Heterokontophyta wurden H. carterae und Ectocarpus siliculosus fiir die
Analyse der GOGAT Gene eingesetzt. Aus beiden Arten waren bereits vor Beginn der Arbeit
Fragmente aus GOGAT Genen kloniert worden. Es waren in H. carterae allerdings lediglich
zwei Gene fir a-GOGATs nachgewiesen worden, in E. siliculosus ein Gen fiir eine N-
GOGAT.

Mit Hilfe der in 3.4 beschriebenen Methoden gelang es aus H. carterae DNA zwei weitere
Genfragmente zu amplifizieren. Die DNA- sowie die Aminosduresequenzen der in den pksT-
Vektor ligierten ca. 1,2 kb grofen Fragmente sind im Anhang dargestellt. Die Analyse mittels
Alignment und phylogenetischem Baum (siche Abbildung 18) ergab, dass HcartN die grofite
Ahnlichkeit zu den bereits bekannten Genen fiir N-GOGAT Enzyme aufweist (66,4% zu der
N-GOGAT aus E. siliculosus). Die Homologie zu der Fd-GOGAT (II) aus A. thaliana betrug

40



Ergebnisse

50,7%, die zu den a-GOGAT Enzymen 50,8% (A. brasilense). Dagegen erwies sich HcartA3
als eine weitere Form der 0-GOGAT Enzyme mit der groften Ubereinstimmung zu dem
entsprechenden Isoenzym aus R. sphaeroides (92,2 %). Damit konnte aus H. carterae das

dritte fiir eine a-GOGAT kodierende Gen nachgewiesen werden.

Aus E. siliculosus Kern-DNA konnten zwei weitere Genfragmente gewonnen werden. Die
Analyse der mittels TOPO™ cloning kits klonierten Genfragmente ergab fiir beide auf
Aminosiureebene die groBte Ubereinstimmung zu den o-GOGAT Enzymen. Die
Ubereinstimmung zu diesen betrug 95,9% fiir EsilA1, bzw. 96,2% fiir EsilA2 (a-GOGAT Al
aus H. carterae). Die Aminosiuresequenz von ESilAl zeigte eine Ahnlichkeit von 52,3% zu
den Ferredoxin-abhingigen Enzymen (Synechocystis) und von 53,1% zu N-GOGAT
Enzymen, z.B. aus O. sativa. Fiir den Klon ESilA2 verhielten sich die Werte dhnlich, sie
betrugen 52,6% (Fd-GOGAT aus Synechocystis) bzw. 53,6% (N-GOGAT z.B. aus O. sativa).
Die Sequenzen der Genfragmente und die daraus resultierende Aminosduresequenzen, die mit

Hilfe des Programms DNASIS ermittelt wurden, sind im Anhang dargestellt.

3.4.3 GOGAT Gene in Cryptophyta

Das Hauptinteresse bei weiteren Algen mit komplexen Plastiden lag auf dem Nachweis von
gltA-Genen auch in diesen Klassen. Aus der Cryptophyte Guillardia theta konnten zwei
GOGAT Genfragmente isoliert werden. Die ermittelten DNA- sowie Aminosduresequenzen
sind im Anhang dargestellt. Thre Analyse ergab, dass beide Gene (GtheAl und GtheA2) fiir
eine 0-GOGAT kodieren.

Dabei weist einer der beiden Klone (GtheAl) die groBte Ubereinstimmung auf
Aminosdureebene zu der a-GOGAT aus A. spirographidis auf (73,4%), wihrend die
Ahnlichkeit zu Ferredoxin-abhingigen Isoenzymen bei 53,8% (Synechocystis), die zu N-
GOGATSs bei 51,4% (Bacillus subtilis) liegt.

Die zweite Sequenz (GtheA2) besitzt die groBte Ubereinstimmung zu der 0-GOGAT aus H.
carterae (Al; 98,2%), weniger hoch sind die zu den anderen Isoenzymen (53,0% zu der Fd-
GOGAT aus Synechocystis und 52,7% zu der N-GOGAT aus O. sativa).
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3.4.4 GOGAT Gene in Haptophyten

Aus der DNA der Haptophyte Cricosphaera carterae konnten zwei verschiedene ca. 1,2 kb
grofle Genfragmente gewonnen und in DH5alpha-Zellen kloniert werden. Die Sequenzanalyse
der beiden Klone zeigte, dass die Aminosduresequenzen beider Klone im phylogenetischen
Baum mit den a-GOGAT Enzymen clustern (vgl. Abbildung 17).

Die groBte Ahnlichkeit weist das CcarAl Genprodukt zu der a-GOGAT aus H. carterae auf
(96,2%; HcartAl), der Wert fiir die Fd-GOGAT aus Synechocystis liegt bei 52,8%, der fiir die
N-GOGAT aus O. sativa bei 53,6%.

Die zweite a-GOGAT zeigt die grofite Homologie zu dem entsprechenden Enzym aus A.
brasilense (75,4%), weniger dhnlich ist sie den Ferredoxin-abhidngigen Enzymen (52,8% zur
Fd-GOGAT aus Synechocystis) bzw. den N-GOGATs (52,7% zu der N-GOGAT aus N.
crassa).

Die Sequenzen der Gene und die daraus resultierenden Aminosduresequenzen sind im

Anhang abgebildet.

3.4.5 GOGAT Gene in chlorophytischen Algen

In der Chlorophyte A. acetabulum kommen wie erwartet sowohl Fd- als auch N-GOGAT
Enzyme vor (vgl. 3.1). Die fiir sie kodierenden Gene sollten amplifiziert und charakterisiert
werden.

Aus A. acetabulum Kern-DNA konnten zwei unterschiedliche ca. 1,2 kb groBe Genfragmente
gewonnen und mittels des selbst hergestellten pksTA-Vektors in DH5alpha-Zellen kloniert
werden. Die Sequenzanalyse der Klone zeigte, dass eine davon (AaceFd) auf
Aminosiureebene die groBte Ubereinstimmung zu dem Ferredoxin-abhingigen Enzym aus
Chlamydomonas reinhardtii (70,3%) besitzt. Die Ubereinstimmung zu glsN-Genprodukten
liegt fiir die Sequenzen bei 53,4% (X. fastidiosa), die zu a-GOGAT Genen bei 49,1% (A.
brasilense). Das zweite Fragment (AaceN) stammt aus einem Gen, das fiir eine N-GOGAT
kodiert, die ermittelte Aminosduresequenz steht im phylogenetischen Baum in dem
entsprechenden Cluster und weist die groBte Ahnlichkeit zu der N-GOGAT aus O. danica auf
(OdanN2; 97%). Die Ubereinstimmung mit den anderen Isoenzymen liegt bei 52,1% (Fd-
GOGAT aus Synechocystis spec PCC6803) und 52,2% (a-GOGAT aus A. brasilense). Die
Sequenzen dieser Genfragmente und die daraus resultierende Aminosduresequenzen, die mit

Hilfe des Programms DNASIS ermittelt wurden, sind im Anhang dargestellt.
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3.4.6 GOGAT Gene in Glaucocystophyta

Aus DNA der Glaucocystophyte Cyanophora paradoxa lieB sich kein PCR Produkt
amplifizieren. Erst iiber den Umweg der RT-PCR konnte ein 1176 bp groB3es Fragment eines
GOGAT Genes kloniert werden. Die Analyse der Sequenz ergab auf Aminosdureebene die
grofte Ubereinstimmung zu der Ferredoxin-GOGAT aus Synechocystis (68,3%), im
phylogenetischen Baum war die Sequenz ebenfalls der Gruppe der Fd-GOGATSs zugeordnet.
Die Ahnlichkeit zu N-GOGATSs lag bei 51,2% (aus Xylella), die zu 0-GOGAT Enzymen bei
50,4% (aus A. brasilense).

Die Sequenz des Genfragmentes (CparFd) und die daraus resultierende Aminosduresequenz
sind im Anhang abgebildet.

Die Glaucocystophyte C. paradoxa wurde zur weiteren Analyse an Elke Stahlheber
weitergegeben. Im Rahmen ihrer Arbeit konnte ein weiteres Genfragment aus C. paradoxa
cDNA isoliert werden (CparFd2), das CparFdl sehr é&hnlich ist (Stahlheber, pers.
Mitteilung). Beide ermittelten Sequenzen unterscheiden sich lediglich durch wenige
Basenaustausche, wobei in jedem Fall ein Cytosin der CparFd1-GOGAT-Sequenz gegen ein
Thymin der CparFd2-GOGAT-Sequenz ausgetauscht ist. Da beide Fragmente aus cDNA
gewonnen wurden, konnte es sich um zwei unterschiedlich editierte Produkte ein und

desselben Gens handeln.

PHYLOGENETISCHE ANALYSEN DER GOGAT GENE UND ENZYME

Phylogenetische Analysen dienten zum einen der Einordnung neuer GOGAT-Teilsequenzen
in eine Gruppe von Isoenzymen. Zum anderen sollten sie Aufschluss iiber die Evolution
bekannter GOGAT Enzyme geben. Dariiber hinaus erlauben phylogenetische Badume
plastiddrer Enzyme unter Umstidnden Riickschliisse auf die Verwandtschaft der verschiedenen
in den untersuchten Algen vorkommenden Plastiden. Die ermittelten partiellen GOGAT-
Sequenzen aus den untersuchten Algen sowie 42 weitere entsprechende Teilsequenzen aus
anderen Organismen, die aus der Datenbank GENBANK stammten, wurden einer
phylogenetischen Analyse unterzogen. Mit Hilfe des Programms CLUSTAL W wurde ein
Alignment erstellt. AnschlieBend wurden mit TREECON (Version 1.3b) mehrere
Stammbdume mit unterschiedlichen Parametern errechnet und untereinander auf die

Signifikanz einzelner Cluster hin verglichen.
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3.5 Alignments der Aminosiuresequenzen

Es wurde zunéchst ein Alignment aller GOGAT Aminosduresequenzen im Bereich zwischen
den Primern 9+ und 15- erstellt. Es ist im Anhang dargestellt. Mit einem Sternchen versehen
sind darin die Bereiche mit in allen Sequenzen identischen Aminoséuren, konservative
Austausche sind durch einen Punkt gekennzeichnet. Dabei kommt der hohe Grad der
Konservierung eubakterieller und eukaryotischer GOGAT Enzyme gerade im 5’-Bereich des
Fragmentes allerdings nicht voll zur Geltung. Das liegt daran, dass das Alignment eine
Sequenz eines Archaebakteriums (Sulfolobus solfataricus) enthilt. Der flir eine FMN-

Bindedomaine kodierende Bereich ist rot dargestellt.

3.6 Phylogenetische Biume und Ahnlichkeitstabellen

Es wurde zunéchst ein phylogenetischer Baum mit Sequenzen aus allen untersuchten Algen
zusammen mit den entsprechenden Sequenzabschnitten aller anderer bekannter GOGAT
Aminosduresequenzen errechnet.

Dieser ist in Abbildung 15 schematisch wiedergegeben. Die darin gezeigten groBen Cluster
sind getrennt von einander in weiteren Baumen analysiert (Abbildung 16, 17, und 18). Alle
gezeigten Baume wurden nach dem Neigbor-joining Verfahren aus Aminosduresequenzen
von ca. 390 AS Lénge erstellt. Die Lénge der horizontalen Verzweigungen gibt den
phylogenetischen Abstand zwischen zwei Sequenzen wieder. Die Abstandsleiste
kennzeichnet einen Sequenzunterschied von 10%. Die angegebenen Bootstrap-Werte
erlauben Aussagen iiber die Wahrscheinlichkeit einer Verzweigung an der jeweiligen Stelle.
Es wurden nur Bootstrap-Werte liber 60% aufgelistet. Ab einem Wert von 80% gilt eine
Verzweigung als wahrscheinlich. Alle Bootstrap-Werte wurden durch 1000 Replikationen

ermittelt.
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Abbildung 15: Phylogenetischer Baum verschiedener GOGAT Isoformen erstellt aus
Aminosiuresequenzen von ca. 390 AS Linge. Zur Erstellung diente das Programm TREECON (Version
1.3b), das mit dem Neigbor-joining Verfahren arbeitet. Als Root diente die Sequenz aus L. lactis. Gaps
wurden nicht beriicksichtigt. Die Ziffern an den Verzweigungen stellen die Bootstrap-Werte dar (1000
Wiederholungen). Nur Bootstrap-Werte von mindestens 60% sind aufgelistet.

A. aeolicus = Aquifex aeolicus ; L. lactis = Lactococcus lactis.

Dieser Gesamt-GOGAT Baum wurde zundchst mit der Sequenz aus einem Archaebakterium
(S. solfataricus) gerootet (ohne Abbildung). Nach diesem Archaebakterium stand die Sequenz
aus Lactococcus lactis an der Basis aller anderen Sequenzen. Aus diesem Grund wurde der
abgebildete Baum mit der Sequenz aus diesem gram+ Eubakterium gerootet.

Der Gesamtbaum aller GOGAT-Sequenzen enthilt vier durch signifikante Bootstrapwerte
voneinander getrennte Cluster. Im ersten Cluster erscheinen Ferredoxin-abhdngige GOGAT
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Enzyme, im zweiten NADPH-abhidngige Enzyme aus Proteobakterien, im dritten a-GOGAT
Enzyme aus Algen und Proteobakterien der a-Subdivision und im letzten N-GOGAT Enzyme
aus verschiedenen Pro- und Eukaryoten.

Zwischen den Fd-GOGATSs und den N-GOGAT Enzymen aus Proteobakterien (Cluster 2)
steht die Sequenz aus Aquifex aeolicus, einem hyperthermophilen Bakterium. Bei diesem
Enzym soll es sich um eine Fd-GOGAT handeln (Deckert et al., 1998).

Mit den Sequenzen aus den drei groen Clustern (Fd-, a- und N-GOGAT) im Gesamtbaum
wurden jeweils getrennt voneinander Dendrogramme und Ahnlichkeitstabellen (Clustal W)
sowie phylogenetische Bdume erstellt.

Die Ahnlichkeitstabellen fiir die Fd-, a- und N-GOGAT sind in den Tabellen 3, 4 und 5
dargestellt. Die Zahlen geben jeweils den Grad der Ubereinstimmung (in Prozent) zwischen

zwei Sequenzen wieder.

Ahnlichkeitstabelle Ferredoxin-GOGAT

N Vv

S o5 o 4f B @ &t ® f ¢ o? of 0¥
G.m 90,0
P.s 86,7 87,0
Z.m 87,0 86,2 844
S.0 87,8 86,7 84,2 844
At1 86,7 86,4 852 84,7 885
At2 859 856 854 849 86,2 849
A.a 67,8 674 668 670 670 674 68,2
Cr 67,4 590 684 681 674 690 68,1 70,2
C.p 66,0 656 66,2 67,3 665 67,2 669 638 62,6
C.c 58,1 590 576 681 676 593 595 557 572 578
As 60,1 618 616 598 616 615 61,2 587 605 616 62,2
P.a 616 630 626 619 619 64,1 623 581 610 624 630 68,3
P.p 629 648 650 650 642 654 644 594 615 630 628 681 713
Ood 584 575 589 57,7 582 593 591 537 6565 564 550 577 57,7 574
Sy 65,7 646 655 652 652 66,1 656 637 614 681 623 666 697 692 633
No 649 633 637 632 649 643 646 598 598 650 633 666 668 663 622 865
An 649 633 636 641 649 644 645 597 599 649 606 668 670 66,1 624 765 100
Aq 529 530 529 534 526 543 541 499 524 531 523 540 565 550 512 58,7 571 570

Tabelle 3: Ahnlichkeitstabelle fiir Ferredoxin-abhingige GOGAT Enzyme. Die Zahlen geben die
Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen in Prozent an. Sie wurden einem Dendrogramm
entnommen, das mit Hilfe von Clustal V erstellt wurde. N.t = Nicotiana tabacum; G.m = Glycine max; P.s
= Pinus silvestris; Z.m = Zea mays; S.o0 = Spinacia oleracea; A.tl1 = Arabidopsis thaliana 1; A.t2 =
Arabidopsis thaliana 2; A.a = Acetabularia acetabulum; C.r = Chlamydomonas reinhardtii; C.p =
Cyanophora paradoxa; C.c = Cyanidium caldarium; A.s= Antithamnionella spirographidis; P.a =
Porphyridium aerugineum; P.p = Porphyra purpurea; O.d = Ochromonas danica; Sy = Synnechocystis sp. ;
No = Nostoc sp.; An = Anabaena sp.; Aq = Aquifex aeolicus.

Bei den Ferredoxin-abhingigen GOGAT Enzymen sind die groBten Ubereinstimmungen auf

Aminosédureebene unter den hoheren Pflanzen zu verzeichnen, sie liegen deutlich iiber 80%.
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Das entspricht der phylogenetischen Nihe ihrer Plastiden zueinander. Die anderen Sequenzen
zeigen eine Ubereinstimmung von 60-70%. Die Aminosiuresequenzen der Enzyme aus A.
acetabulum und C. reinhardtii stimmen zu 70% iiberein. Die GOGAT aus O. danica und das
Enzym aus A. aeolicus stehen mit 50-60% Ahnlichkeit zu den anderen Fd-GOGATSs etwas

abseits.

Deutlich hoher als bei den Ferredoxin-abhiingigen Enzymen ist die Ahnlichkeit zumindest
einzelner a-GOGATs zueinander (Tabelle 4). Die Werte der weniger dhnlichen Enzyme
liegen bereits bei 67-80% Ubereinstimmung. Fiir einige, offensichtlich duBerst konservierte
GOGAT Enzyme, lieBen sich auf Aminosiureebene Ubereinstimmungen von deutlich iiber
90% ermitteln. So stimmen die Sequenzen von G. theta A2 und H. carterae A2 zu 98,2%

uberein.

Ahnlichkeitstabelle Alpha-GOGAT

9 9 9 N
oF ¥ v o & v Y g
H.c 2 98,2

As2 89,5 885

G.t1 91,0 90,5 913

Rh 88,7 882 885 890

C.c 73,7 735 71,7 742 725

As1 728 73,7 708 634 716 987

A.br 735 728 736 746 741 712 703

Zym 68,1 67,1 67,7 679 67,7 694 685 754
H.c1 674 666 66,6 679 679 692 682 764 777
E.s1 689 681 685 69,7 700 691 690 779 80,1 96,2

C.a2 689 681 685 69,7 700 69,7 687 779 798 96,2 995

E.s 2 684 676 679 692 700 694 685 77,7 795 959 992 9972

As3 683 676 679 692 741 693 685 776 795 959 992 992 995
C.a1 692 681 685 702 700 70,2 693 754 708 705 723 721 718 71,7

Tabelle 4: Tabelle der Sequenzihnlichkeiten von 0-GOGAT Enzymen aus verschiedenen Algen und
Alpha-Purpurbakterien. G.t2 = Guillardia theta 2; H.c2 = Heterosigma carterae 2; A.s2 = Antithamnionella
spirographidis 2; G.tl1 = G. theta 1; Rho = Rhodobacter sphaeroides; C.c = Cyanidium caldarium; A.s1 = A.
spirographidis 1; A.br = Azospirillum brasilense; Zym = Zymomonas mobilis; H.c1 = H. carterae 1; E.s1 =
Ectocarpus siliculosus 1; C.a2 = Cricosphaera carterae 2; E.s2 = E. siliculosus 2; C.al = C. carterae 1

Fiir die N-GOGAT Enzyme liegen die Werte fiir die Ubereinstimmungen niedriger. Die
Sequenzen besitzen in dieser Gruppe Ahnlichkeiten in ihrer Aminosiuresequenz in der
GroBenordnung von 50-70% (vgl. Tabelle 5). Lediglich einige wenige Sequenzen scheinen
zueinander eine groBere Ahnlichkeit zu besitzen. So z.B. die beiden N-GOGAT Enzyme aus
den Rotalgen A. spirographidis und C. caldarium, die in ihrer Aminosduresequenz zu 92,9%

ubereinstimmen.
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& S ’
W 0% 0 o @ & & & < 4f © © & o 05 o of of of ¥ & ¢ o & o® & ¥ f

0.d2] 90,0

Bss | 823 825

B.h | 67,8 68,3 69,7

P.b | 67,7 68,2 70,1 67,3

Sy 70,5 61,3 69,3 69,8 834

Cb | 573 57,3 59,0 555 59,8 58,4

Cl 59,6 60,2 61,5 61,1 62,6 61,1 60,4

P.a 61,1 61,9 63,3 58,9 64,5 63,1 554 57,1

V.c 55,9 57,0 56,0 56,5 63,6 62,7 53,5 55,2 65,3

Cor | 59,7 60,2 59,3 60,6 61,5 61,4 53,6 552 555 57,1

My 61,3 61,8 62,2 59,0 65,1 64,2 56,1 56,4 59,1 60,1 69,4

St 61,3 62,1 60,6 61,6 656 657 54,4 548 57,7 59,5 68,7 74,7

Ce | 578 57,8 553 545 54,6 553 51,9 50,1 53,7 52,1 50,8 54,0 52,1

0.d1] 58,3 585 57,9 58,9 59,5 57,9 558 54,8 56,0 58,0 56,3 59,8 59,5 57,9

N.c | 56,0 56,2 57,4 58,4 59,8 61,2 54,8 57,3 59,9 60,9 56,6 58,9 58,2 58,3 63,0

S.p | 578 582 582 59,2 61,1 60,9 552 56,4 60,1 60,4 551 57,1 57,4 59,6 63,6 80,8

S.c 52,7 53,2 53,4 54,6 54,3 56,1 50,9 53,5 52,2 55,6 56,5 51,8 554 51,8 56,0 72,4 70,6

O.s | 58,2 588 584 588 64,1 63,8 553 56,5 60,2 60,5 57,6 61,4 60,6 57,0 63,9 69,2 67,5 61,2

A.t 60,3 60,6 59,6 60,1 659 64,0 550 56,8 609 60,0 556 61,9 61,1 57,3 64,6 66,7 657 59,7 87,6

M.s | 58,9 59,5 59,5 61,3 66,3 656 552 573 624 60,0 55,7 61,8 61,6 58,1 63,3 68,6 680 59,6 87,1 89,8

De 57,7 58,2 60,4 59,6 62,6 59,4 54,7 55,6 58,0 56,1 59,8 63,2 62,9 556 62,5 61,1 59,4 558 60,1 61,1 61,5

C.c2] 591 596 595 589 609 60,0 548 54,1 57,0 56,2 57,9 63,1 62,5 53,1 60,3 60,7 60,0 56,0 63,1 63,0 62,4 65,0

H.c | 58,5 59,1 58,3 59,3 60,5 60,9 54,7 548 56,9 56,9 58,1 63,2 61,8 52,5 60,7 61,9 60,0 55,7 61,3 62,4 62,1 64,6 90,5

R.e | 545 54,7 54,0 54,4 54,5 53,6 52,6 50,9 56,2 51,8 54,0 57,5 55,7 55,6 57,0 57,7 56,1 50,5 55,6 54,8 55,2 61,7 62,6 63,0

E.s 55,7 56,0 55,8 56,5 57,4 54,7 53,9 51,9 554 53,3 55,2 58,6 59,3 550 59,4 56,5 57,3 50,4 58,5 58,2 58,1 66,9 655 66,4 65,8

As2| 572 576 58,6 59,8 64,2 616 53,6 534 59,5 58,9 559 605 62,3 550 59,5 62,2 60,1 54,3 60,3 60,8 60,6 66,2 67,5 67,8 66,3 73,1

C.c1] 56,0 565 57,7 58,7 63,0 60,3 53,5 53,1 59,4 58,1 56,2 59,3 62,1 54,6 584 60,7 584 53,6 59,9 59,9 60,1 650 67,3 66,8 651 72,4 929

As1]| 573 576 579 60,2 60,4 57,9 52,7 53,4 58,6 58,6 559 60,0 59,6 53,1 59,5 61,8 59,0 53,4 59,1 59,9 59,8 63,7 67,1 68,3 64,4 68,5 76,2 74,7

Tabelle 5: Ahnlichkeitstabelle fiir die Aminosiuresequenzen von N-GOGAT Enzymen aus Bakterien, Algen, hoheren Pflanzen, Pilzen und Tieren.

A.a = Acetabularia acetabulum; O.d2 = Ochromonas danica 2; B.s = Bacillus subtilis; B.h = Bacillus halodurans; P.b = Plectonema boryanumj; Sy = Synechocystis sp.; C.b
Porphyridium aerugineum; V.c = Vibrio cholerae; Co =
Mycobacterium tuberculosus; St = Streptomyces coelicor; C.e = Caenorhabdis elegans; 0.d1 = O. danica 1; N.c = Neurospora crassa; S.p = Schizosacheromyces pombe;
S.c = Saccheromyces cerevisiae; O.s = Oryza sativa; A.t = Arabidopsis thaliana; M.s = Medicago sativa; De = Deinococcus radiodurans; C.c2 = Cyanidium caldarium 2; H.c

= Campylobacter jejuni; C.I = Clostridium acetobutylicum; P.a

114

Corynebacterium glutamicum; My =

= Heterosigma carterae; R.e = Rhizobium etli; E.s = Ectocarpus siliculosus; A.s2 = Antithamnionella spirographidis 2; C.c1 = C. caldarium 1; A.s1= A. spirographidis 1.
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3.6.1 Phylogenetischer Baum der Fd-GOGAT

Das Cluster der Ferredoxin-abhdngigen GOGAT Enzyme ist in Abbildung 16 als eigener
Baum, gerootet mit der GOGAT aus A. aeolicus dargestellt. Diese Gruppe enthdlt neben
plastiddren Fd-GOGATSs aus hoheren Pflanzen und Algen die Aminosduresequenzen von
GOGAT Enzymen aus den Cyanobakterien Synechocystis spec PCC6803, Anabaena spec
PCC7120 und Nostoc spec. Die eukaryotischen Enzyme sind unterteilt in die Sequenzen aus
grimen Pflanzen und denen aus Algen der roten Linie. Sequenzen, die im Rahmen der

vorliegenden Arbeit entstanden sind, sind unterstrichen.

N. tabacum
0.1 74{

- G. max
P. silvestris

Z. mays
S. spinacol

100 E P Chlorophyta
A.thaliana 1

i —— A.thaliana 2
97 A’ A. acetabulum
C. reinhardtii
— C. paradoxa
C. caldarium

A. spirographidis
t Rhodophyta

75

P. aerugineum
P. purpurea _

100

O. danica

Synechocystis

96

100 | Nostoc Cyanobakterien
| Anabaena

A. aeolicus

Abbildung 16: Phylogenetischer Baum der Ferredoxin-abhingigen GOGAT Enzyme. Die ermittelten
Aminosiuresequenzen von Fd-GOGAT Genen wurden separat einer phylogenetischen Analyse mit den
Programmen Clustal V und TREECON unterzogen. Als Root wurde die Sequenz aus A. aoelicus gewiihit.
Die angegebenen Bootstrapwerte wurden durch 1000 Replikationen ermittelt. Sequenzen, die im Verlaufe
der vorliegenden Arbeit entstanden sind, sind unterstrichen. N. tabacum = Nicotiana tabacum; G. max =
Glycine max; P. silvestris = Pinus silvestris; Z. mays = Zea mays; S. oleracea = Spinacia oleracea; A. thaliana
= Arabidopsis thaliana; A. acetabulum = Acetabularia acetabulum; C. reinhardtii = Chlamydomonas
reinhardtii; C. paradoxa = Cyanophora paradoxa; C. caldarium = Cyanidium caldarium; A. spirographidis =
Antithamnionella spirographidis; P. aerugineum = Porphyridium aerugineum; P. purpurea = Porphyra
purpurea; O. danica = Ochromonas danica; Synechocystis = Synechocystis spec PCC6803; Nostoc = Nostoc
spec; Anabaena = Anabaena spec PCC7120; A. aeolicus = Aquifex aeolicus
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An der Basis des Clusters mit grilnen Pflanzen stehen, durch signifikante Bootstrapwerte
abgetrennt, zum einen die Sequenzen aus den chlorophytischen Algen C. reinhardtii und A.
acetabulum und zum anderen interessanterweise die Aminosduresequenz der Fd-GOGAT aus
C. paradoxa. Eine dhnliche Anordnung findet man auch fiir die grole Untereinheit der Rubisco
(Valentin, pers. Mitteilung).

In dem anderen grolen Cluster stehen Ferredoxin-abhingige GOGAT Enzyme aus den
Rotalgen C. caldarium, A. spirographidis, P. aerugineum und P. purpurea.

Etwas abseits von allen anderen eukaryotischen Sequenzen steht die Fd-GOGAT aus O.
danica.

Ein eigenes gut abgetrenntes Cluster bilden die Sequenzen der Fd-GOGAT Enzyme aus
Cyanobakterien. Die Stellung dieser Gruppe variiert jedoch in Abhédngigkeit von der jeweils
gewihlten Root. Mit der N-GOGAT aus E. coli gerootet verschiebt sie sich mehr in Richtung
der grilnen Pflanzen, mit der N-GOGAT aus M. sativa oder S. sulfataricus scheinen die

cyanobakteriellen Sequenzen eher bei den rhodophytischen zu stehen (Daten nicht gezeigt).

3.6.2 Phylogenetischer Baum der a-GOGAT

Das Cluster der a-GOGAT Enzyme (Abbildung 17) enthdlt Aminoséuresequenzen aus Algen
und aus den a-Proteobakterien R. sphaeroides, A. brasilense und Zymomonas mobilis.
Auffillig an diesem Baum ist, dass aus fast jeder der hier vertretenden Alge zumindest 2 a-
GOGAT Sequenzen in diesem Cluster zu finden sind. So enthélt er aus den Heterokontophyten
H. carterae und E. siliculosus, der Cryptophyte G. theta und der Haptophyte C. carterae
jeweils zwei Genfragmente eines solchen gltA-Gens, aus der Rhodophyte A. spirographidis
sogar 3 verschiedene.

Es fdllt auf, dass die unterschiedlichen Sequenzen aus einer Art im phylogenetischen Baum
nicht beieinander stehen, sondern jeweils eine groBere Ahnlichkeit zu Enzymen aus anderen
Arten besitzen. Es gibt auch keine klare Trennung zwischen den Sequenzen aus Rhodophyten
und denen aus anderen Algengruppen. Vielmehr stehen die rhodophytischen Sequenzen oft mit
denen der ibrigen Algen zusammen. So steht die Sequenz ASpiA3 in einem Cluster mit

HcarAl, EsilAl und A2 sowie CcarA2.
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0.1 100 G. theta A2
— 80 H. carterae A2 Rhodophyta,
A. spirographidis A2 Heterokontophyta,
100 ' Cryptophyta
G.theta Al
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Abbildung 17: Phylogenetischer Baum der a-GOGATSs aus Algen und Alpha-Purpurbakterien. Gerootet
wurde dieser Baum mit der N-GOGAT aus einem Eubakterium. Die Zahlen geben die Bootstrapwerte in
Prozent an und wurden durch 1000 Replikationen ermittelt. Die unterstrichenen Sequenzen sind in der
vorliegenden Arbeit entstanden. G. theta = Guillardia theta; H. carterae = Heterosigma carterae; A.
spirographidis = Antithamnionella spirographidis; R. sphaeroides = Rhodobacter sphaeroides; C. caldarium =
Cyanidium caldarium; A. brasilense = Azospirillum brasilense; Z. mobilis = Zymomonas mobilis; E. siliculosus
= Ectocarpus siliculosus; C. carterae = Cricosphaera carterae; P. aeruginosa = Pseudomonas aeruginosa.

Zusitzlich stechen die ausnahmslos hohen Bootstrap-Werte innerhalb des a-GOGAT Clusters
ins Auge. Sie liegen liberwiegend bei mindestens 80%. Es scheint sich bei dieser Isoform der
GOGAT um ein duflerst konserviertes Enzym zu handeln.

Die Sequenzen aus den a-Purpurbakterien stehen nicht an der Basis aller eukaryotischen -
GOGATS, wohl aber an der Basis einzelner Untercluster.

Gerootet wurde dieser Baum mit der N-GOGAT aus dem y-Proteobakterium P. aeruginosa,
mit anderen Sequenzen als Wurzel ergeben sich vergleichbare phylogenetische Baume (Daten

nicht gezeigt).
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3.6.3 Phylogenetischer Baum der N-GOGAT

0.1 A. acetabulum Chlorophyta
—_ 100 4&8—(0. danica N2 Heterokontophyta
77 - B. subtilis
90 B. halodurans
100 P. boryanum ] Cyanobakterien
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Abbildung 18: Phylogenetischer Baum der N-GOGAT Enzyme aus Pro- und Eukaryoten. Der mittels
Clustal V und TREECON erstellte Baum wurde mit der N-GOGAT aus E. coli gerootet, die eindeutig nicht
innerhalb dieses Clusters liegt. Die Bootstrapwerte wurden durch 1000 Replikationen ermittelt. Die
unterstrichenen Sequenzen wurden im Laufe der vorliegenden Arbeit gewonnen. A. acetabulum
Acetabularia acetabulum; O. danica = Ochromonas danica; B. subtilis = Bacillus subtilis; B. halodurans
Bacillus halodurans; P. boryanum = Plectonema boryanum; Synechocystis = Synechocystis spec PCC 6803; C.
jejuni = Campylobacter jejuni; C. acetobutylicum = Clostridium acetobutylicum; P. aerugineum =
Porphyridium aerugineum; V. cholerae = Vibrio cholerae; C. glutamicum = Corynebacterium glutamicum; M.
tuberculosus = Mycobacterium tuberculosus; S. coelicor = Streptomyces coelicor; C. elegans = Caenorhabdis
elegans; N. crassa = Neurospora crassa; S. pombe = Schizosaccheromyces pombe; S. cerevisiae =
Saccharomyces cerevisiae; O. sativa = Oryza sativa; A. thaliana = Arabidopsis thaliana; M. sativa = Medicago
sativa; D. radiodurans = Deinococcus radiodurans; C. caldarium = Cyanidium caldarium; H. carterae
Heterosigma carterae; R. etli = Rhizobium etli; E. siliculosus = Ectocarpus siliculosus; A. spirographidis
Antithamnionella spirographidis; E.coli = Escherichia coli.
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Der dritte Baum enthédlt Aminosduresequenzen von N-GOGAT Enzymen aus verschiedenen
Pro- und Eukaryoten. Dabei lassen sich drei Cluster voneinander trennen. Im ersten befinden
sich iiberwiegend unterschiedliche prokaryotische GOGAT Enzyme, tiiberraschenderweise
zusammen mit den Sequenzen aus einigen Algen (A. acetabulum, O. danica, P. aerugineum).

Im zweiten stehen die Sequenzen aus hoheren Pflanzen, Pilzen und dem Wurm Caenorhabdis
elegans jeweils voneinander getrennt angeordnet. Auch die Sequenz von O. danica (N1)

clustert innerhalb dieser Gruppe von Enzymen.

Im dritten Cluster sind vor allem N-GOGAT Enzyme aus den Rotalgen C. caldarium und A.
spirographidis sowie den Heterokontophyten H. carterae und E. siliculosus angesiedelt.
Innerhalb dieses Unterclusters befinden sich allerdings auBerdem die Aminosduresequenzen

aus dem symbiotischen Bakterium Rhizobium etli und aus Deinococcus radiodurans.

Sequenzen von N-GOGAT Enzymen aus Algen finden sich in allen drei Clustern wieder. So
stehen rhodophytische N-GOGAT Enzyme im ersten und dritten Untercluster, wobei im dritten
Cluster moglicherweise zwei verschiedene Linien représentiert sind.

N-GOGAT Enzyme aus heterokonten Algen dagegen kommen im ersten (O. danica N2), im
zweiten (O. danica N1), sowie im dritten Untercluster (H. carterae und E. siliculosus). Davon
clustern die Sequenzen aus H. carterae und E. siliculosus mit rhodophytischen N-GOGAT

Enzymen.
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REGULATION VERSCHIEDENER GOGAT ISOFORMEN

3.7 Vergleichende Untersuchungen zur Regulation spezifischer GOGAT-

Enzymaktivitiiten in verschiedenen Algen durch den externen Faktor Licht

Uber die Regulation verschiedener Isoenzyme der Glutamat-Synthase in Algen ist bisher wenig
bekannt. Vergleichende Untersuchungen zur Lichtregulation von Fd- und N-GOGAT sind
bisher lediglich in der Heterokontophyte O. danica (Lenz, pers. Mitteilung) durchgefiihrt
worden. Fiir eine vergleichende Untersuchung nicht nur unterschiedlicher Isoenzyme in einer
Art, sondern auch innerhalb der verschiedenen Algengruppen wurden aus der Gruppe der
Rhodophyta P. aerugineum und A. spirographidis, als weiterer Vertreter der Heterokontophyta

H. carterae sowie die Griinalge A. acetabulum herangezogen.

Algenkulturen, die an einen regelméfigen Wechsel (12 h/12 h) von Licht und Dunkelheit
adaptiert waren, wurden sowohl in der Mitte der Licht- als auch in der Mitte der Dunkelphase
geerntet und wie beschrieben (2.22 und 2.23) fiir die Messung der spezifischen GOGAT-
Enzymaktivititen eingesetzt. Fiir die Ermittlung der Werte wurden jeweils 2 Messungen aus 4
(N-GOGAT) bzw. 2 (Fd-GOGAT) parallel angezogenen Kulturen durchgefiihrt, aus allen
Ergebnissen der Mittelwert und fiir diesen die Standartabweichung errechnet. Mittelwert (in
nkat/mgProtein) und Standartabweichung sind jeweils in Abbildung 19 a und b in Form eines
Sdulendiagrammes dargestellt. Der Mittelwert erscheint auBerdem als Zahlenwert unter den
Saulen. Die Werte, die in der Mitte der Lichtphase gemessen wurden, sind dabei mit L6, die in
der Mitte der Dunkelphase mit D6 bezeichnet. Die Diagramme sind unterteilt in die
Coenzymspezifitit der gemessenen Enzyme (Ferredoxin in Abbildung 19 a sowie NADH bzw.
NADPH in Abbildung 19 b). Die Ergebnisse der Messungen in den unterschiedlichen Algen,

die eingesetzt wurden, sind jeweils in einer Graphik zusammengefasst.

Bei allen untersuchten Algen ist ein signifikanter Unterschied in der Aktivitit zwischen ,,Tag"
und ,,Nacht“ nur bei der Methylviologen-abhingigen GOGAT-Aktivitit (Fd-GOGAT) zu
erkennen. Bei den Rotalgen war diese Aktivitdt am Tag drei- (P. aerugineum) bzw. vierfach (A.
spirographidis) gegeniiber der in der Nacht gemessenen erhoht. Bei H. carterae wurde ein
zehnfacher Anstieg der Glutamat-Synthese nachgewiesen und in A. acetabulum-
Enzymextrakten war die Fd-GOGAT in der Lichtphase drei bis vier mal so aktiv wie in der
Dunkelphase.
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(a) 0.3

Ferredoxin I
Aktivitat

[nkat/mg 0.15

Protein]

L6 D6 L6 D6 L6 D6 L6 D6
(P.aer.) | (P.aer.) |(A.spir.) | (A.spir.) (H.cart.)| (H.cart.)| (A.ace.) | (A.ace.)

‘Mittelwerte 0.035 | 0.013 | 0.081 | 0.002 | 0.244 0.02 0.028 | 0.008

(b) 0.5
NAD(P)H T
Aktivitat
[nkat/mg 0.25
Protein] T
HON ]
: -1

L6 D6 L6 D6 L6 D6 L6 D6
(P.aer.) | (P.aer.) |(A.spir.) | (A.spir.)|(H.cart.)|(H.cart.)| (A.ace.) | (A.ace.)

Mittelwerte | 0.13 0.16 0.11 0.12 0.42 0.44 0.073 | 0.079

Abbildung 19 a und b: Messung von lichtabhingigen GOGAT-Aktivititen in den Rhodophyten P.
aerugineum und A. spirographidis, der Heterokontophyte H. carterae und der chlorophytischen Alge A.
acetabulum. Algenkulturen, die an einen 12 stiindigen Wechsel von Licht und Dunkelheit adaptiert waren,
wurden jeweils in der Mitte der Licht- (L6) sowie in der Mitte der Dunkelphase (D6) geerntet und die
gewonnenen Extrakte loslichen Proteins fiir die Messung der spezifischen GOGAT-Enzymaktivititen
eingesetzt. Die mit Methylviologen als Elektronendonator gemessene Aktivitit der Ferredoxin-GOGAT
(Abbildung 19 a) zeigte bei allen Algen in der Lichtphase eine gegeniiber der Dunkelphase deutlich erhohte
Synthese von Glutamat. Die spezifische Abnahme von NAD(P)H (Abbildung 19 b) war jedoch am ,,Tag*
und in der ,,Nacht“ vergleichbar.

Die NAD(P)H-abhidngige GOGAT-Aktivitdt verhielt sich einer Regulation durch Licht
gegeniiber in allen Fillen konstitutiv. Zumindest unter Beriicksichtigung der
Standartabweichung war in keinem Fall ein signifikanter Unterschied zwischen den Messungen

bei unterschiedlichen Lichtverhéltnissen nachzuweisen.
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3.8 Untersuchungen zur circadianen Regulation der Fd-GOGAT in H. carterae

Nachdem zumindest in den untersuchten Algenklassen offensichtlich eine Regulation von
Ferredoxin-abhdngigen GOGAT Enzymen durch Licht erfolgt, sollte exemplarisch am Fall der
heterokonten Alge H. carterae untersucht werden, ob es sich dabei um eine direkte
Abhingigkeit vom Licht handelt oder die Regulation circadian gesteuert wird.

H. carterae Kulturen, die an einen Wechsel von Licht und Dunkelheit adaptiert waren, wurden
dem Einfluss von Dauerlicht ausgesetzt und zu vier verschiedenen Zeitpunkten an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen Fd-GOGAT-Aktivitdtsmessungen durchgefiihrt (L6-Tagl; D6-
Nachtl; L6-Tag2; D6-Nacht2). Dabei fand die erste Messung nach 24 h Dauerlicht statt. Als
Kontrolle dienten Kulturen, die weiterhin einem regelméfBigen Wechsel von Licht- und

Dunkelphase ausgesetzt waren.

03 Tag 1 Nacht 1 Tag 2 Nacht 2
Aktivitat I
[nkat/mg g2 | | E
Protein] -
4L
0.1 —
0 [ | I e
L6 L6 D6 D6 L6 L6 D6 D6
Wechsel | Dauer |Wechsel| Dauer |Wechsel| Dauer |Wechsel| Dauer
Mittelwerte 0.22 0.202 0.017 0.02 0.245 0.16 0.02 0.02

Abbildung 20: Circadiane Rhytmik der Fd-GOGAT-Aktivitit in H. carterae.

An den regelmifiigen Wechsel von Licht- und Dunkelheit adaptierte Kulturen der heterokonten Alge H.
carterae wurden dem Dauerlicht ausgesetzt und die methylviologen-abhiingige GOGAT Enzymaktivitit
nach 24 h (T1), nach 36 h (N1), nach 48 h (T2) sowie nach 50 h (N2), jeweils in der Mitte der Licht- bzw. der
Dunkelphase gemessen. Zur Kontrolle erfolgten die Messungen ebenfalls an Kulturen, die weiterhin an
einen Wechsel von Licht- und Dunkelheit (12h/12h) angepasst waren.

L6: Zellen in der Mitte der Lichtphase

D6: Zellen in der Mitte der Dunkelphase

Wechsel: Kulturen, die dem regelmiifligen Wechsel von Licht und Dunkelheit ausgesetzt waren

(Kontrolle)

Dauer: Kulturen, die 24 h vor Beginn der Messung an Dauerlicht adaptiert wurden.

Sowohl in den Kontroll- als auch in den Dauerlichtkulturen war ein Anstieg der Ferredoxin-
abhingigen Glutamat-Synthese in den Kulturen zu verzeichnen, die in der Mitte der

eigentlichen Lichtphase geerntet wurden (vgl. Abbildung 20).
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3.9 Regulation von GOGAT Enzymaktivititen durch das Angebot an Stickstoff

Zur Analyse von GOGAT Enzymaktivititen unter dem Einfluss unterschiedlichen
Stickstoffangebots wurden die Rhodophyte P. aerugineum sowie die heterokonte Alge H.
carterae verwendet. Beide Algen bieten den Vorteil, dass sie in vollsynthetischem Medium
angezogen werden, in dem der Gehalt an Stickstoff leicht variiert werden kann. Da die original
Anzuchtmedien bereits einen Uberschuss an Stickstoff enthalten, sollte demgegeniiber der
Einfluss von Stickstoffmangel auf die Aktivitit von GOGAT Enzymen untersucht werden.
Dazu sollten die verwendeten Medien so eingestellt werden, dass ein Wachstum der Algen
zwar noch moglich war, dieses jedoch deutlich reduziert war gegeniiber dem Wachstum in
Normalmedium.

Zunichst wurde ein Profil des Wachstums von P. aerugineum- sowie H. carterae-Kulturen in
Vollmedium aufgenommen. Als Mal} fiir die Wachstumsgeschwindigkeit diente die optische
Dichte bei einer Wellenldnge von 1000 nm (ODjgg). In den in Abb. 21 a und b dargestellten
Wachstumskurven wurde die ODjg graphisch gegen die Zeit aufgetragen. Die Profile geben

das Bild einer typischen Wachstumskurve anndhernd wieder.

(a) - H. carterae (b) - P aerugineum ‘
0.25 0.35

/ 0.3
/
0.15 / oﬁ: /
. / 0.15 /
0.05 /

o
(V)

o
-

OD (1000)
OD (1000)

0.1 //
/ 0.05 —
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NI IN L IR IR I
Zeit [Tagen] Zeit [Tagen]

Abb. 21 a und b: Wachstumskurven fiir Kulturen von H. carterae (21 a) und P. aerugineum (21 b). Die
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen wurde anhand der optischen Dichte (OD) bei 1000 nm bestimmt und
gegen die Zeit graphisch dargestellt.

Parallel zu der Wachstumskurve wurde die Entwicklung der N-GOGAT Aktivitit gemessen.
Diese nahm in den ersten Tagen nach dem Animpfen der Kulturen, also in der

Hauptwachstumsphase deutlich zu, erreichte ihren Hohepunkt mit bis zu 0,16 nkat/mg Protein
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(P. aerugineum) bzw. 0,74 nkat/mg Protein (H. carterae) zwischen den Tagen sieben und elf
und fiel anschlieBend wieder ab, bis sie am Tag einundzwanzig nahezu fast wieder auf den
Ausgangswert zurlickgegangen war (ohne Abbildung). Eine entsprechende Entwicklung konnte
bei verschiedenen Algen (P. aerugineum, H. carterae und A. acetabulum) auch fiir die Fd-
GOGAT gezeigt werden. Stets war die Aktivitit dieser Isoform der GOGAT in der

logarithmischen Wachstumsphase deutlich erhoht gegeniiber der stationdren Phase.

AnschlieBend wurden Kulturen in Medien mit reduziertem Stickstoffgehalt angezogen und
deren Wachstum bestimmt. Dazu wurde zunéchst fiir das H. carterae O3-Medium die unten
aufgefiihrten Verdiinnungsreihe angesetzt, wobei sich die angegebenen prozentualen Werte
jeweils auf die Menge an Stickstoff im Originalmedium beziehen (100%):
ohne Stickstoff - mit 5% Stickstoff - mit 10% Stickstoff - mit 15% Stickstoff - mit 20%
Stickstoff - mit 25% Stickstoff - mit 30% Stickstoff - mit 35% Stickstoff - mit 100%
Stickstoff

0.25

”4 Ohne N2
0.2 / — 5% N2
0.15

10% N2

S 15% N2
= / 20% N2
a 0.1 25% N2
o / 30% N2

0.05 35% N2

Normalmedium

—

O\\\\\\\\ﬁﬁ\\—\-\\\\\\\

Q QL Qv o X
Zeit [Tagen]

Abbildung 22: Wachstumskurve von H. carterae Kulturen in Medien mit variiertem
Stickstoffgehalt. Als Mal} fiir das Wachstum diente die optische Dichte bei 1000 nm. Diese
wurde gegen die Zeit [Tagen] aufgetragen. Die verschiedenen Kurven stellen das Wachstum
von H. carterae Kulturen in unterschiedlichen Medien dar. In der Legende ist der jeweilige
Anteil an Stickstoff bezogen auf das Original-O3-Medium angegeben.

Dabei stellte sich heraus, dass die Algen in den Medien, die gar keinen oder nur 5% Stickstoff

enthielten, nicht mehr in der Lage zu einem Wachstum waren. Bei 15% Stickstoff und mehr

58



Ergebnisse

war das Wachstum mit dem der Kontrollkultur in Normalmedium (100% Stickstoff)
vergleichbar.

Lediglich die Kulturen mit 10% Stickstoff unterschieden sich in ihrem Wachstum deutlich von
der Kontrollgruppe, waren aber dennoch zu einem Wachstum féhig. Die entsprechenden

Wachstumskurven sind in Abbildung 22 dargestellt.

Fir die vergleichenden Messungen von GOGAT-Enzymaktivititen unter dem Einfluss von
Stickstoffmangel gegeniiber dem Normalmedium wurde die Alge H. carterae demzufolge in
Medium mit lediglich 10% der angegebenen Menge an NOj; angezogen. Im Vergleich zu
Kulturen in Originalmedium zeigten die Zellen unter dem Einfluss von Stickstoffmangel neben

einem geringeren Wachstum auch eine deutlich reduzierte Pigmentierung (Abbildung 23).

Abbildung 23: H. carterae Kulturen in Normal- und
Stickstoffmangelmedium. Die Kultur in Medium mit
lediglich 10%  Stickstoff bezogen auf das
Originalmedium zeigte neben einem reduziertem
Wachstum eine deutlich schwichere Pigmentierung.

Da bei H. carterae bereits zu einem fritheren Zeitpunkt ein Einfluss von Stickstoffmangel auf
die Aktivitdit der Fd-GOGAT untersucht wurde (Rottgers, unverdffentlicht), sollte in der
vorliegenden Arbeit die N-GOGAT diesbeziiglich analysiert werden. Die Bestimmung der
spezifischen GOGAT-Aktivitit erfolgte parallel aus Kulturen in Standardmedium und
Stickstoffmangelmedium. Die Messungen wurden jeweils am Tag des Animpfens (TO) und ab
dem dritten Tag alle zwei Tage (T3; T5; T7; T9; T11; und T13) durchgefiihrt. Parallel zu den
Messungen der Aktivitdit wurde zur Kontrolle wiederum das Wachstum der Algen bestimmt

(ohne Abbildung).
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0.80
Aktivitat _I_I -|-
[nkat/mg .60
Protein]

0.40 T

0.20 -

0.00 -

TO T3 T5 T7 T9 T11 T13

ONormalmedium 0.25 0.22 0.27 0.70 0.47 0.24 0.31
E Mangelmedium 0.25 0.36 0.30 0.57 0.52 0.33 0.32

Abbildung 24: Bestimmung der N-GOGAT Aktivitit in H. carterae Kulturen in Normal- und
Mangelmedium. Rohenzymextrakte aus der Alge H. carterae wurden in Normalmedium und
Stickstoffmangelmedium angezogen. Die NADH-abhingige GOGAT Aktivitit wurde am Tag 0 (Tag des
Animpfens) und ab dem Tag drei alle zwei Tage bis zum Tag 13 gemessen. Die hellen Balken stellen die N-
GOGAT Aktivititen von Algen in Normalmedium, die dunklen die der Algen in Mangelmedium dar.

Die Ergebnisse der GOGAT Aktivitétstests sind in Abbildung 24 dargestellt. Bei H. carterae
konnte kein Einfluss des Stickstoffmangels auf die Aktivitit der N-GOGAT beobachtet
werden. Sowohl in der Kontrollkultur als auch in der Stickstoffmangelkultur war ein
entwicklungsbedingter Anstieg der Aktivitdt in den ersten Tagen der Anzucht zu erkennen, in
beiden Kulturen erreichte die Aktivitidt ihr Maximum am siebten Tag nach dem Animpfen und
fiel dann ab. Zwar variierten die absoluten Werte der gemessenen N-GOGAT Aktivitét in der
Stickstoffmangelkultur zum Teil etwas von denen der Kontrollkultur, jedoch war unter

Beriicksichtigung der Standardabweichung kein signifikanter Unterschied festzustellen.

Aufgrund des reduzierten Wachstums war die Menge an isoliertem Protein in den
Stickstoffmangelkulturen gerade in den ersten Tagen der Messung sehr gering. Damit konnten
zum Teil nicht die {iblichen Mengen an Rohenzym in den Aktivititstest eingesetzt werden. Zur
Kontrolle, ob die Konzentration des verwendeten Enzymextraktes einen Einfluss auf die
Aktivitdt pro mg eingesetzten Proteins hat, wurden Verdiinnungen des Rohenzymextraktes der
Kontrollkulturen bis zu einer Konzentration des Gesamtproteins von 0,15 mg/ml angefertigt

und diese in die Enzymaktivititstests eingesetzt. Die Aktivitdt bezogen auf die Proteinmenge
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war dabei in allen Féllen gleich grof3 (Daten nicht gezeigt). Damit konnte eine Abhéngigkeit

von der absoluten Proteinmenge eindeutig ausgeschlossen werden.

In der Rhodophyte P. aerugineum sollten sowohl Fd- als auch N-GOGAT auf ihre Regulation
durch ein reduziertes Angebot an Stickstoff hin untersucht werden. Auch fiir diese Alge stellte
sich ein Stickstoffgehalt von 10% bezogen auf das Originalmedium als giinstig fiir
Untersuchungen unter Stickstoffmangelbedingungen heraus. In Abbildung 25 a sind die
Wachstumskurven von P. aerugineum-Kulturen in Normal- und Stickstoffmangelmedium
dargestellt. Abbildung 25 b zeigt den deutlichen Unterschied in der Pigmentierung der Algen,
die unter Stickstoffmangelbedingungen angezogen wurden gegeniiber denen in Normalmedium
(Chlorose).

(a) (b)
oD 0.18
(1000) 0.15 /]

0.12
0.09 /
0.06 /

0.03 /
oﬂ/\/v —

S QL QN
Zeit
[Tagen]

[ Normalmedium [JN-Mangelmedium

Abbildung 25: P. aerugineum-Kulturen in Normal- und Stickstoffmangelmedium. In Abbildung 25 a sind
die Wachstumskurven beider Kulturen nebeneinander dargestellt. Griin ist Kurve der Algen in
Normalmedium und blau die der in Mangelmedium markiert. Abbildung 25 b zeigt die Pigmentierung
beider Kulturen im Vergleich.

Normal: P. aerugineum-Kultur in Standardmedium

N-Mangel: P. aerugineum in Medium mit lediglich 10% Stickstoff

Bei P. aerugineum verhielten sich Fd- und N-GOGAT hinsichtlich ihrer Regulation durch
Stickstoffmangel unterschiedlich. Wihrend die N-GOGAT keinen Unterschied in der Hohe
threr Aktivitit zwischen Normal- und Stickstoffmangelkultur zeigte (Abbildung 26 b), scheint
die Enzymaktivitit der Ferredoxin-abhingigen Isoform durch den Mangel an Stickstoff
induziert zu werden. Es war in den Enzymextrakten der Stickstoffmangelkulturen eine
gegeniiber denen aus den Kontrollkulturen dreifach erhohte Synthese von Glutamat zu

messen (Abbildung 26 a).
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(a) (b)
Ferredoxin NADPH
- g e 0’15 0,18
A'I‘(t"t’l'tat Aktivitit T
[: Stein] 0.1 [nkat/mg 1
rotein] 0, Protein]
0,09
0,05
T
0 - - 0
Normalmedium | Mangelmedium Normalmedium | Mangelmedium
Mittelwerte 0,0315 0,11 Mittelwerte 0,14 0,13

Abbildung 26 a und b: Stickstoffabhiingige GOGAT Aktivitiiten in P. aerugineum.

Kulturen der Rhodophyte P. aerugineum, die in Stickstoffmangelmedium (dunkle Balken; 10% Stickstoff)
angezogen wurden, wurden in der Mitte der Lichtphase geerntet und das daraus gewonnene losliche
Protein fiir den Nachweis Fd- bzw. NADPH-spezifischer GOGAT Aktivititen eingesetzt. Zur Kontrolle
dienten Algen, die in Standardmedium angezogen worden sind (helle Balken).

3.10 Regulation der GOGAT auf der Ebene der Transkription

Zur Analyse der Expression verschiedener GOGAT-Isoenzyme kam die Reverse-
Transkriptase-abhidngige Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) zum Einsatz. Der Vorteil
dieser Methode ist die extrem hohe Sensitivitit der PCR. Selbst geringste Mengen, bis zu
wenigen Molekiilen der entsprechenden mRNA geniigen dabei als Ausgangsmaterial (Leblanc
et al., 1999). Daneben konnen aber gerade bei der Anwendung dieser Methode einige
grundsétzliche Probleme auftreten, die das Ergebnis erheblich beeinflussen.

So sind an der Reaktion zwei aufeinanderfolgende enzymatische Reaktionen mit jeweils
unterschiedlichen Eigenschaften beteiligt. Die PCR-Reaktion stellt davon aufgrund der
exponentiellen Amplifikation ihrer Produkte das groBere Problem dar (Clontech, 1991). Einige
andere Faktoren konnen zudem die Effizienz der PCR beeinflussen, dazu gehoren:
Verunreinigung des Templates, die Lange des zu amplifizierenden Fragmentes, die

Basenabfolge der Sequenz (auch Sekundérstrukturen) sowie die verwendeten Primer.

Essentiell fiir die semiquantitative Analyse der Expression ist, dass die PCR-Reaktion noch vor
Erreichen der Plateau-Phase beendet wird. Dazu muss zunidchst in vergleichbaren

Standardansdtzen mit ansteigender Konzentration des Templates und unterschiedlicher Zahl
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der Zyklen die Plateau-Phase definiert und in den eigentlichen Messansétzen die Zyklenzahl
entsprechend angepasst werden. Ein Plateau gilt als erreicht, wenn fiinf zusétzliche Zyklen der

PCR nicht mindestens eine Verdoppelung der Produktmenge zur Folge haben (Singer-Sam et
al., 1990).

Aus A. spirographidis, und A. acetabulum wurde wie in 2.15 beschrieben Gesamt-RNA
isoliert, mit dem Genezapper der Firma Pharmacia quantifiziert und gleichzeitig auf ihre
Reinheit hin kontrolliert (A260:A280). Zusitzlich wurde die so bestimmte RNA auf einem
2%igem Agarosegel noch einmal auf ihre Qualitédt hin kontrolliert. Damit konnte sichergestellt
werden, dass anndhernd gleiche Mengen der zu vergleichenden RNA in die Reverse
Transkription eingesetzt wurden. Ein typisches RNA-Gel mit gleichen Mengen RNA aus A.
spirographidis vom Zeitpunkt L6 wie vom Zeitpunkt D6 ist in Abbildung 27 dargestellt.

Abbildung 27: Isolierte Gesamt-RNA aus A.
spirographidis. Die RNA wurde wie in 2.17
beschrieben isoliert und anschliefend mit Hilfe
einer LiCl-Fillung aufgereinigt. Die Algen
wurden in der Mitte der Licht- (L6) und in der
Mitte der Dunkelphase (D6) isoliert.

Spur 1) Gesamt RNA L6

Spur 2) Gesamt RNA L6, LiCl-gefillt

Spur 3) Gesamt RNA D6

Spur 4) Gesamt RNA D6, LiCl-gefillt

Gleiche Mengen an RNA aus Tags bzw. Nachts geernteten Algen wurden anschlieend in die
RT-Reaktion eingesetzt. Eine Amplifikation erfolgte zunédchst mit allgemeinen GOGAT-

Primern (9+/15-). Anschlieend erfolgte eine genauere Analyse mit genspezifischen Primern.
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Als Kontrollen dienten:

- PCR Ansitze mit RNA zum Ausschluss von DNA-Kontaminationen

- Ansitze aus genomischer DNA

- die Amplifikation von beziiglich der Lichtabhidngigkeit konstitutiv exprimierten Genen

wie Aktin, Centrin, und HSP70

Abbildung 28 zeigt die RT-PCR mit 9+/15- GOGAT Primern aus der RNA von A. acetabulum.

Es wurden Gesamt- sowie aufgereinigte m-RNA fiir die Reaktion eingesetzt. Offensichtlich

wird mindestens eines der GOGAT Gene lichtabhéngig transkribiert. Sowohl bei der Reaktion

aus Gesamt-RNA als auch bei der aus m-RNA ist ein signifikanter Unterschied in der Menge

des PCR-Produktes zwischen den Zeitpunkten L6 und D6 zu erkennen. In der Kontroll-PCR

mit Centrin- und HSP70 Primern war kein Unterschied zwischen den Produkten von L6 und

D6 nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

1,2 kb

Abbildung 28: RT-Reaktion mit
9+/15- Primern aus A. acetabulum
Gesamt- und m-RNA

Spur 2: RNA L6 Kontrolle

Spur 3: RNA D6 Kontrolle

Spur 4: DNA-Kontrolle (9+/15-
PCR Produkt)

Spur 5: PCR-Ansatz mit c-DNA L6
aus Gesamt-RNA

Spur 6: PCR-Ansatz mit c-DNA D6
aus Gesamt-RNA

Spur 7: PCR-Ansatz mit c-DNA aus
isolierter m-RNA, L6

Spur 8: PCR-Ansatz mit c-DNA aus
isolierter m-RNA, D6

Spur 1: Lambda DNA
Ec01301/MIul Marker

Nachdem mit allgemeinen GOGAT-Primern eine lichtabhéingige Regulation mindestens eines

GOGAT Enzymes auf Transkriptionsebene festgestellt werden konnte, sollten die

spezifischen Expressionsmuster einzelner Gene diesbeziiglich untersucht werden. Dazu

kamen bei A. spirographidis die Primer AspirFd1+, AspirN1+, AspirN2+, AspirA2+ und

AspirA3+ und bei A. acetabulum die Primer AcetFd1+ und AcetN1+ in Kombination mit dem

15- Primer zum Einsatz. Die Primersequenzen sind im Anhang aufgefiihrt.
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1 2 3 4 5 6 Abbildung 29: Ergebnis der RT-PCR aus
Gesamt-RNA der Alge A. acetabulum.
Gesamt-RNA wurde zum Zeitpunkt L6 und
D6 geerntet und gleiche Mengen der daraus
synthetisierten ¢cDNA in die nachfolgende
PCR-Reaktion mit den genspezifischen
Primerkombinationen AcetFd1+/15- sowie
AcetN1+/15- eingesetzt.

Spur 2: AcetFd1+/15- Produkt aus L6-

950 bp cDNA
760 bp Spur 3: AcetFd1+/15- Produkt aus D6-
cDNA

Spur 4: AcetN1+/15- Produkt aus L6-cDNA
Spur 5: AcetN1+/15- Produkt aus D6-cDNA
Spuren 1 und 6: GeneRuler™ Ladder Mix

In A. acetabulum wurden die spezifischen lichtabhdngigen Expressionsmuster fiir die Fd- sowie
fiir die N-GOGAT untersucht. Auf dem in Abbildung 29 gezeigten Agarosegel sind die mit
Hilfe der Primerkombination AcetFd1+/15- sowie AcetN1+/15- amplifizierten PCR-Produkte
aufgetrennt. Dabei wurden jeweils die zu vergleichenden PCR Produkte eines Gens vom
Zeitpunkt L6 bzw. D6 nebeneinander aufgetragen. Ein signifikanter Unterschied zwischen Tag
und Nacht ist nur bei dem 760 bp groBen Fragment aus Fd-GOGAT m-RNA zu erkennen
(Spuren 2 und 3); bei dem Fragment der N-GOGAT dagegen ist keine lichtbedingt erhdhte

Transkription nachweisbar (Spuren 4 und 5).

In Abbildung 30 ist die vergleichende RT-PCR fiir verschiedene GOGAT Gene aus A.
spirographidis gezeigt. Wie bei A. acetabulum ist auch hier nur die Expression der Fd-GOGAT
lichtabhédngig reguliert. Das in Spur 2 aufgetragene Amplifikat mit AspirFd1+/15- Primern fiir
den Zeitpunkt L6 ist deutlich erhoht gegeniiber dem fiir den Zeitpunkt D6 (Spur 3). Das
untersuchte N-GOGAT-Gen sowie die a-GOGAT Gene sind dagegen offensichtlich konstitutiv

exprimiert.
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Abbildung 30: Untersuchungen zur
1 2 345 67 8 9 10 differentiellen Expression verschiedener
GOGAT Gene in A. spirographidis

1.8 kb Gleiche Mengen am Tag bzw. in der Nacht
’ isolierter RNA aus der Rotalge A.
spirographidis wurde in die RT-PCR unter
Verwendung genspezifischer Primer
eingesetzt.

Spur 2: AspirFd1+/15-; L6

Spur 3: AspirFd1+/15-; D6

Spur 4: AspirN1+/15-; L6

820 bp Spur 5: AspirN1+/15-; D6

740 bp Spur 6: AspirA2+/15-; L6

550 bp Spur 7: AspirA2+/15-; D6

Spur 8: AspirA3+/15-; L6

Spur9: AspirA3+/15-; D6

Spuren 1 und 10: GeneRuler"
Mix

M Ladder

Charakterisierung der N-GOGAT Aktivititen in H. carterae

3.11 Kompartimentierung der N-GOGAT in H. carterae

Die fiir die heterokonte Alge H. carterae nachgewiesenen GOGAT Aktivititen sollten einem
Zellkompartiment zugeordnet werden. Dazu wurden mit Hilfe eines Potters Plastiden aus H.
carterae angereichert. Die Anreicherung von Plastiden ldsst sich anhand des Verhéltnisses der
Absorption von Photosynthesepigmenten zu der Gesamtproteinkonzentration der
unterschiedlichen Fraktionen kontrollieren.

Mit Hilfe eines Spektralphotometers wurde ein kontinuierliches Spektrum zwischen 340 und
800 nm erstellt, das die Maxima fiir die Photosynthesepigmente in H. carterae erkennen lésst.

Diese lagen in den erwarteten Bereichen und zwar bei 438 bzw. 672 nm (vgl. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Kontinuierliches Spektrum von H. carterae Protein. Gesamtprotein wurde aus H. carterae
isoliert und mit dieser Fraktion ein kontinuierliches Spektrum zwischen 340 und 800 nm gefahren. Die

Absorptionsmaxima lagen bei 438 und 672 nm.

Das Verhiltnis der relativen Absorption zwischen den verschiedenen Proteinfraktionen ist ein

MaB fiir die Anreicherung der Plastiden. Die Werte sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Faktor der Plastidenanreicherung in H. carterae

Wellenlénge Gesamtprotein Plastidenfraktion Cytopl. Protein
[nm] [rel. Abs./mg Protein]  [rel. Abs./mg Protein]  [rel. Abs./mg Protein]
438 6609 12686 1062
672 4048 10008 787

Plastidenanreicherung Plastidenanreicherung
(Plastid-Gesamt) (Plastid-Cytoplasma)
1,92 11,95

247 12,71

Tabelle 6: Anreicherung der Plastiden aus H. carterae Gesamtenzymextrakt. Die Plastiden wurden
mittels Potter angereichert und die Effektivitit durch eine Bestimmung der Photopigmente bei 438

und 672 nm pro mg Protein iiberpriift.

67



Ergebnisse

So ergaben sich fiir das Verhiltnis der relativen Absorption von den angereicherten Plastiden
zu dem Gesamtprotein ein Faktor von 1,92 (436 nm) bzw. 2,47 (672 nm) und fiir das
Verhiltnis von Plastiden- zu cytoplasmatischem Protein ein Faktor von 11,95 bzw. 12,71. Die

Mittelwerte liegen bei 2,2 (Plastidédres-/Gesamtprotein) und 12,33 (Plastid/Cytoplasma).

Die einzelnen Fraktionen wurden jeweils fiir die Bestimmung der GOGAT Aktivitdten
eingesetzt. In Abbildung 32 sind die Ergebnisse dieser Messungen dargestellt. Fiir die Fd-
GOGAT konnte die Aktivitét in den Plastiden nachgewiesen werden. Sie ist hier um den Faktor
3,6 hoher als im Gesamtprotein. Die Hauptaktivitit der N-GOGAT scheint bei H. carterae
dagegen in der cytoplasmatischen Fraktion zu liegen (0,31 nkat/mg Protein), der im Plastiden
gemessene Wert ist deutlich niedriger (0,09 nkat/mg Protein). Insgesamt war dabei die Hohe
der gemessenen N-GOGAT Aktivitdt auch im Gesamtprotein deutlich verringert gegeniiber
Messungen ohne die Prozedur der Plastidenanreicherung. Dafiir sind die nicht optimalen

Aufschlussbedingungen und die Instabilitdt der N-GOGAT verantwortlich.

Kompartimentierung von Fd- und N-GOGAT-Aktivitaten
in H. carterae
Aktivitat 1
[nkat/mg
Protein]
0.5 T
, B = —
Fd-Gesamt | Fd-Cytopl. Fd-Plast. N-Gesamt N-Cytopl. N-Plast.
Mittelwerte 0.22 0.09 0.8 0.39 0.48 0.09

Abbildung 32: Kompartimentierung von Fd- sowie N-GOGAT Enzymaktivititen in H. carterae. Die mit
dem Potter gewonnenen Proteinfraktionen aus der heterokonten Alge H. carterae wurden fiir die Messung
der Enzymaktivititen wie beschrieben eingesetzt. Die ersten drei Siulen stellen die Methylviologen-
abhiingigen GOGAT-Aktivititen in den unterschiedlichen Fraktionen Gesamtprotein (Fd-Gesamt),
cytoplasmatisches Protein (Fd-Cytopl.) und angereicherte Plastidenproteine (Fd-Plast.) dar. Entsprechend
sind mit N-Gesamt, N-Cytopl. und N-Plast. die jeweils im optischen Test mit NADH als Coenzym
gemessenen Aktivititen bezeichnet (Sdulen 4-6).

Interessant schien ebenfalls die Frage nach der Kompartimentierung von GOGAT
Enzymaktivitidten in Rhodophyten. Aus A. spirographidis und P. aerugineum sollten Plastiden

isoliert und wie bei H. carterae in verschiedenen Fraktionen spezifische Aktivititen gemessen
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werden. Trotz intensiver Bemiihungen gelang es leider nicht, aus einer der genannten Arten mit

den gingigen Methoden eine hinreichend angereicherte Plastidenfraktion zu isolieren.

3.12 Kontrolle mit verinderter MeStemperatur

Die Temperatur, bei der die Messung der GOGAT Aktivititen stattfinden soll, ist in der
Originalanleitung mit 30 °C angegeben. Da es sich bei den untersuchten Algen aber um eine
marine Organismen handelt, die in ihrem natilirlichen Lebensraum niemals so hohen
Temperaturen ausgesetzt ist, bestand Grund zu der Annahme, dass die GOGAT Enzyme aus
diesen Algen niedrigere Temperaturen bevorzugt. Die GOGAT Aktivititen wurden daher bei
30 °C, bei 25 °C sowie bei 20 °C (RT) gemessen. Die Aktivitdt bei 20 °C (z.B. N-GOGAT H.
carterae 0,75 nkat/mg Protein) lag deutlich iiber den bei 25 (0,59 nkat/mg Protein) und 30 °C

(0,33 nkat/mg Protein) gemessenen Werten.

3.13 Stabilitiat der N-GOGAT beziiglich Einfrierens

Von der N-GOGAT in hoheren Pflanzen ist bekannt, dass sie nicht sehr stabil ist. Insbesondere
eine Sensitivitdt gegentiber Frierkdlte wurde in mehreren Fallen beschrieben. Die Kéltetoleranz
der N-GOGAT Enzymaktivitdten in H. carterae sollte aus diesem Grund untersucht werden. Es
wurde frisch extrahiertes Enzymextrakt sowie bei —70 °C fiir wenige Stunden bis mehrere Tage
lang weggefrorenes Protein derselben Kultur fiir die Messungen eingesetzt. Die NADH-
abhéngige GOGAT Aktivitét lag in den kiltebehandelten Extrakten bei 0,63 (+/- 0,05) nkat/mg
Protein. Bei H. carterae trat demnach durch das FEinfrieren ein Verlust von ca. 15% der

Aktivitdt gegeniiber der in frischen Enzymextrakt (0,74 nkat/mg Protein) auf.
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4. Diskussion

4.1 GOGAT Enzyme

Einer der zentralen Stoffwechselwege in Pflanzen ist die Assimilation von Stickstoff. Der
GS/GOGAT Weg stellt die Eintrittspforte fiir anorganischen Stickstoff in den pflanzlichen
Metabolismus dar. In hoheren Pflanzen ist die GOGAT bereits gut untersucht; zwei
verschiedene Isoformen des Enzyms sind bekannt, die sich hinsichtlich ihrer GréBe, ihres
Aufbaus, ihrer biochemischen Eigenschaften und ihrer Regulation unterscheiden. Ein Isoenzym

ist Ferredoxin-, das andere NADH-abhéngig (Ireland und Lea, 1999; Lancien et al., 2000).

4.2 Vergleichende Analyse von GOGAT Enzymen und deren Genen in Algen

Grundsitzlich scheinen die beiden aus hoheren Pflanzen bekannten Isoformen der GOGAT
auch innerhalb der verschiedenen Gruppen von Algen weit verbreitet zu sein. Sowohl in
Rhodophyten und Heterokontophyten, als auch in chlorophytischen Algen scheinen beide
Isoformen des Enzyms nebeneinander vorzukommen. Zumindest Rhodophyta und
Heterokontophyta enthalten mehrere filir eine N-GOGAT kodierende Gene.

Lediglich in der Glaucocystophyte C. paradoxa konnte eine N-GOGAT ganz fehlen. Hier
konnte bisher nur ein glsF-homologes Gen nachgewiesen werden (Stahlheber, pers.
Mitteilung).

Zusiatzlich dazu konnte in Algen, deren Plastiden der ,,roten Linie* angehodren, eine weitere
Isoform der GOGAT nachgewiesen werden, die phylogenetisch den Enzymen aus o-
Proteobakterien am nichsten steht. Gene, die fiir diese a-GOGAT kodieren, kommen in allen
untersuchten Vertretern aus den Gruppen der Rhodophyta, Heterokontophyta, Cryptophyta und
Haptophyta in der Mehrzahl vor. In Chlorophyta und Glaucocystophyta sowie hoheren

Pflanzen gibt es bisher keinen Hinweis auf ein entsprechendes Enzym.
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Von besonderem Interesse ist unter anderem die Evolution der unterschiedlichen GOGAT
Enzyme in Algen. Phylogenetische Baume konnen eine Vorstellung davon vermitteln, wie
deren Evolution verlaufen sein konnte. Daneben muss auch die Organisation der verschiedenen

GOGAT Enzyme und Gene anderer Organismen mit beriicksichtigt werden.

4.3 GOGAT in Eubakterien

In verschiedenen Eubakterien wurde eine aus zwei verschiedenen Untereinheiten bestehende
NADPH-abhingige GOGAT gefunden (Oliver et al., 1987; Pelanda et al., 1993; Lu et al.,
1997; Castillo et al., 2000; Goss et al., 2000). Die grole Untereinheit wird von dem gltB-, die
kleine von dem gltD-Gen kodiert. Beide sind bei E. coli auf dem gltB/gltD-Operon (Oliver et
al., 1987), bei A. brasilense auf dem gltD/gltB-Operon (Pelanda et al., 1993) lokalisiert.

In den photosynthetisch aktiven Cyanobakterien kommen neben diesen N- auch Ferredoxin-
abhingige GOGAT Enzyme vor (Marques et al., 1992; Navarro et al., 1995). Diese bilden
zusammen mit den Fd-GOGAT Enzymen aus Chloro- und Rhodophyten ein Cluster innerhalb
dessen sie je nach Wahl der Root an unterschiedlichen Positionen stehen (vgl 3.6.1).

In einem weiteren Bakterium (Aquifex aeolicus) soll eine Fd-GOGAT vorkommen (Deckert et
al., 1998), wobei das offensichtlich aufgrund der Sequenzdhnlichkeiten angenommen, und
nicht durch funktionelle Untersuchungen bestitigt wurde. Aufgrund ihrer Stellung im
Gesamtbaum (Abbildung 15) kénnte es sich bei diesem Enzym aber auch um eine N-GOGAT
handeln. Zudem wurde in dem vollstindig sequenzierten Genom dieses Bakteriums auch ein
Gen fiir die kleine Untereinheit einer N-GOGAT gefunden (Deckert et al., 1998). Eine gute
phylogenetische Einordnung dieses Bakteriums ist bisher noch nicht gelungen. Aufgrund von
16S-RNA Biumen ist es an der Basis der Eubakterien angesiedelt (Olsen et al., 1994). Dem

widersprechen verschiedene auf Proteinsequenzen basierende Baume (Deckert et al., 1994).

4.4 Putative GOGAT Gene in Archaebakterien

Die Analysen einiger Genome von Archaebakterien haben gezeigt, dass in dieser Gruppe zwei
unterschiedliche putative GOGAT Enzyme vorkommen (Bult et al., 1996; Kawarabayasi et al.,
1998; Klenk et al., 1997; Smith et al., 1997).
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Eine putative fiir eine Glutamat-Synthase kodierende Region konnte im Genom von
Methanococcus jannaschii nachgewiesen werden (Bult et al., 1996; Dincturk und Knaff.,
2000). Die Ubereinstimmung der M. jannaschii Glutamat-Synthase zu Bereichen der grofen
Untereinheit anderer GOGAT Enzyme liegt auf Proteinebene bei 35-42% (Dincturk und Knaff,
2000), wobei offensichtlich funktionelle Bereiche eine groBere Ahnlichkeit aufweisen.

Die Glutamat-Synthase eines anderen Archaebakteriums Pyrococcus sp. KOD1 zeigt die grofite
Ubereinstimmung (41-49%) zu der kleinen Untereinheit der GOGAT in Eubakterien und zur
zweiten Domaine der N-GOGAT in S. cerevisiae, O. sativa und M. sativa.

Sequenzen, die zur groBBen Untereinheit der eubakteriellen GOGAT homolog sind, wurden
ebenfalls in den Archaebakterien Archaeglobus fulgidus (Klenk et al, 1997) und
Methanobakterium thermoautotrophicum (Smith et al., 1997) gefunden.

AuBerdem wurden in Pyrococcus horikoshii (Kawarabayasi et al., 1998) und Pyrococcus
abyssi (NCBI NIH Datenbank, unveroffentlicht) putative GOGAT Gene identifiziert, die auf
Proteinebene ca. 80% Ubereinstimmung zu der Pyrococcus sp. KOD1 GOGAT zeigen. In
keinem der Vertreter mit dieser GltD-homologen GOGAT konnte eine Region mit einer

signifikanten Homologie zu GItB gefunden werden.

4.5 GOGAT in nicht-photosynthetisch aktiven Eukaryoten

N-GOGAT Gene oder Aktivititen wurden mittlerweile u.a. in den Pilzen Neurospora crassa
(Mora et al., 1990), Schizosaccharomyces pombe (Perysinakis et al., 1995) und S. cerevisiae
(Filetici et al., 1996), dem Malariaerreger Plasmodium falciparum, sowie den niederen Tieren
Caenorhabdis elegans (Wilson et al., 1994) und Bombyx mori (Hirayama et al., 1998)
nachgewiesen. Gemeinsames Merkmal dieser N-GOGAT in allen untersuchten Organismen,
wie auch in hoheren Pflanzen, ist die Fusion von GItB- und GItD- Untereinheit durch die
Fusion der fiir sie kodierenden Gene zu einem tiiber 7 kb grolen glsN-Gen. Die so organisierte
eukaryotische N-GOGAT bildet innerhalb des N-GOGAT Clusters ein klar von den anderen

Sequenzen abgetrenntes Cluster.
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4.6 Die urspriingliche Form der GOGAT

Dariiber wie die urspriingliche GOGAT ausgesehen hat, kann zum momentanen Zeitpunkt nur

spekuliert werden. Unter Beriicksichtigung der GOGAT Enzyme in Archaebakterien und

Eubakterien gibt es zwei denkbare Formen einer urspriinglichen GOGAT:

1)

2)

Zum einen konnte es zunidchst zwei unterschiedliche GOGATSs gegeben haben, so wie
es noch immer bei den Archaebakterien der Fall ist. Die eine GOGAT war homolog zu
Teilen der heutigen groBen Untereinheit bakterieller GOGAT Enzyme (GItB), die
andere zu der heutigen kleinen Untereinheit (GItD). Wahrend das zweite Enzym
sicherlich NADPH-abhingig war, ist die Coenzymspezifitit des ersten bislang noch
unklar (Dincturk und Knaff, 2000). In der Entwicklung der Archaebakterien sind diese
beiden Glutamat-synthetisierenden Enzyme nebeneinander erhalten geblieben, wobei
jeweils nur eine Isoform in einer Species vorkommt. Bei den Eubakterien ist eine neue
Form der GOGAT entstanden, die sich aus den beiden urspriinglich voneinander
unabhingigen Enzymen zusammensetzt. Dabei konnte die Coenzymspezifitit von der
kleinen Untereinheit iibernommen worden sein. Fiir die N-GOGAT aus A. brasilense
konnte gezeigt werden, dass das NADPH an die kleine Untereinheit bindet und die dort
aufgenommenen Elektronen iiber prosthetische Gruppen an das katalytische Zentrum

weitergeleitet werden (Vanoni und Curti, 1999).

Fiir diese Uberlegung beziiglich der urspriinglichen Form der GOGAT sprechen die
beiden heute in unterschiedlichen Archaebakterien vorkommenden GOGAT Enzyme,
von denen zumindest die GItD-homologe GOGAT aus Pyrococcus funktionell ist, ohne

dass eine groBBe Untereinheit vorhanden ist (Jonsareejit et al., 1997).

Die urspriingliche GOGAT bestand aus zwei Untereinheiten, so wie sie in Eubakterien
heute vorliegt. In der Linie der Archaebakterien konnten sich daraus zwei reduzierte
Enzyme entwickelt haben, wihrend die N-GOGAT der Eubakterien in der
urspriinglichen Form erhalten blieb. Sollte sich die M. jannaschii Glutamat-Synthase als
eine Fd-GOGAT entpuppen, hiee das aber, dass die Evolution der Ferredoxin-
abhédngigen Enzyme moglicherweise zwei Mal unabhidngig voneinander stattgefunden
hitte. Die GOGAT aus diesem Archaebakterium enthélt eine Teilsequenz, die sonst nur

in Ferredoxin-abhdngigen Isoenzymen gefunden wird (Dincturk und Knaft, 2000).
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4.7 Mogliche Urspriinge von GOGAT Enzymen in Pflanzen

Verschiedene Autoren haben postuliert, dass die in hoheren Pflanzen vorkommenden
Isoformen der GOGAT (Fd- und N-GOGAT) unterschiedliche phylogenetische Urspriinge
haben (Valentin et al., 1993; Temple et al., 1998; Dinkturk und Knaft, 2000).
Nach der Endosymbiontentheorie kommen dabei fiir Pflanzen mit primdren Plastiden
grundsitzlich als Ursprung in Frage: a) die eukaryotische Wirtszelle

b) das Mitochondrium

c¢) der Plastid.

Fir Algen mit komplexen Plastiden konnten als Ursprung fiir die GOGAT Enzyme zur
Verfiigung gestanden haben: a) die eukaryotische Wirtszelle
b) das Mitochondrium
¢) der Rotalgen-Endosymbiont und mit ihm sowohl sein Kern-
als auch sein Plastidengenom. Mdglicherweise ist es dabei zu einem
sekunddren Gentransfer aus dem Genom des Symbionten in den

Kern der Wirtszelle gekommen.

4.8 Modelle zur Evolution von GOGAT Enzymen

In den Abbildungen 33 bis 36 sind Modelle fiir die Evolution der GOGAT Isoenzyme
schematisch wiedergegeben. Unabhingig von der Frage nach der urspriinglichen Form der
GOGAT scheinen sdamtliche in Eubakterien und Eukaryoten heute vorkommenden GOGAT
Enzyme von einer eubakteriellen N-GOGAT abzustammen, die sich aus zwei Untereinheiten
(GItB und GItD) zusammensetzt (vgl. Abbildung 33). Dafiir spricht die L. lactis GOGAT als
Root aller anderen Sequenzen. Daraus haben sich in der Evolution der Bakterien zundchst zwei
Hauptlinien entwickelt. Eine fast reine proteobakterielle GOGAT-Linie, die sich weiter
aufspaltet in die Linie der Enzyme in a-Proteobakterien und die Linie der GOGAT Enzyme in

y-Proteobakterien.
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Die andere groBe Linie, die sich aus der ,,Eu-GOGAT* entwickelt hat, ist die von GOGAT
Enzymen zum einen aus gram+ Bakterien (,,high GC* und ,,Jlow GC*) und wiederum einigen

Proteobakterien. Aus dieser Linie haben sich ebenfalls verschiedene eukaryotische Linien

entwickelt (vgl. Abbildung 36).

Fd-GOGAT
(gltD-Deletion)

N-GOGAT
Proteobakterienlinie y-Proteobakterien
(gItB/D-Typ) (gltB/D-Typ)

[N

/

a-GOGAT
(gltB/D-Typ)

»Eu-GOGAT“
(gltB/D-Typ)

Eukaryotische
Proteobakterien + Linien (Rhodo & o
2 Gram+ Bakterien Chromophyten, primitive

ItB/D-T Chlorophyten;
(9 yp) gltB/D-Typ)

1\

/

.Hohere" Eukaryoten
(gltB/D-Fusion)

Archaebakterien-GOGAT
Nur gitB/nur gitD-Typ

Abbildung 33: Modell fiir die Evolution der GOGAT innerhalb der Eubakterien.

Die Frage nach der urspriinglichen GOGAT ist bislang ungekliirt. Alle eubakteriellen und eukaryotischen
GOGAT Enzyme scheinen aber von einer aus zwei Untereinheiten bestehenden N-GOGAT abzustammen.
Daraus haben sich zwei Linien entwickelt, eine Proteobakterien-Linie, von der wiederum verschiedene
proteobakterielle GOGAT Enzyme abstammen, und eine Linie von N-GOGATSs, die sowohl in gram+
Bakterien als auch in einzelnen Proteobakterien vorkommen.

4.9 Modell fiir die Evolution der Fd-GOGAT

In Abbildung 34 ist die Evolution der Fd-GOGAT dargestellt. Aufgrund der Stellung des Fd-
GOGAT Clusters im Gesamtbaum sieht es danach aus, als habe sich die Fd-GOGAT in
Cyanobakterien aus einer frithen N-GOGAT der y-Proteobakterienlinie entwickelt. Und zwar
offensichtlich unter Deletion des Gens fiir die kleine Untereinheit (Valentin et al., 1993).
Sowohl in Cyanobakterien, als auch in verschiedenen Pflanzen wird die Fd-GOGAT lediglich
von einem gltB-homologen glsF-Gen kodiert (Valentin et al., 1993; Temple et al., 1998).
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Primare
Endosymbiose/n

Fd-GOGAT l »griine Linie*
(Cyanobakterien) Kernkodiert
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Proteobakterien (y-Proteobakterien)
N-GOGAT
(a-Proteobakterien)

Abbildung 34: Modell fiir die Evolution der Fd-GOGAT in Bakterien und Pflanzen

Im Zuge der Evolution der Cyanobakterien hat sich, unter Deletion des Gens fiir die kleine Untereinheit,
aus der N-GOGAT in Y-Proteobakterien das Ferredoxin-abhingige Isoenzym entzwickelt. Die
entsprechenden Enzyme in Chloro- und Rhodophyten lassen sich phylogenetisch von diesem ableiten. Dabei
wurde das gIsF-Gen bei Chlorophyten in den Kern transferriert, wihrend es bei Rotalgen im Plastom
verblieben ist.

Im Zuge der primdre Endosymbiose(n) ist die cyanobakterielle Ferredoxin-abhingige GOGAT
offensichtlich von der Wirtszelle iibernommen worden. Fiir die Fd-GOGAT, die in Algen mit
primédren Plastiden und hoheren Pflanzen vorkommt, konnte ein cyanobakterieller Ursprung
inzwischen nachgewiesen werden (Rottgers, unverdffentlicht; Temple et al., 1998). Dafiir
spricht sowohl ihre Stellung im phylogenetischen Baum in einem Cluster mit den
cyanobakteriellen Sequenzen als auch die Tatsache, dass das glsF-Gen bei Rhodophyten im
Plastidengenom lokalisiert ist (Reith und Munholland, 1993; Valentin et al., 1993; Glockner et
al., 2000).

Wiéhrend in einigen Chlorophyten zwei unterschiedliche gIsF-Gene nebeneinander
vorkommen, konnte zumindest auf dem Plastom von P. purpurea (Reith und Munholland,
1993) und C. caldarium (Glockner et al., 2000) kein weiteres fiir eine Fd-GOGAT kodierendes
Gen nachgewiesen werden. Zumindest fiir diese Algen kann ein zweites glsF-Gen auf dem
Plastidengenom ausgeschlossen werden. Falls ein weiteres glsF-Gen vorhanden wére, miisste
sich dieses im Kern der Rhodophyten befinden. Bisher konnte aber in keiner der untersuchten

Arten ein solches fiir eine Fd-GOGAT kodierendes Gen nachgewiesen werden.
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Bei Chlorophyten dagegen scheint das glsF-Gen im Zuge der Etablierung des Plastiden in das
Kerngenom transferiert worden zu sein. In allen untersuchten griinen Pflanzen wird die Fd-
GOGAT im Kern kodiert und posttranskriptional in den Plastiden transportiert (Suzuki und
Rothstein, 1997). In Chlorophyten sollen ca. 90% der fiir die Plastidenproteine kodierenden
Gene in den Zellkern iibernommen worden sein (Shinozaki et al., 1986; Ohyama et al., 1986;
Hiratsuka et al., 1989).

Rhodophyta besitzen im Vergleich mit Chlorophyten 80-100 zusidtzliche urspriingliche
Endosymbionten-Gene auf dem Plastidengenom (Reith und Munholland, 1993; Glockner et al.,
2000).

Den gleichen Weg wie bei den Chlorophyten hat offensichtlich auch die Fd-GOGAT bei C.
paradoxa genommen. Auch hier ist kein gIsF-Gen auf dem Plastidengenom vorhanden
(Loffelhardt et al., 1997). Vielmehr konnte fiir die isolierten Genfragmente CparFdl und

CparFd2 gezeigt werden, dass sie aus dem Kerngenom stammen (Stahlheber, pers. Mitteilung).

Die Fd-GOGAT aus einer Heterokontophyte (O. danica) ist ihrer Stellung im Fd-GOGAT
Baum nach eher nicht via Gentransfer aus dem Rotalgenplastiden in den Kern der sekundiren
Wirtszelle gelangt. Ob die sekundire Wirtszelle vor der Aufnahme des rhodophytischen
Endosymbioten bereits Plastiden besessen hat, ist bislang nicht geklirt. Eine plastiddre Fd-
GOGAT, die nicht von dem entsprechenden Enzym in Rotalgen abstammt, konnte ein Hinweis

auf einen solchen urspriinglichen Plastiden sein.

4.10 Modell fiir die Evolution der a-GOGAT

Auch aus der proteobakteriellen a-GOGAT haben sich verschiedene eukaryotische Linien der
GOGAT entwickelt (vgl. Abbildung 35). Die heute in Rotalgen vorkommenden a-GOGAT
Enzyme stammen moglicherweise aus den Prokaryoten-Endosymbioten. Dafiir spricht ihre
Stellung im phylogenetischen Baum in einem Cluster mit den GOGAT Enzymen aus a-

Proteobakterien.
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Abbildung 35: Modell zur Evolution der a-GOGAT in Proteobakterien sowie den verschiedenen Gruppen
von Algen.

Aus einer urspriinglichen a-GOGAT haben sich (durch Genduplikation) mehrere GOGAT Enzyme in
dieser Gruppe von Bakterien entwickelt. Im Zuge der Evolution der Mitochondrien wurden die Mitglieder
dieser Multigenfamilie in den Kern von rhodophytischen Algen integriert. Mit der Entwicklung von
Rotalgen abgeleiteter sekundirer Plastiden wurden die a-GOGAT Gene in den Kern der jeweiligen
Wirtszelle transferriert.

Das in Abbildung 35 dargestellte Modell geht von einer Multigenfamilie als Ursprung dieser
Enzyme aus. Bereits wihrend der Evolution der a-Proteobakterien sind mehrere GOGAT
Enzyme nebeneinander entstanden, von denen heute in verschiedenen Bakterien dieser Gruppe
unterschiedliche GOGAT Enzyme erhalten geblieben sind (vgl 3.6.2). Wiéhrend der
Endosymbiosereignisse, die zur Etablierung der Mitochondrien gefiihrt haben, wurden von der
rhodophytischen Wirtszelle offensichtlich mehrere dieser GOGAT Gene ilibernommen. Sie
wurden dabei in den Kern transferriert. Zumindest auf den vollstindig sequenzierten
Mitochondriengenomen von Chondrus crispus und P. purpurea (Leblanc et al., 1995; Burger et
al., 1999) kommt kein gltA-homologes Gen vor. Zudem erfolgte die PCR aus aufgereinigter
Kern-DNA.

Im Zuge der sekundiren Endosymbiose(n) wurden die a-GOGAT Gene und Enzyme
wiederum von den entsprechenden Wirtszellen iibernommen. Bei ihrer Etablierung wurden die
Gene moglicherweise auch in Heterokonto-, Crypto- und Haptophyten in das Kerngenom
transferriert. Zumindest fiir die Fragmente HcartAl und HcartA2 konnte bereits gezeigt

werden, dass sie aus dem Kerngenom von H. carterae stammen (Rottgers, unverdffentlicht).
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AulBerdem befindet sich offensichtlich kein GOGAT-Gen auf dem Plastom heterokonter Algen
(Valentin et al., 1993).

4.11 Modell fiir die Evolution der N-GOGAT in Eukaryoten

Im groBen Cluster der N-GOGAT Enzyme stehen Sequenzen aus verschiedenen Pro- und
Eukaryoten, die sich von einer frithen eubakteriellen N-GOGAT ableiten. Dabei kdnnten auch
hier Genduplikationen urspriinglicher N-GOGAT Gene vorgekommen sein. Aus den daraus
resultierenden Vertretern dieser Multigenfamilie scheinen sich unterschiedliche Linien

entwickelt zu haben.

Eine davon ist die schon beschriebene Linie von N-GOGAT Enzymen in Pilzen, Tieren und
hoheren Pflanzen. Diesen Enzymen ist eine Fusion der beiden, in Eubakterien getrennten
Untereinheiten zu einem 200-240 kDa groflen, monomeren Protein gemeinsam, die mit der
Fusion der beiden Gene (gItB und gltD) zum gIsSN-Gen einhergeht. Aufgrund dieser
Organisation sowohl in Landpflanzen als auch in Pilzen und Tieren kann fiir dieses Enzym ein
Ursprung in der frilhen Eukaryotenentwicklung, wahrscheinlich vor der Evolution der
Plastiden, angenommen werden. Innerhalb dieses Unterclusters liegt auch die Sequenz einer N-
GOGAT (N1) aus O. danica. Moglicherweise hat auch in dieser heterokonten Alge eine
entsprechende Fusion der GOGAT Gene stattgefunden.

Zumindest bei Chlorophyten liegt die Aktivitidt der N-GOGAT im Plastiden. Das Enzym bildet
daher offensichtlich ein Beispiel fiir die Rekrutierung von urspriinglichen Eukaryotenproteinen
fiir den Plastiden wihrend der primédren Endosymbiose (Valentin et al., 1993). Genrekrutierung
ist auch von anderen urspriinglich eukaryotischen Proteinen bekannt, die im Plastiden
lokalisiert sind, wie der Glutamin-Synthetase (Tingey et al., 1988) oder einigen
Hitzeschockproteinen (Vierling et al., 1988).
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Abbildung 36: Modell zur Evolution verschiedener N-GOGAT Linien

Mittels Genduplikationen sind in Bakterien eine Reihe von N-GOGAT Genen entstanden, von denen sich
verschiedene eukaryotische N-GOGATSs ableiten. In Pilzen, Tieren und héheren Pflanzen kommt ein
fusioniertes monomeres Enzym vor. Ein entsprechendes Enzym konnte in der Heterokontophyte O. danica
nachgewiesen worden sein. Eher nichtfusionierte Enzyme stellen die beiden Kernlinien in Rhodophyten
dar, die via sekundirer Endosymbiose in den Kern von heterokonten Algen transferriert wurden. Daneben
wurde in verschiedenen Algen eine weitere Kernlinie nachgewiesen, die mit verschiedenen eubakteriellen
Enzymen clustert.

Eine weitere Linie von N-GOGAT Enzymen ist in den Algen A. acetabulum, P. aerugineum
und O. danica (N2) nachgewiesen worden. Sie stehen zusammen mit den Sequenzen aus
gram+ Bakterien (,,Jow GC* und ,high GC*) und verschiedenen Proteobakterien in einem
Untercluster des N-GOGAT Baumes. Es konnte sich demnach um eine nicht-fusionierte
eukaryotische Kernlinie handeln. Dafiir spricht die Tatsache, dass die beiden Gene der
bakteriellen GOGAT Enzyme in diesem Teil des Baumes nicht zusammen in einem Operon
lokalisiert sind. Der nur fiir A. acetabulum und wenige Ciliaten typische Codongebrauch von
UAA und UAG fiir die Aminosédure Glutamin (Schneider et al., 1989) zeigt, dass zumindest die
A. acetabulum Sequenz nicht aus einer bakteriellen Verunreinigung stammt. Zudem konnte
mittels Southern- bzw. Dot-Blot Experimenten die Herkunft der GOGAT Genfragmente aus O.
danica und P.aerugineum bestitigt werden (Lenz, pers. Mitteilung; Stahlheber, pers.
Mitteilung).
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Ob urspriinglich in Proteobakterien zwei unterschiedliche N-GOGAT Enzyme nebeneinander
vorgekommen sind, oder es sich moglicherweise bei den GOGAT Enzymen aus
Proteobakterien, die in diesem Cluster angesiedelt sind, um Produkte eines lateralen

Gentransfers handelt, 14sst sich anhand der errechneten Baume schwer beurteilen.

Zwei weitere Linien von GOGAT Enzymen kommen offensichtlich zumindest in Rhodo- und
Heterokontophyten vor. Sie konnten sich ebenfalls im Zuge der Evolution der eukaryotischen
Wirtszelle aus bakteriellen N-GOGAT Enzymen entwickelt haben. Diese rhodophytischen
Kernlinien, reprasentiert durch die N-GOGAT Enzyme C. caldarium N1 und N2, wurden
wéhrend der Etablierung des sekundédren Plastiden wahrscheinlich in den Kern der
heterokonten Wirtszelle transferriert. Dafiir sprechen die N-GOGAT Gene aus den
heterokonten Algen H. carterae und E. siliculosus, deren Aminosduresequenz im
phylogenetischen Baum mit den Sequenzen aus Rhodophyten clustern.

Demnach konnten in Heterokontophyten sowohl N-GOGAT Enzyme vorkommen, die aus der
Wirtszelle stammen und die in O. danica gefunden wurden, als auch solche, die urspriinglich
aus dem Kern des aufgenommenen Endosymbionten stammen.

Fiir die Sequenzen aus den Eubakterien R. etli und D. radiodurans, die abseits der iibrigen
bakteriellen GOGAT Enzyme im N-GOGAT Cluster stehen, konnte ein lateraler Gentransfer

diskutiert werden.

4.12 GOGAT-Evolution und Plastidenevolution

Es gilt mittlerweile als gut abgesichert, dass sich die Evolutionslinien der Chloro- und
Rhodophyta bzw. ihrer Plastiden bereits sehr frith voneinander getrennt haben (Valentin et al.,
1992). Dies spiegelt sich auch in der Phylogenie der GOGAT wieder. Sowohl in Bezug auf die
Fd- als auch auf die N-GOGAT lassen sich Rhodo- und Chlorophyta phylogenetisch klar
voneinander trennen. Die in Rhodophyten gefundene a-GOGAT scheint in Chlorophyten nicht
vorzukommen.

Es ist bisher nicht endgiiltig geklért, ob ein einziges Ereignis zu einem Urplastiden gefiihrt hat,
aus dem sich dann die Plastiden der unterschiedlichen Algenklassen entwickelt haben, oder ob
jeder der verschiedenen Plastiden der roten und griinen Linie sowie der Glaucocystophyta aus
einem eigenen Endosymbioseereignis hervorgegangen ist. Auch verschiedene phylogenetische

Baume haben diese Frage noch nicht endgiiltig kldren konnen. Innerhalb des Fd-GOGAT
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Clusters bleibt die Position der cyanobakteriellen GOGAT Enzyme unklar. Eine Lage an der
Basis aller plastiddren Sequenzen spriache fiir eine monophyletische, die Positionierung bei den
rhodophytischen oder chlorophytischen Enzymen fiir eine polyphyletische Entwicklung der
Plastiden.

Die Annahme, dass die Plastiden von Heterokonto-, Crypto- und Haptophyten durch die
sekundire Endosymbiose einer einfachen Rotalge entstanden sind (Valentin und Zetsche,

1990), wird von den GOGAT-Baumen unterstiitzt.

Noch relativ wenig ist iiber die Einordnung der Cyanellen in Glaucocystophyta bekannt. Sie
werden entweder als Schwestergruppe der Rhodoplasten bezeichnet oder aber als ganz
eigenstidndige Gruppe von Plastiden. Die Fd-GOGAT-Phylogenie spricht fiir eine nahe

Verwandtschaft zwischen Cyanellen aus C. paradoxa und griinen Plastiden.

4.13 Coenzymspezifitit und Lokalisation von GOGAT Enzymen in Algen

Bei den Algen, deren N-GOGAT Aktivitdt bestimmt wurde, wurde diese auch hinsichtlich ihrer
Coenzymspezifitit lberpriift. Als bislang einzige Eukaryoten besitzen die Rhodophyten A.
spirographidis und P.aerugineum offensichtlich eine NADPH-spezifische N-GOGAT
Enzymaktivitit. Weil NADPH iiberwiegend im Plastiden vorkommt, konnte auch die N-
GOGAT in Rotalgen in diesem Kompartiment lokalisiert sein. Trotz intensiver Bemiithungen
gelang es bisher leider nicht, aus einer der untersuchten rhodophytischen Algen Plastiden zu
isolieren, um die Kompartimentierung der GOGAT Aktivititen in dieser Algenklasse zu
untersuchen. Auch aus der Literatur ist mir kein Fall bekannt, in dem erfolgreich Plastiden aus
Rhodophyten isoliert werden konnten. So kann lediglich aufgrund der Coenzymspezifitét eine
Lokalisation im Plastiden vermutet werden. Dabei bleibt zu beriicksichtigen, dass sich die in

3.1 gemessene Aktivitit aus den Einzelaktivititen mehrerer Enzyme zusammensetzen konnte.

Obwohl sich wahrscheinlich einige der Pyridinnukleotid-abhidngigen GOGAT Enzyme (N-
sowie 0-GOGAT) in Heterokontophyten phylogenetisch auf die entsprechenden Enzyme in
Rhodophyten zuriickfiihren lassen, konnte in H. carterae lediglich eine NADH-abhéingige
Aktivitidt nachgewiesen werden. Zumindest die Hauptaktivitét scheint bei dieser Alge, wie auch
bei O. danica (Lenz, pers. Mitteilung), im Cytosol zu liegen, was eine NADH-spezifische
Aktivitét plausibel macht.
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Das konnte bedeuten, dass die urspriinglich rhodophytischen GOGAT Enzyme, die an die
Gruppe der Heterokontophyta weitergegeben wurden, im Zuge der sekundidren Endosymbiose
verschiedene Verdnderungen durchgemacht haben. Zum einen haben offensichtlich
Gentransferereignisse in den Kern der heterokonten Wirtszelle stattgefunden. Dariiber hinaus
haben die Genprodukte oder zumindest eines der Genprodukte moglicherweise den
Wirkungsort Plastid gegen das Cytoplasma getauscht und in Verbindung damit seine
Coenzymspezifitit. Die im Plastiden gemessene Aktivitit von 0,09 nkat/mg Protein konnte auf
eine Verunreinigung des plastiddren mit cytoplasmatischem Protein zuriickzufiihren sein. Eine
andere Erklarung ist, das eines (oder mehrere) der verschiedenen NADH-abhidngigen Enzyme

tatsdchlich im Plastiden aktiv ist.

Eine Reihe von Studien haben gezeigt, dass auch die N-GOGAT in hoheren Pflanzen lediglich
NADH, nicht aber NADPH als Reduktionsédquivalent verwendet (Anderson et al., 1989; Chen
und Cullimore, 1988; Lea et al., 1990). Wihrend hier die Lokalisation der Fd-GOGAT
eindeutig dem Plastiden zugeordnet werden konnte (Wallsgrove et al., 1979; Sommerville und
Ogren, 1980; Sakakibara et al., 1991; Becker et al., 1993), war die Lokalisation der N-GOGAT
lange Zeit unklar. Einige Autoren gingen von einer cytosolischen Lokalisation des Enzyms aus
(Hecht et al., 1988), die meisten Studien weisen eher auf eine Lokalisation des Enzyms in den
Plastiden hin (Boland et al., 1982; Shelp und Aktins, 1984; Chen und Cullimore, 1989;
Hayakawa et al.,, 1999). Inzwischen konnten Trepp et al., 1999a mittels Immunogold-
markierten Antikdrpern in vivo eindeutig eine Lokalisation der NADH-abhangigen GOGAT in
den Amyloplasten der Wurzelkndllchen nachweisen. AuBlerdem besitzt die N-GOGAT in
Alfalfa Wurzelknoéllchen eine 101 Aminoséduren lange Prasequenz (Gregerson et al., 1993), die
ebenfalls auf eine Zuordnung dieses Isoenzyms zu einem Zellkompartiment hindeutet.

Weil aber NADPH und nicht NADH das iiberwiegende Pyridinnukleotid in Plastiden ist (Lea
et al., 1990), stellt sich die Frage, warum z.B. die Amyloplasten der Wurzelkndllchen in der
Lage sind, der N-GOGAT NADH als Coenzym zu bieten. Dabei ist die GOGAT aber nicht das
einzige Enzym, das offensichtlich im Plastiden lokalisiert, aber auf NADH als
Reduktionsiquivalent angewiesen ist. Ahnliche Verhiltnisse findet man auch bei der in
Wurzelknollchen vorkommenden Malat-Dehydrogenase (Trepp et al., 1999a). Nach Trepp et
al. (1999a) konnte das fiir diese Enzyme bendtigte NADH durch die glykolytische Degradation
von Stirke (Plaxton et al., 1996) gewonnen werden. Eine andere Moglichkeit NADH zu
gewinnen, ist die Konvertierung von NADPH zu NADH durch eine Transhydrogenase

(Bowsher et al., 1992). Bis heute ist ein entsprechendes Enzym in Plastiden aber nicht
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nachgewiesen worden (Trepp et al., 1999a). Daher muss noch endgiiltig gekliart werden, was
die Quelle des NADHs ist, das unter anderem eine plastidenlokalisierte NADH-abhédngige
GOGAT verbraucht (IBID).

Dass die Verhéltnisse aus hoheren Pflanzen auf die von Plastiden in heterokonten Algen
iibertragen werden konnen, ist jedoch nicht wahrscheinlich.

Die Aktivitit der Fd-GOGAT scheint bei Heterokontophyten dagegen ebenfalls im Plastiden
lokalisiert zu sein und zwar sowohl bei H. carterae als auch bei O. danica (Lenz, pers.
Mitteilung). Da sich die FA-GOGAT aus O. danica phylogenetisch wahrscheinlich nicht auf die
rhodophytischen Enzyme zurlickfiihren ldsst, konnte das Enzym im Zuge der sekundiren

Endosymbiose flir den Plastiden rekrutiert worden sein.

In der chlorophytischen Alge A. acetabulum konnte, wie in hoheren Pflanzen, lediglich eine
NADH-abhédngige N-GOGAT Aktivitit nachgewiesen werden. Bisher konnte aber in A.
acetabulum nur ein gltB-homologes Gen nachgewiesen werden, das im phylogenetischen
Baum nicht mit den gIsSN-Genen hoherer Pflanzen clustert. Das untersuchte gltB-homologe Gen
konnte einer separaten eukaryotischen Linie angehdren, die moglicherweise nur in primitiven
Algen erhalten geblieben ist. Da es offensichtlich exprimiert wird, kann ihm wahrscheinlich ein
Teil der in 3.1 gemessenen Pyridinnukleotid-abhéngigen Aktivitdt zugeordnet werden. Ob es
sich bei dem Enzym um eine im Cytosol lokalisierte Isoform der GOGAT handelt, oder ob A.
acetabulum wie hohere Pflanzen dazu in der Lage ist, im Plastiden NADH zur Verfiigung zu

stellen, muss in weiteren Experimenten geklart werden.

4.14 Temperaturabhiangigkeit der N-GOGAT Enzymaktivitit

In Extrakten aus hoheren Pflanzen werden sowohl die Fd- als auch die N-GOGAT-Aktivitdt
bei 30 °C gemessen (Lea et al., 1990). Da die untersuchten Algen im Meer vorkommen und in
diesem Lebensraum solch hohen Temperaturen niemals ausgesetzt sind, lag die Vermutung
nahe, dass das Temperaturoptimum der GOGATs in den untersuchten Vertretern von
Rhodophyten, Heterokontophyten und chlorophytischen Algen niedriger liegt als bei héheren
Pflanzen. Die Messungen wurden deshalb bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. In
allen Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen lag die maximale Aktivitdt bei 20 °C.
Daraus lédsst sich schlieBen, dass die maximale Aktivitit von GOGAT Enzymen bei im Meer

vorkommenden Algen bei 20 °C oder sogar etwas niedriger liegt. Diese Beobachtung

84



Diskussion

widerspricht der im Allgemeinen fiir Enzymaktivitdten geltenden Q10-Regel. Jedoch konnte
auch fiir andere Enzyme mariner Organismen gezeigt werden, dass deren Temperaturoptimum

ihrem natiirlichen Lebensraum angepasst ist (Valentin, pers. Mitteilung).

4.15 Regulation der GOGAT-Expression und Enzymaktivitiit in Pflanzen

Die Regulation der stickstoffassimilierenden Enzyme ist in verschiedener Hinsicht von
Bedeutung. Zunédchst einmal stellt Stickstoff oft eine Ilimitierende Komponente des
pflanzlichen Wachstums dar (Canovas et al., 1998). Der Einbau von Stickstoff in Aminoséduren
dient dem Transport dieses Rohstoffes in die ihn verbrauchenden Organe (Temple et al., 1998).
Dariiber hinaus ist eine Regulation der Assimilation unbedingt erforderlich, um die
Akkumulation von toxischen Ammonium-Ionen im pflanzlichen Gewebe zu verhindern. Hier
spielt in griinem Gewebe hoherer Pflanzen insbesondere die Fd-GOGAT eine Schliisselrolle

(Lea et al., 1992; Coschigano et al., 1998; Temple et al., 1998).

4.16 Regulation der GOGAT in Algen durch Licht

In der vorliegenden Arbeit sollte die Lichtabhingige Regulation von GOGAT Enzymen in
Algen untersucht werden. Dabei verhielt sich die N-GOGAT-Expression bei Licht und im
Dunkeln in allen Féllen konstitutiv. Entsprechende Ergebnisse sind auch von der
Heterokontophyte O. danica (Lenz, pers. Mitteilung) und aus verschiedenen Untersuchungen
bei hoheren Pflanzen bekannt (Lancien et al., 2002).

Auch die a-GOGAT scheint zumindest in A. spirographidis nicht Lichtabhéngig reguliert zu
werden (vgl. 3.10). In H. carterae konnten ebenfalls am Tag und in der Nacht gleiche Mengen
HcartAl- und HcartA2-spezifischer mRNA nachgewiesen werden (Rottgers, unverdffentlicht).
Demgegeniiber war der Wert fiir die Aktivitdt der Fd-GOGAT in allen untersuchten Algen bei
Licht deutlich erhoht gegeniiber dem im Dunkeln gemessenen. Entsprechende Ergebnisse
zeigten auch die Untersuchungen in O. danica (Lenz, pers. Mitteilung). Lediglich in der
chlorophytischen Alge Chlamydomonas rheinhardii konnte erstaunlicherweise kein
signifikanter Unterschied der Fd-GOGAT-Enzymaktivitdt zwischen im Dunkeln und im Licht

angezogenen Zellen nachgewiesen werden (Marquez et al. 1986).
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In hoheren Pflanzen findet man in Abwesenheit von Licht ein niedriges Fd-GOGAT-Level
(Sakakibara et al., 1991; Zehnacker et al., 1992; Suzuki et al., 1996; Pajuelo et al., 1997),
wahrend unter Einfluss von Licht, bei ausreichender Stickstoffzufuhr, eine durchschnittlich
zwei- bis vierfach erhohte Fd-GOGAT Aktivitat auftritt (Sakakibara et al., 1991; Zehnacker et
al., 1992; Suzuki et al., 1996; Pajuelo et al., 1997; Suzuki und Rothstein, 1997; Suzuki et al.,
2001). Dabei geht der Anstieg der Fd-GOGAT Aktivitit mit dem Anstieg des steady-state
levels der Fd-GOGAT-mRNA und der Neusynthese des Proteins einher (Sakakibara et al.,
1991; Zehnacker et al., 1992; Teller et al., 1996; Loulakatis und Roubelakis-Angelakis, 1997;
Pajuelo et al., 1997; Suzuki et al., 2001).

Dass in Algen die Regulation der Fd-GOGAT ebenfalls bereits auf Transkriptionsebene erfolgt,
konnte mit Hilfe von RT-PCR-Untersuchungen nachgewiesen werden und zwar sowohl bei
einem Vertreter aus der rhodophytischen Linie (A. spirographidis) als auch bei der griinen Alge
A. acetabulum. Auch bei O. danica konnte eine lichtabhidngige Regulation der Fd-GOGAT auf

der Ebene der Transkription nachgewiesen werden (Lenz, pers. Mitteilung).

4.17 Photorezeptoren in marinen Algen

In hoheren Pflanzen kommen drei Gruppen von Photorezeptoren vor: Phytochrom, das
hellrotes und dunkelrotes Licht absorbiert, Cryptochrom, das Blaulicht/UVA-Licht absorbiert
sowie UVB-Licht Rezeptoren. Davon ist die Gruppe der Phytochrome molekularbiologisch
und biochemisch besonders gut darauthin untersucht, wie sie Lichtsignale transduzieren und
die verschiedenen Antworten ausldsen (Mustilli und Bowler, 1997).

Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass die lichtabhingige Regulation der GOGAT wie bei der
plastidenlokalisierten Form der Glutamin-Synthetase (Peterman und Goodman, 1991) bei
hoheren Pflanzen liber Phytochrom vermittelt wird (Hecht et al., 1988; Becker et al., 1993;
Teller et al.,, 1996). Phytochrom und Cryptochrom werden allgemein unter anderem eine
bedeutende Rolle bei der circadianen Rhytmik zugeschrieben (Sommers et al., 1998; Devlin
und Kay, 2000). Zumindest in M. sativa (Harmer et al., 2000), A. thaliana und Z. mays (Suzuki
et al., 2001) wird die Fd-GOGAT circadian kontrolliert. In hheren Pflanzen konnte neben der
Phytochrom-vermittelten circadianen Steuerung in Mais auch eine direkte Phytochrom-

abhéngige Regulation der Fd-GOGAT nachgewiesen werden (Suzuki et al., 2001).
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Wie bei Landpflanzen ist auch im Meer das Licht ein essentieller Faktor fiir photosynthetische
Organismen. Es stellt die Energiequelle dar und vermittelt aulerdem Informationen tiber die
Umgebung. Bisher ist wenig bekannt tiber die Licht-Antwort in marinen Organismen. So
fehlen in vielen Gruppen Informationen dariiber, welche Photorezeptoren prasent sind und
welche Signalfunktionen sie ausiiben (Leblanc et al., 1999). Phytochrom konnte bisher
lediglich in griinen Algen eindeutig nachgewiesen werden und ist hier bereits gut untersucht

(Hanstein et al., 1991; Lagarias et al., 1995; Winands und Wagner, 1996).

Nach der Entdeckung von Phytochrom auch in Cyanobakterien (Kehoe und Grossman, 1996;
Lamparter et al., 1997; Yeh et al.,, 1997) und dem Nachweis von Rotlicht-vermittelter
Genexpression auch in anderen (nicht-chlorophytischen) Algengruppen (Dring, 1988; Lopez-
Figuera und Niell, 1988; Riidiger und Lopez-Figuera, 1992; Leblanc et al., 1999) vermuten
Leblanc et al.,, 1999 Phytochrom sei generell in photosynthetisch aktiven Organismen
vorhanden. Dabei soll in der marinen Diatomee Thalassiosira weissflogii sowohl hell- als auch
dunkelrotes Licht stimulierend auf die Expression des Fucoxanthin-Chlorophyll a/c-
Bindeproteins wirken (Leblanc et al., 1999). Daneben soll auch die Behandlung mit Blaulicht
positiv auf die de novo Synthese des Proteins gewirkt haben (IBID).

Jedoch lassen sich die Verhiltnisse in Landpflanzen nicht einfach auf die in marinen Algen
iibertragen. Ein Phytochrom, das in beiden Linien die gleiche Funktion {ibernimmt, hitte sich
unter Umstdnden zwei mal unabhingig voneinander entsprechend entwickeln miissen. Zumal
die Funktion von Phytochrom in Cyanobakterien bisher nicht geklart ist.

Daneben bleibt zu beriicksichtigen, dass die Lichtverhdltnisse an Land und unter Wasser sehr
unterschiedlich sind (Kirk, 1992), in beiden Fillen informiert die hellrot/dunkelrot Rate iiber
die Lichtverhéltnisse (Smith, 1982). Diese sind im Wasser aber auler vom Tagesverlauf auch

von der Wassertiefe abhingig (Chambers und Spence, 1984).

Zumindest in H. carterae konnte gezeigt werden, dass die Fd-GOGAT Enzymaktivitit der
Regulation durch die circadiane Uhr unterliegt. Welche Photorezeptoren damit in Verbindung
gebracht werden miissen, ist bisher aber unklar.

Auch in hoheren Pflanzen ist die Regulation moglicherweise duflerst komplex organisiert und
bislang nicht vollstdndig verstanden. Fiir A. thaliana sind bereits Modelle erstellt worden, die
ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Phototrezeptoren bei der Regulation von

Schliisselgenen des pflanzlichen Stoffwechsels wiedergeben (Fuglevand et al., 1996; Wade et
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al., 2001). Ein Netzwerk zwischen Phytochrom A, Phytochrom B, Cryptochrom und UV-B-

Rezeptor soll hierbei zusammenwirken.

Daneben konnte auch der Anstieg von Kohlenstoffmetaboliten und Ammoniumionen aus der
Photorespiration bei hoheren Pflanzen zu einer groferen Aktivitit der Fd-GOGAT unter
Lichteinfluss fiihren. Ob Photorespiration allerdings auch bei Algen eine Rolle spielt, ist bisher
weitgehend ungeklart.

4.18 Die Aktivitit der Fd-GOGAT unterliegt einer circadianen Rhytmik

In M. sativa (Harmer et al., 2000) und Z. mays (Suzuki et al., 2001) konnte bereits gezeigt
werden, dass die Fd-GOGAT nicht nur direkt lichtabhdngig sondern auch circadian reguliert
wird. Dabei lag das Maximum der Aktivitit bei Z. mays am morgen, wahrend es in M. sativa
kurz vor der Mitte der Lichtphase erreicht wurde (IBID).

Am Beispiel von H. carterae konnte erstmals gezeigt werden, dass auch die Ferredoxin-
abhéngige GOGAT einer marinen Alge circadian reguliert wird. Zellen, die zunichst an einen
12stiindigen Tag/Nacht-Wechsel adaptiert wurden, zeigten im Dauerlicht weiterhin einen
periodischen Anstieg der Aktivitit zum Zeitpunkt L6 (Mitte der Lichtphase) gegeniiber D6
(Mitte der Dunkelphase), und das sowohl einen als auch zwei Tage nachdem sie dem
Dauerlicht ausgesetzt waren.

Am Tag zwei war die Amplitude der Fd-GOGAT Aktivitit bei H. carterae etwas geringer als
am Tag 1 (24 h nach Beginn des Dauerlichtes). Moglicherweise handelt es sich dabei bereits
um den Effekt einer abnehmenden Schwingungsamplitude, fiir die circadian gesteuerte
Reaktionen bei dem fehlenden AuBlenreiz (Tag/Nachtwechsel) bekannt sind. Dabei nimmt das
Ausmal der Reaktion innerhalb von fiinf bis sieben Tagen ab, bis schlieSlich kein Unterschied
mehr zwischen der Regulation am Tag und der in der urspriinglichen Nacht zu erkennen ist.
Dass Algenentwicklung sowie verschiedene Stoffwechselwege einer circadianen Rhytmik
unterliegen konnen, konnte bereits an einzelnen Beispielen gezeigt werden (Ronneberg, 1988;

Woolum, 1991; Morse et al., 1994; Mittag, 1996; Nikaido und Johnson, 2000).

In Arabidopsis konnte mittlerweile eine grole Anzahl von Genen ermittelt werden, an deren
Regulation circadiane Rhytmik beteiligt ist (Harmer et al., 2000; Schaffer et al., 2001).
Darunter fallen neben der Fd-GOGAT auch Gene, deren Produkte in die ersten Schritte der
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Stickstoffassimilation involviert sind und aulerdem neun Gene, die an der Stickstoffregulation

beteiligt sind (Harmer et al., 2000).

4.19 Regulation der GOGAT Enzyme in Algen durch Stickstoffmangel

Sowohl bei der Rhodophyte P. aerugineum als auch bei der Heterokontophyte H. carterae war
kein Einfluss von Stickstoffmangel auf die Aktivitit der N-GOGAT festzustellen. In beiden
Algen war lediglich eine entwicklungsbedingte Verdnderung in der Hohe der NAD(P)H-
abhéngigen GOGAT-Aktivitit nachweisbar. Auch in héheren Pflanzen scheint die N-GOGAT
entwicklungsabhingig exprimiert zu werden. Insbesondere wéihrend der Knollchenentwicklung
bei Leguminosen konnte ein deutlicher Anstieg der N-GOGAT Aktivitét nachgewiesen werden
(Chen und Cullimore 1988; Anderson et al., 1989; Gregerson et al., 1993; Vance et al., 1995).
Daneben ist in hoheren Pflanzen ein Ammonium-induzierter Anstieg der N-GOGAT
Enzymaktivitit bekannt, die auch durch Okadainsidure (OKA) erzeugt werden kann (Hirose und
Yamaha, 1999). Die Transkriptionsrate der NADH-GOGAT steigt innerhalb von 6 Stunden
nach NH; -Gabe auf mehr als das doppelte an (IBID).

Anders als die N-GOGAT Aktivitit war die Ferredoxin-abhingige GOGAT Enzymaktivitit in
P. aerugineum offensichtlich auch abhéngig vom Stickstoffgehalt des Anzuchtmediums. Unter
Stickstoffmangel war eine deutlich erhohte Aktivitit messbar. Vergleichbare Ergebnisse
konnten bereits bei der Heterokontophyte H. carterae beobachtet werden (Rottgers,
unverdffentlicht). Sie stimmten auBlerdem mit den von Marquez (1986) durchgefiihrten
Experimenten bei C. reinhardtii iiberein. Damit unterscheiden sich die Ergebnisse in Algen
aber deutlich von denen hoheren Pflanzen. Bei letzteren fiihrte lediglich ein steigendes
Angebot an Nitrat zu einer erhohten Fd-GOGAT Aktivitit. In Wurzelgewebe war ein
deutlicher Anstieg der Fd-GOGAT Aktivitit bei erhohtem Nitratangebot zu verzeichnen
(Redinbaugh und Campbell, 1993). Eine Induktion der Fd-GOGAT Aktivitdt durch ein hoheres
externes Stickstoffangebot konnte in griinem Gewebe allerdings nur im Zusammenhang mit
Licht festgestellt werden (Sakakibara et al. 1991, Santo und Salema, 1992, Redinbaugh und
Campbell, 1993 Mattana et al. 1996, Suzuki et al. 1996 Pajuelo et al 1997).
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Uber welchen Weg die GOGAT Enzyme bzw. deren Transkription in hdheren Pflanzen
reguliert werden ist noch unklar. Hirose und Yamaya (1999) halten es fiir moglich, dass eine
Protein Phosphatase an der Regulation beteiligt sein konnte. Als Signalmolekiil fiir eine

Akkumulation von N-GOGAT mRNA konnte Glutamin dienen (Hirose und Yamaya 1999).

4.20 Mogliche Aufgaben der verschiedenen GOGAT Isoenzyme in Algen

Uber die verschiedenen Aufgaben der GOGAT Isoformen in Algen kdnnen bisher nur
Vermutungen angestellt werden. Eine spezifische Zuordnung zu unterschiedlichen Geweben
fallt im Falle der iiberwiegend einzelligen und ansonsten fidigen Algen weg. In hoheren
Pflanzen ist die Fd-GOGAT die Hauptform der GOGAT in griinem Gewebe (Wallsgrove et al.,
1982), in Bléttern iibernimmt sie 95-97 % der Gesamt-GOGAT Aktivitit (Suzuki und
Rothstein, 1997). Eine essentielle Rolle kommt ihr bei der Reassimilation des Ammoniums zu,
das wihrend der Photorespiration freigesetzt wird (Sechley et al., 1992; Lam et al., 1996). In A.
thaliana und Z. mays konnten zwei unterschiedliche Fd-GOGAT Enzyme nachgewiesen
werden, von denen nur eines bei der Photorespiration essentiell ist (Lam et al., 1996). Das
andere soll in der Wurzel in die Fixierung von aus dem Boden aufgenommenen Nitrats
involviert sein (Lam et al., 1996; Oliveira et al., 1997).

Grundsitzlich konnte auch in den untersuchten Algen eine lichtabhingige Expression der
Ferredoxin-abhingigen GOGAT nachgewiesen werden, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass dieses Isoenzym in die entweder direkt oder indirekt lichtabhéngige Assimilation
von Stickstoff eingebunden ist. Bisher ist es unklar, ob bei Algen Photorespiration vorkommt.
Im Falle von Photorespiration wire eine lichtabhdngig regulierte GOGAT unbedingt
erforderlich. Aber unabhingig davon entstehen unter Einfluss von Licht in der CO,-Fixierung
der Photosynthese groflere Mengen von C3-Korpern, die in Form von 2-Oxoglutarat in die
Synthese von stickstofthaltigen Verbindungen wie Aminosduren eingehen. Zusétzlich werden
bei der Assimilation von Stickstoff Reduktionsdquivalente in Form von Ferredoxin oder
NAD(P)H sowie ATP gebraucht, die durch den lichtinduzierten Elektronentransfer der
Photosynthese  gebildet werden. Eine Abstimmung von Photosyntheserate und

Stickstoffassimilation ist also auf jeden Fall sinnvoll.
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Fir die N-GOGAT Aktivitit zumindest in P.aerugineum und H. carterae konnte gezeigt
werden, dass sich ihre Aktivitit mit der Entwicklung der Zellen verdandert. Wenigstens eines
der NAD(P)H-abhingigen Isoenzyme konnte also die Aufgabe haben, eine Grundversorgung
der Zellen mit Stickstoff zu gewéhrleisten. In hoheren Pflanzen ist die NADH-abhingige
Isoform der GOGAT fiir die Versorgung mit Stickstoff unter nicht-photorespiratorischen
Bedingungen verantwortlich (Lancien et al., 2002). In Bléttern nur in geringer Konzentration
nachweisbar, stellt sie in nichtphotosynthetischem Gewebe wie den Wurzeln das dominierende
Enzym dar. Eine Hauptfunktion der N-GOGAT ist es, Glutamin zu remobilisieren, das via
Phloem und Xylem aus senezierendem Gewebe und Wurzeln exportiert wird (Hayakawa et al.,
1999).

Eine besondere Rolle kommt ihr in den Wurzelkndllchen der Leguminosen zu (Hayakawa et
al., 1999; Trepp et al., 1999a und b).

Daneben scheint der N-GOGAT in hoheren Pflanzen eine nicht zu unterschitzende Wirkung
wéhrend der Entwicklung von Pollen zuzukommen (Schoenbeck et al., 2000). Moglicherweise
sind auch in Algen die unterschiedlichen Isoenzyme in verschiedene Entwicklungsprozesse

involviert.

In H. carterae konnten vier- bis zehnfach héhere GOGAT Enzymaktivititen nachgewiesen
werden als in den iibrigen Algen. Ein Zusammenhang zu der regelméssigen Bliitenbildung
dieser heterokonten Alge ist dabei durchaus denkbar. Es ist wahrscheinlich, dass dafiir eine
besonders effektive Stickstoffassimilation erforderlich ist. Auch die besonders ausgeprigte

Lichtregulation der FA-GOGAT macht in diesem Zusammenhang Sinn.

4. 21 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Uberblick iiber das Vorkommen und die Regulation von
GOGAT Enzymen in verschiedenen Algengruppen geschaffen werden. Dabei konnten einige
interessante Ubereinstimmungen zu den aus hdheren Pflanzen bekannten Verhiltnissen
aufgezeigt werden.

Durch den Nachweis einer Vielzahl von GOGAT Genen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte nicht nur gezeigt werden, dass der GS/GOGAT-Weg in den unterschiedlichen marinen
Algen offensichtlich fiir die Assimilation von Stickstoff erforderlich ist, sondern dariiber

hinaus, dass die Glutamat-Synthase in Algen ein komplexes System aus verschiedenen
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Isoenzymen bildet. Dieses betrifft insbesondere Algen mit Plastiden der ,,roten Linie®, dabei
scheinen zumindest in A. spirographidis auch verschienene Pyridinnukleotid-abhéngige
Enzyme nebeneinander transkribiert werden. Eine Funktion iiber die Stickstoffassimilation
hinaus konnte in diesem Zusammenhang diskutiert werden.

Insbesondere dieser Aspekt sollte - z.B. durch die Analyse von Mutanten - in weiteren Arbeiten

weiterverfolgt werden.
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5. Zusammenfassung

- In der vorliegenden Arbeit konnten Fd- und N-GOGAT Enzymaktivititen in zwei
rhodophytischen, einer heterokonten und einer chlorophytischen Alge nachgewiesen
werden. Die N-GOGAT Aktivitdt war bei den Rhodophyten NADPH-abhéngig, bei den
anderen Algen NADH-spezifisch. Die Messtemperatur der Enzymaktivitétstests wurde
den natiirlichen Bedingungen mariner Organismen angepasst.

- Fragmente fiir die entsprechenden glsF- und gltB-homologen Gene konnten aus einer
Reihe von Algen isoliert werden. Erstmals wurden gltB-homologe Gene in
Rhodophyten und in chlorophytischen Algen nachgewiesen.

- Zusitzlich dazu wurden in Algen, deren Plastiden der ,,roten Linie* angehoren, Gene
nachgewiesen, die fiir eine a-GOGAT kodieren (gltA). Erstmals wurden entsprechende
Fragmente aus einer Haptophyte und einer Cryptophyte isoliert.

- Gerade fiir die N- und fiir die a-GOGAT kommen in einigen Vertretern eine Vielzahl
von Genen vor.

- Zusammen mit GOGAT-Sequenzen aus anderen Organismen wurden phylogenetische
Béume errechnet, die der Einordnung der ermittelten Sequenzen dienten. Ein
umfassendes Modell fiir die Evolution der unterschiedlichen GOGAT Enzyme konnte
anhand dieser Bdume erstellt werden.

- Die Lichtabhingige Regulation von GOGAT Enzymaktivititen wurde in Rhodo-
Heterokonto- und Chlorophyten untersucht. In je einem Vertreter aus der Gruppe der
Rotalgen und der Griinalgen wurde diese Regulation mittels RT-PCR auch auf der
Ebene der Transkription nachgewiesen.

- Exemplarisch am Beispiel der Heterokontophyte H. carterae konnte gezeigt werden,
dass die Lichtabhidngige Regulation der Fd-GOGAT der circadianenen Rhytmik
unterliegt.

- In P. aerugineum und H. carterae wurde der Einfluss von
Stickstoffmangelbedingungen auf die spezifischen Enzymaktivititen untersucht.

- In H. carterae wurde die Aktivitit von Fd- und N-GOGAT den Zellkompartimenten
Cytoplasma und Plastid zugeordnet. Wihrend die Fd-GOGAT im Plastiden aktiv ist,
scheint die Hauptaktivitit der N-GOGAT im Cytoplasma zu liegen.

- SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass Einfrieren bei —70 °C bei der N-GOGAT in H.

carterae zu einem Aktivitatsverlust von 15% fiihrt.
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7. Anhang

7.1 Genetischer Code

Position I Position Il Position IlI

(3"-Ende) U C A G (5"-Ende)
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop* Stop A
Leu Ser Stop* Trp G
Leu Pro His Arg U
G Leu Pro His Arg C
Leu Pro GIn Arg A
Leu Pro GIn Arg G
lle Thr Asn Ser U
A lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

Die normalerweise als Stopcodon fungierenden Basentripletts UAA und UAG

codieren im Kerngenom von A. acetabulum fur die Aminosdure Glutamin
(Schneider et al., 1989)

Basen: Uracil (U); Cytosin (C); Adenin (A); Guanin (G)

7.2 Darstellung der Aminosauren im Ein- und Dreibuchstabencode:

Ala (A)
Arg (R)
Asp (D)
Asn (N)
Cys (C)
Glu (E)
GIn (Q)

Alanin

Arginin
Asparaginsaure
Asparaginsaure
Cystein

Glutaminsaure

Glutamin

Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe

(G)
(H)
V)
(L)
(K)
(M)
(F)

7.3 Darstellung alternativer Basenkompositionen:

o<zZzw

CIGIT
AICIGIT
AICIGIT
AIGIT

R
w
K
S

AIG
AT
GIT
G/C

Glycin Pro (P)
Histidin Ser (S)
Isoleucin Thr (T)
Leucin Trp (W)
Lysin Tyr  (Y)
Methionin Val (V)
Phenylalanin

Y CIT

H CIAIT

M AIC

Prolin
Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin
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7.4 Liste der verwendeten Primer

Universelle GOGAT Primer

Name Sequenz

9+ CCN CCN CCN CAT CAT GAT AT
9+n CCN CCN CCN CAY CAY GAY AT
8+ AAR CCN GGK GAA GGT GGN CA
15- CCN CCN GTC ATC TAT TCG CA

15-n CCR CCNGTC ATRTAY TCR CA
Primer fiir RT-Reaktion

- Oligo(dt),7-Primer (Gibco BRL)
- Random-Primer (Promega)

Genspezifische Primer

Alge Gen Name Sequenz Fragmentgrofe [bp]
(in Kombination mit
15- Primer)

A. spirographidis glsFk  Fd TCATGA AAC TTT AGC TAT TCG 2030

A. spirographidis gitB N1 CCT GTC CTT CGG AAG CG 820

A. spirographidis gitA A2 GGC ATG GGC ACG CTC AG 740

A. spirographidis gltA A3 GCC CAC CTG GAT GAT CT 550

A. acetabulum glsF  Fd1+ ACA GAC GTG CTC GAT ACC 760

A. acetabulum gltB N AGG AGG ATG CAT CGG TA 950

Sequenzierprimer

A. acetabulum glsF  Fd1- TAT GCC AAG TGG AAG GG

A. acetabulum glsF  Fd2+ GCA GAC CTT CTT AAG CA

A. acetabulum glsF  Fd3+ ATT GCC CAA GAG ACACA

A. acetabulum gltB N1- AAC GCA CCG AAG CTC TG

A. acetabulum gltB N2+ GCT TCG CAG CAAATT CA

P. aerugineum glsF  Fd1+ GTC ATG AAG GAG GAA CT

P. aerugineum glsF  Fd2+ TCCACT TGG GTTTGATC

P. aerugineum glsF  Fd1- GCC TCCATT CATACCTT

P. aerugineum glsF  Fd2- GGA GGA TTA AGA ACA GG

P. aerugineum gltB N1+ GCA GAT GTAGTG CTG AT

P. aerugineum gitB N1- TAC AAT CAGTTT GGC GC

P. aerugineum gitB N2+ GTG CGATAATAC CTG AT

110



Anhang

7.5 Verwendete DNA-Groflenstandarts

(a)

20kb

10kb

1kb

100
70

! BNE A B Y W

E

GeneRuler™
DNA Ladder Mix

Fragment Sizes

=4

==&0)

—%

5

— 400

— 300
S)) 4

— 200 §
«©
2

—100 2

(b)

Lambda DNA/Eco1301 (Styl)/Mlul

Fragment Sizes

30kb

10kb

1kb

100

60

Ak bl DAL

R AT

[WEEE

Marker,17
T 53583
— 19329 26282*
19329*
i
o 8924 6223
= i
= i
2690 419
=7 2
i
= R
1489
—§%8 1268
956
458 925

1.0% agarose

Abbildung 37 a) GeneRulerTM DNA Ladder Mix und 37 b) Lamda DNA/Eco1301/(Sty)Mlul Marker17
der Firma MBI Fermentas mit Fragmentgrofien in Basenpaaren.

7.5 Verwendete Vektoren zum Klonieren von PCR Produkten

Abbildung 38: (folgende Seite oben): 3,9 kb grofier pCR 2.1-TOPO-Plasmidvektor der Firma
Invitrogen mit Restriktionskarte, Multiple Cloning Site (MCS)- Sequenz, Bindungsstellen der
Universalprimer sowie Promoterregion der T7-RNA-Polymerase

Abbildung 39: (folgende Seite unten): ca. 2 kb groflier pTZ57R-Vektor zur Klonierung von PCR-
Produkten mit Restriktionskarte, und MCS-Sequenz (Hersteller: MBI Fermentas)
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Abb. 38:

Abb. 39:
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'r'
pPCR-Script™ SK{+) Y\ k157 T
plasmid

I Puu 1977
A 1153
[T T
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p— PRI L. SN e
':i.:-:-wn.-‘ﬁﬁi"ﬁbﬁn mmurmmmﬁnmw.dhﬂmw
s e h i
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Abbildung 40: pCR-Script"™"SK(+)-Plasmidvektor der Firma Stratagene mit Restriktionskarte des
2,9 kb groflen Vektors und Sequenz der MCS inklusive der Bindungsstellen fiir universelle Primer.
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Ml 131

pBluescript® Il SK (+/-)
2961 bp

P |l 977

AR 1153
warryn e NS
e e, AT 7  ANTTRASTATE R TRILRS "
prrre - INSpp—— [ Rk |
B ARG WAL AR L AN R TR b T i
\
il

-
L SLTRFELEE TS S

ok w17 ey
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I i T ORI AR VR T
' ‘35...:-:-..-.';’-1-4:-.---:1 T

Abbildung 41: Schematische Darstellung des pBlueskriptIISK/KS-Plasmidvektors der Firma Stratagene,

sowie dessen MCS mit Restriktionskarte und den Universalprimer-Bindungsregionen.
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7.6 DNA- und davon abgeleitete Aminosiuresequenzen der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit klonierten GOGAT Genfragmente

C. caldarium N-GOGAT N1 (CcalN1)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1180 bp

Y SI EDLAQLI FDLIKNVNPAADI S VKWL
CTACTCCATTGAAGACCT GGCACAGT TGATCT TCGATCT GAAGAAT GT GAACCCT GCTGCCGACAT TAGCGTCAAGCTT
VS EV GV GTVAAGY SKARADUHYVYTI S GYE
GTI'GTCAGAAGT GGGT GTGECACGGT TGCCGCCGGT GT TTCCAAAGCGCGT GCTGACCATGT CACGATTTCTGGT TATGAAG
GGT GASPLTSI KHAGSPWEI GL AETHAQ
GCGGAACGGEGT GCAAGCCCGCT TACCT CCAT CAAGCACGCT GGCAGCCCAT GGGAAAT TGECCTCGCTGAAACCCATCAGA
T LVLNHLWRDRI TVQADGGLRTGRDVVYV
CTCTCGTATTGAACCACT TGCGGEGACCGGAT CACGGT TCAGGCAGAT GGCGGAT TGCGCACAGECCGTGATGT GGTTGTAG
GALL GADEFGFSTAPLI AAGCLMMRIKTZC
GCGCACTGCTCGGTGCCGATGAATTCGGT TTCTCGACAGCACCACT GATCGCAGCTGECTGT TTGATGATGCGGAAGT GCC
HLNTT CPVGI ATAQDZPVLRIKRFVGAPEWHYV
ACCTCAACACCT GCCCT GT GGECAT TGCGACCCAGGACCCGGT TCT GCGGAAGCGGT TTGT GGGCGCACCAGAACATGT CA
I NY F FFV AEEVREMMSELGLUPDI NEMI
TCAACTATTTCTTCT TCGT CGCAGAGGAAGT CCGCGAGAT GATGT CGGAACT CGEECTACCGGACAT CAACGAGATGATCG
GQMQML DI KRRI VDHWKAKGLDU FSRL FE
GTCAGATGCAGAT GCTGGACAAGCGT CGCAT CGT GGACCAT TGGAAAGCGAAGGEGECCTCGACTTCTCTCGTCTCTTTGAGA
K PVAAEGVGI YQTIKTULDMHNI DEI L DRK
AACCCGT CGCTGCTGAAGGCGT CGGTATCTAT CAGACGAAGACCCT GGAT CACAATAT TGACGAGAT CCTGGACCGGAAGC
LI EL SQPAI KDGKAVSI]I DLUPI KNTDRT
TGATCGAGCT TTCCCAGCCCGCCAT CAAGGACGECAAGGCGGT TTCGAT TGATCTGCCAAT CAAAAAT ACAGACCGGACAG
AAGA ML GGEI AKLMHGHI KSGLV DDULVHI KWL
CCGGT GCCATGCT CGECGECGAAAT CGCCAAGCT TCAT GGGCACAAAGGT CTGGTCGAT GACCT GGT CCACATCAAGCTCA
K GT AGQSFGAWVTRGVTMETLEGDGNIDY
AAGGCACT GCTGGT CAAAGCT TCGGECGCCT GEGT CACCCGT GEGEGT AACCAT GGAGCT GGAAGGCGACGGECAACGACTATG
VvV GK GL S GGRLI VYPPKEAQKI VPEE SI
TTGGECAAGGECCT TTCCGGT GECCGGT TGATTGT CTACCCACCGAAAGAAGCACAAAAGAT CGT GCCGGAAGAAAGCATCA
Il VGNTVLY GAVEGET CYZFRGVAGEURTFAYV
TTGTCGECAACACCGT TCTTTACGGT GCGGT CGAAGGCGAAT GCTAT TTCCGCGGT GT GEGCAGCCGAACGT TTCGCTGI TA
R NS GAI AV YV EGAGDHSTC
GAAACT CTGGCGCCATTGCCGT TGT CGAAGGCGCAGECGATCACTGT

C. caldarium N-GOGAT N2 (CcalN2)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1177 bp

Y SI EDLAQLI HDLIKNVNTUGARI S VKL
CTACTCGATCGAAGATCTGGCACAGCTGATTCATGATCTGAAGAAT GTGAACACCGGT GCGCGGATTTCGGTCAAGCT G
VS EV GV GTVAAGYSKARADUHLTI S GYD
GTGT CCGAAGT GEECGT CGEGACGGT TGCCGCAGGECGT AT CAAAAGCGCGCGCCGATCATCTGACCAT TTCCGECTATGAT
GGTGASPLTSLTMHAGSZPWEI GL AETQRQ
GGCGECACCGECGCT TCECCGCTAACCT CGCT GACCCAT GCCGGGT CGCCT TGEGAAAT CGGT CTTGCCGAAACCCAGCAG
T LLLNGLWRSRI SV QVDSGGLRTGRDVAI
ACATTGCTGCTCAACGECCT GCGT TCGAGAATAT CTGT GCAGGT TGACGECGECCT GCGCACGEECCGCGATGT CGCGATT
GALL GADEFGFATAPLI AAGCI MMRKZC
GGECGECGECT GCTGEECECCGATGAAT TCGGECT TTGCCACAGCGCCGCT GATTGCCGCT GGATGCATCATGATGCGCAAATGC
HLNTT CPVGV AT QQNPELIRKIKZFTGOQPEYV
CATCTCAACACCTGT CCCGT TGECGT TGCCACGCAGAAT CCGGAACT GCGCAAGAAAT TCACCGGECCAGCCGGAATATGT G
I NY F FFVAEELRQI MADMGEFRTVEEMYV
ATCAACTATTTCTTCTTCGT CGCCGAAGAGT TGCGCCAGAT CATGECGGACAT GEECT TCCGT ACAGT CGAGGAGATGGTG
GRVDRI NMNRALRMHWKAEGVYDLSRLLH
GGACGGGT CGACCGGAT CAACAT GAACCGEECGCT GCGCCACT GGAAGGCGGAAGGGEGT CGATCTGT CCCGCCTGCTGCAC
NV VLPEGETLZFQTMTQDMHG GLDAALDKD
AATGT TGT GT TGCCGGAAGGT GAAACGCT GT TTCAGACGAT GACCCAGGAT CATGGT CTCGAT GCGECCCT CGACAAGGAT
LI AAAAPALEHGOQQTVIKI ERKVIKNVNR RT
CTGATCGCGGECT GCAGCACCT GCACT GGAGCAT GGCCAGACCGT CAAGAT CGAGCGGAAGGT GAAAAACGT CAACCGCACG
Il GA ML S GEVAKMHGHEGLUPANTI QL VF
ATCGGCGCGATGCT GT CCGECGAAGT GGCCAAAAT GCAT GGGCAT GAAGECCTGCCGECCAATACCATCCAGCTGGTGITT
E GVAGQSFGAFLAHGI SAELI GDANIDY
GAAGGCGT CGCCGGACAGAGCT TCGECGCCT TTCTGECGCACGGAAT CAGCGCAGAACT GATCGGCGATGCCAATGACTAT
V G K GL S GGRVV YV KAQPGHYVDRNPTENII
GT CGECAAGGEGEECT GT CEEECEEECAECET GGT GGT CAAGCAACCGGEGECCAT GTCGACCGCAAT CCGACCGAGAATATCATT
VGGNTVLY GAVAGEAYFNGVAGERTFAVR R
GTICGGCAATACCGT TCTGTATGECGCGGT CGCCGECGAAGCCTATTTCAACGGT GTGECCGEEGAACGCT TTGCGGT CCGC
NS GAV AV YV EGTGDHG
AATAGCGGECGCGGT CGCGGT GGTCGAAGGCACGEECGATCACGEC
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Anhang

C. caldarium a-GOGAT (CcalA)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1168 bp

Y SI ENLAQLI YDLIKOQI NPDTCRVZCVKHIL
CTACAGTATCGAGAATCT GECGCAGCTGATCTATGACCT GAAGCAGATCAACCCGGACT GCCGGGT CTGTGTGAAACTC
V AQS GV GTVAAGVAKAKADI I LI AGGYV
GTCGCTCAATCTGGT GT TGGAACCGT CGCCGCCGEEEGET TGCGAAAGCCAAGGECAGACATCATCCTGATCGCGGEGTGGTGT T
GGT GASPQTSI KYAGLZPWEMMGLAEAHDAQ
GGGEECACCGECGCCTCTCCCCAGACCAGCAT CAAAT AT GCGGGCCT TCCAT GGGAAAT GGGACT GGCAGAGGCGCACCAA
V51SLNNLIRDIKVYVYTLWRTDSGOGLRTGRDI VI
GTGCTCAGCCTCAACAACCT TCGT GACAAGGT GACCCT GCGCACAGAT GBCGGT CTCCGGACGEEECGTGACATTGTCATC
AAML GAEEYGI GT ASLVAMGCI MV RAOQZC
GCGGECCATGCTGEECGECTGAAGAATAT GECAT CGGTACCGCGT CACT GGT TGCGATGGGATGCATCATGGT GCGGCAGT GT
HSNT CPV GV CTAQQDESLRAKEFTGTADKV
CACTCGAACACCT GCCCGGTAGGT GTGT GTACGCAAGAT GAGT CGCT CCGCGCCAAGT TCACCGGECACAGCGGACAAGGTC
I NL MSFI A EDVRRI L ASLGLNSTULUDTE A/
ATCAATTTGATGAGCT TTATCGCGGAAGAT GTGCGCCGGAT CCTGGECAT CGCTCGECCTCAACT CCCTCGATGAAGCCATT
GRTDLLAQVSRGAPHLUDUDLUDLNZPLILVAOQ
GGCCGGACTGAT TTGCTGGCT CAGGT CTCGCGCGECGECACCGCAT CTTGAT GACCT CGACCT CAACCCGCTCCTGGTCCAG
v DT ATAI EYQPUDRREEVZPDTLUDAOQI L R
GT CGATACGGCGACAGCGATTGAGT AT CAGCCAGAT CGACGT GAAGAGGT GCCGGATACGCTCGATGCACAAATCCTGCGC
DGEPFFARGEIKMQLTYEVQNVQRSI GA
GATGGCGAACCGT TCTTTGCGCGCGECGAGAAAAT GCAACT CACCTATGAAGT GCAGAACGT TCAGCGCT CCATCGEEECG
RASSSI VRKFGERALZPEGRLMHVRLTGS
CGTGCCAGTTCTTCGAT TGT CCGCAAGT TTGGAGAACGGEGECGT TGCCTGAAGGT CGCCT GCATGT CCGCCTGACAGGAAGC
AAGQSL GAFSTOQGLULULUDVI GDANUDYVGHK
GCCGGACAGT CGCTTGGT GCCTTCTCAACCCAGGEGECCT GT TGT TGGACGT GAT CGGCGACGCAAAT GACTATGT CGGCAAA
GL SGATI QL RPPTDASYSAGENTI I GN
GGECCTGT CCGGT GCGACGAT CCAGCT CCGECCACCAACCGACGCATCTTACT CAGCCGGCGAAAACACGATCATTGGCAAT
T CLY GATSGHLYAAGQAGVRFAVRNSG
ACTTGCCTCTAT GECGCAACCAGCGGT CATCTCTAT GCCGCT GGCCAAGCCGGT GTCCGT TTTGCGGT CCGTAACT CAGEC
A E AV YV EGCGANG
GCTGAGGECTGT GGTGGAAGGCTGCGGT GCCAATGEC

P.aerugineum Fd-GOGAT (PaerFd)

G 6Re:

79
160
241
322
403
484
565
646
727
808
889
970
1051

1132

bp

Yy S| EDLAQL I FDLHQI NPKAPVSYVKIL

TTATTCTATTGAAGACCTAGCTCAATTAATATTTGATTTGCATCAAATTAATCCTAAAGCACCAGT GTCAGT TAAATT
VvV AEV GI 6T I A AGV AKANADI I QI S GHE
AGTGCCAGAAGT TGGTATAGGT ACTAT TGCAGCT GGAGT TGCTAAAGCT AAT GCAGATAT TATACAAATCTCGGGT CATGA
GGTGASPLSSI KHAGSPWETILGLTEVHK
AGGAGGAACT GGT GCTTCTCCAT TAAGCT CAATAAAACAT GCAGGAAGT CCAT GCGAACTAGGT TTAACAGAAGT TCATAA
vV L LENKLWRNARVLILWRVDS GGLART GTCHDI I M
AGTTTTATTAGAGAATAAACTACGAAATAGAGT CTTATTAAGAGT TGAT GGAGGAT TAAGAACAGGT TGTGATATTATCAT
AAALMGAEEFGFGTI AMI ATGCI MARI C
GGCTGCATTAATGGGAGCTGAAGAAT TTGGECT TTGGTACAAT TGCAATGATAGCTACTGGATGTATTATGGCTCGCATATG
HTNSCPVGVAT QREELIRARUFPGVPEAIL
TCATACGAATAGT TGT CCAGT TGGAGT GGCTACACAACCCGAAGAAT TAAGAGCACHAT TCCCT GGAGT TCCGAGGCATTA
VNY LLFLAEEI REI L ASI GY TS SULNDII I
GTAAACTATTTATTGT TCTTAGCTGAAGAGATAAGAGAGATTTTAGCT TCTATAGGATATACTAGCT TAAATGATATTATT
GRADLLVQNIKNLNLTI KT KNI NLNSTI I N
GGAAGAGCTGATTTACTGGTGCCATTTAAGAAGGCCACGT TTATTTTTAATTTAAATTGT TTTTGCTTCTTATAGT TAAAT
L PNSKNNRSYLEHGOGI VHSNGLVL DUDD.I
GGCTTATCATTCTTGI TGTCTTCAATAAATCTTGTACCCTAACAAGTATCATTACCAAATCATGATCTACTGCTATAAAAT
L $SsSSsSDVSKAI NENSI VEKHI RI VNTDR
AGAAGATCACTACAGTCATTCCCCTATTTCCTTTTAAGATAACATCTTTTTGTATAAGCT TAACAGT TATGT CTAGCGT GG
T VGARI S GI I AQKY GNTI KZFNGIKTULIKTULNF
CATCCTCGTGCATATAGT CCATAATAGCGTGT TTTTATACCATTATGT TTTAAATTGCCATTTAATTTTAATTTAAAAATA
Y GS AGQSFGAFNI KGMEI KL I GEANDY
CCATCACGCCCAGT TTCAAAACCGCGATTTTTATAGT TCCCTTACCT TTAATTCGAATAACCTCTTCGT TTGCTGATACAT
V S K GGMNGGEI VI VPPV DMASIKI DY NNV
AGCTTTCCATACTTACCTCCGCTTTAACAATAACAT GGAGGT CAACTATACCGT TTTTAGCTGATATTATTAGTATAATAT
I GNTCL Y GA S GG SULFALGQAGEWRTEFTCVR R
CCTTTATGTACGGAAATACCT CGAAGT CCACCTATAAACAAACGAGATCCAGT CCGACCACTTTCTAAAACGCATTCTTTA
NS GATAI | E GV G DHA
AGTCCTCGATGACGATAGTATCTTCCACATCCTCTAGTACGAACG
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Anhang

P.aerugineum N-GOGAT (PaerN)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1207 bp

Y SI EDLAQLI FDLIKNANRAARI NVKIL
TTATTCGATAGAGGATCTGCCACAATTGATTTTTGATTTGAAGAACGCCAACCGCGCAGCACGCATTAACGT TAAGCT T
VS KAGVGTI AAGVAKAKADVVLI S GTFD
GTTTCAAAAGCAGGECGTAGGTACCAT TGCTGCGGEGT GT TGCCAAAGCAAAAGCAGATGTAGTGCTGATCTCAGGT TTCGAC
GGTGASPI S$SSI KHAGLUPWETLGLAETHDQ
GGAGGTACGGECGCT TCTCCGATCAGCTCTAT CAAACAT GCAGGACT ACCCT GGGAACT CGGCCT TGCAGAAACACACCAG
T LVKNIKLIRSRVYVYVVQADGQQMIKTGRIDI A
ACACTGGTAAAAAAT AAAT TACGCAGCCGT GT AGT GGT ACAGECCGACGGACAAAT GAAAACCGECCGCGATATTGCCATC
AAALL GAEEWGGATAALI VEVVI MMRKSEZC
GCTGCTTTACT GEGT GCGGAAGAAT GEEGEGEGEGT GCCACT GCTGCACTGATTGTAGAAGT TGTGATCATGATGCGTAAATGT
HMNTU CPV GV AT QDZPELIRIKRFAGAOQDUPE
CATATGAATACCT GTCCGGT TGGT GT TGCAACCCAGGAT CCTGAAT TACGCAAACGCT TCGCAGGAGCCCAGGATCCTGAA
L RKRFAGDZPDHVYVVNZFZFRZFI TEELIREI M
TTACGCAAACGCT TCGCAGGAGACCCCGACCATGTGGTGAATTTCTTCCGCTTTATCACAGAAGAATTAAGAGAAATCATG
AAEL GF KTI NEMYVGQVDSLEMMRETESZPTE
GCCGAACTCGGT TTCAAAACCATTAACGAAAT GGT TGGACAGGTAGATTCACT GGAAAT GAGAGAAGAATCACCCACT GAA
I Q TLTCLOQYYT KSR RNPYTOQACI TRSTG
ATACAAACCCT GACCTGT CTGCAGT AT TATACAAAGAGCCGGAAT CCTTATACACAGECCT GTATAACCAGAAGCACAGGA
S RVI SEVLDWHYSKPZCAAI ESKQRVNYV
TCACGGGTAATCAGT GAAGT GCTCGACT GGCAT TACT CAAAGCCGT GCGCTGCTAT TGAAAGCAAGCAACGGGTGAATGT T
S FPI KNTIDRTAGTI L SNEI TKZKYKADG
TCTTTCCCAATCAAGAATACAGACAGGACCGCAGGAACCAT CTTATCAAATGAGAT TACCAAAAAAT ACAAAGCCGATGCEC
L PEDTI HFNFTUGTAGOQSFGAFNTIKGI T
CTGCCGGAAGATACGATCCACTTCAATTTTACAGGTACT GCCGGACAAAGT TTTGGCGCCTTTAATACCAAAGGCATTACG
L EL EGDANDYU FGKU GLSGAKILI VY PSKDOQ
CTTGAGCTGGAAGGAGATGCCAATGACTATTTCGGAAAAGGACT GAGCGGECGCCAAACTGATTGTATATCCTTCCAAACAG
ASYVPEENI I I GNVAFYGATSGEAYI R
GCAAGCTATGT GCCGGAGGAAAACAT CATTATCGGTAACGT GECTTTCTATGGT GCAACAT CAGGCGAAGCTTATATCAGA
GKAGERFAVRNSGTSVVVEG GV GDWHSG
GGTAAAGCCGGCGAACGT TTCGCAGT AAGAAACT CAGGAACCAGT GT GGTGGT AGAAGGT GTAGGCGATCATGGT

A. spirographidis N-GOGAT N1 (AspirN1)

G 6e:

79
160
241
322
403
484
565
646
727
808
889
970

1051

1132

1282 bp

Yy S| EDLAQLI FDPIKNVNPSADI SVKIL
TACTCCATTGAAGATTTGGCTCAGCT GATCTTCGACCCGAAGAAT GT GAACCCAT CAGCAGACATCAGCGT CAAACT G
vV S EV GV GTVAAGY SKARADHVYVTI S GYE
GTGT CTGAAGT AGGT GT CGECACCGT GGCAGCT GGCGT AT CCAAGGCACGCGCT GACCATGTGACAATTTCAGGCTATGAA
GGTGASPLTSI KHAGSPWEI GL AETHQ
GGCGGECACAGGT GCAAGT CCTCTAACCT CCATCAAGCAT GCAGGGAGCCCT TGEGAGAT CGECCT TGCCGAGACGCACCAG
T LV MNRLWRDRI TVQADGGLRTGRDWVI V
ACCCT CGT CAT GAACCGCCT GCGEGACCGCAT CACGGT ACAGECCGACGGET GECCT CCGCACCGEECECGATGTCATCGTC
AAALL GADEFGFSTAPLI AAGCLMMRTEKSTEC
GCAGCCCTCCTGEGECGCTGATGAATTTGGT TTCTCAACGECGCCGCT CATCGCT GCGEGT TGCCTGATGATGCGCAAATGT
HLNTT CPVGI ATQDZPVLRIKRFVGAPEHYV
CACCTCAACACCT GCCCCGT CGECAT CGCGACCCAGGACCCTGT CCT TCGGAAGCGT TTTGTGEGT GCCCCTGAACATGT G
I NY F FFVAEEVRELMAELGYRTZFNEMI
ATCAACTACTTCTTCTTCGT AGCCGAAGAAGT TCGCGAGT TGAT GGCCGAGCT CGECTATCGCACCT TCAATGAAATGATC
GQMQML DI KRRAVDHWKAKTGLDZ FSRLFH
GGCCAGATGCAGAT GCTCGATAAGCGCCGCGECCGT CGATCACT GGAAAGCCAAGGEGT CTCGACT TCTCGCGCCTCTTCCAC
K P11 A ADGVYVYGTYRTOQAQDMHNI DEI L DRK
AAGCCAAT TGCTGCAGACGGT GTAGGCACCT ACCGCACGCAGGECTCAGGATCACAATAT TGATGAGAT CCTCGACCGGAAG
LI EL AEPAI SDGKAVSI NLPI KNTDR RT
CTGATCGAAT TGGCTGAGCCCGCAAT TTCCGAT GGCAAGGCAGT TTCCATCAACCT GCCCATCAAAAACACAGACCGCACC
AAGA ML GGEI AKRHGHSI KGLVEUDTLVHI KIL
GCTGGTGCAAT GCT CGECGECGAGAT CGCCAAGCGGECAT GGT CACAAAGGACT GGTCGAAGACCT CGTTCATATCAAGCTC
K GT AGQSFGAWYVYTRGVTMETLEGDGNDY
AAGGGECACAGCAGGCCAAAGCT TCGECGCT TGEGT CACCCGT GECGT CACCAT GGAACT GGAAGGCGACGGCAACGACTAT
V GKGL S GGRLI VYPPKEAQQI VP EE S I
GTTGGCAAGGGECCT TTCAGGECGGT CGT CTGAT TGT CTAT CCGCCAAAAGAGGCACAGCAAAT CGT GCCAGAAGAAAGCATC
Il vV GNTVLY GAVEGETCYFRGVAGEIRTFAYV
ATCGTCGGCAACACTGTTCTCTATGGAGCT GTCGAAGGGGAATGCTAT TTCCGEEECGT GEGCGEGAGAACGCTTCCCTGT T
R NS GAI AV V EGAGDMHSTEC
AGAAACT CCGGT GCCATCGCT GT GGT TGAAGGCGCT GECGACCACTGT
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A. spirographidis N-GOGAT N2 (AspirN2)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1177 bp

Yy S| EDLAQLI FDLIKNVIKWPSSDI S VKL
CTATTCTATCGAAGACCT CGCCCAACT GATCT TCGACCT CAAGAACGT AAAGCCT TCGT CGGATATCAGTGTGAAACTG
vV S EI GV GGTVAAGVYVY SKARADUHYVTI A GFE
GITTCGGAAAT CGEGEGT CGEGACCGT GECGECCEECGT TTCCAAGGCCCGCGCCGATCACGT CACGATTGCAGEGT TTGAG
GGT GASPLTSI KHAGSPWEI GLAETQAQ
GGCGECACCGGT GCCTCTCCGCTGACGT CGAT CAAACACGCGGEGECT CGCCCT GEGAAAT CGGT CTTGCCGAAACCCAGCAG
T LV MNIDLWRGRI AVQVDSGGLRTGRDVAYV
ACCCTGGT GATGAACGAT CT GCGT GBCCGCAT TGCGGT GCAGGT GGACGECEEGT TGCGCACCGEECECGACGT TGCGGTC
GALL GADEFGFATAPLI ASGCI MMRKZC
GGECGECGECTGCT TAECECCGACGAGT TCGGECT TTGCGACGGECCCCGECT GATTGCAT CGGGECTGCATCATGATGCGCAAATGC
HLNTT CPVGI ATAQDZPELRKIKEFTGEWPEHYV
CATCTGAATACCT GCCCGGT CGGT AT CGCGACGCAGGACCCCGAACT CAGGAAGAAAT TCACCGGECGAGCCCGAACACGTC
VNYFFYVAEELWRELMAET GFRTVNDWMI
GTCAATTATTTCTTCTATGT GGCTGAAGAAT TGCGCGAACT GAT GGCCGAAACGGGT TTCCGGACGGT CAACGACATGATC
GQTDVLDTTI KA AI DHWKANGLUDUEFSIKILFF
GGCCAGACAGACGT GCTCGATACCACGAAGGCGAT CGAT CACT GGAAGGCGAACGGEECTCGATTTCAGCAAACTGTTTTTC
K P11 EAERVYDI HHTGEI QNHPI KDI L DRK
AAACCGAT CGAAGCCGAGCGEGET GGATAT CCACCAT ACCGECGAACAGAACCAT CCGAT CAAGGACAT TCTGGACCGCAAG
FI ETAKWPALUDUDGTAVQAEFZPI GNTDRS
TTTATCGAGACCGCGAAGCCGECGCT GGAT GACGGAACGECAGT TCAGGCGGAAT TTCCAAT CGGCAATACCGACCGGT CT
AAGT ML S GELALIKYGHAGLUPDUDTI WFKIL
GCGGGCACGAT GCTGT CGGGAGAACT GECGCT GAAAT ACGECCAT GCCGGACT TCCCGACGATACGATCTGGT TCAAGCT T
T GV AGQSFGAWYVYTOQGVTULETLI GEANDIDY
ACCGGGGT TGCCGEECAAAGT TTCGGT GCCT GEGT CACCCAGEGAGT CACGCT CGAACT GAT CGGCGAGGCCAATGACTAT
vV G K GL S GGKULI VRPDPASGI NPDESMI
GT CGECAAGGEGECCT GTCGEECGGTAAACT GATCGT TCGCCCCGAT CCCGCCAGCGGECAT CAACCCGGACGAAAGCATGATC
VGGNTVLY GAVNGET CYFRGI A GERFAVR R
GTCGGCAATACCGT CCTGTATGECGCGGT GAACGGECGAATGT TAT TTCCGCGGECAT TGCCGGECGAACGGT TTGCCGTACGC
NS GAI AV YV EGAGDWHG
AACTCCGGCGCTAT TGCGGT TGTCGAGEGT GCCGECGACCAT GGG

A. spirographidis a-GOGAT A2 (AspirA2)

G 6e:

79
160
241
322
403
484
565
646
727
808
889
970

1051

1132

1253 bp

Yy SI EDLAQLI1I YDLIKOQI NPDZC CRVZCVKHL
TATTCAATCGAAGAT CTGGCGCAGCTGATCTAT GACCT GAAGCAGAT CAACCCGGACT GCCGEGTCTGT GTGAAACTC
vV AQS GV GTVAAGVAKAKADI I LI AGGYV
GTCGCTCAATCTGGT GT TGGAACCGT CGCCGCCGEEEGET TGCGAAAGCCAAGGECAGACAT CATCCTGATCGCGGEGECGEETGT T
GGT GASPQTSI RYAGLUPWEMMGLAEAHDA Q
GGEGEEECACGEECAECCT CTCCCCAGACCAGCAT CAGATAT GCGGEGECCT TCCAT GGGAAAT GGGACT GGCAGAGGCGCACCAA
V51SLNNLIRDIKVTLRTWDGGLRTGRDI VI
GTGCTCAGCCTCAACAACCT TCGT GACAAGGT CACT CT GCGCACAGAT GBCGGT CTCCGGACGEEECECGACATTGTCATC
AAAML GAEEYGI GTASLVAMGCI MV RAOQC
GCTGCCATGCT GEECGCT GAAGAAT AT GGCAT CGECACCGCGT CGCT GGT TGCGATGGEGAT GCATCATGGTGCGECAGT GT!
HSNTU CPVGVY CTOQDESLRAKZFTG GTADKV
CACTCGAACACCT GCCCGGT GGGT GT GTGTACGCAGGAT GAGT CGCT CCGCGCCAAGT TCACCGGECACAGCGGACAAGGT C
I NL MSFI A EDVRRI L ASLGLNSILUDTEA
ATCAATTTGATGAGCT TTATCGCGGAAGAT GTACGCCGGAT CCTGECAT CGCTCGECCT CAACT CTCTCGATGAAGCCATT
GRTDLLAQVSRGAPHLUDUDTLUDTLNZPLILVAQ
GGCCGGACTGATTTGCTGGECT CAGGT CTCGCGCGECGCACCGCAT CTTGATGACCT CGACCT CAACCCGCTCCTGGT CCAG
v DT ATAI EYQPIDRREEVZPDTLUDAOQI L R
GTCGATACGGCGACAGCGAT TGAGT AT CAGCCAGAT CGACGT GAAGAGGT CCCAGATACGCT CGATGCACAAATCCTGCGC
DGEPFFARGEI KMQLTYEVQNVQRSI GA
GATGGCGAACCGT TCTTTGCCCGCGECGAGAAAAT GCAACT CACCT AT GAAGT GCAGAACGT TCAGCGCT CCAT CGGEEECG
R ASSSI VRKFGERALUPEG GRLHVRLTGS
CGTGCGAGT TCTTCGATTGTCCGCAAGT TTGGAGAACGGEGECT TTGCCT GAAGGCCGCCTGCATGT CCGCCTGACAGGAAGC
AAGQSL GAFSTOQGLULULDVI GDANDYVGHK
GCCGGACAGT CGCTTGGAGCCT TCTCAACCCAAGGCT TGCTGT TGGACGT GATCGGCGACGCCAATGACTATGT CGGCAAA
GL SGATI QL RPPTDASYSAGENTI I GN
GGCTTGT CTGECGCGACGAT CCAGCT CCGECCACCAACCGATGCAT CTTACT CAGCCGGCGAAAACACGAT CATCGGCAAT
T CLY GATSGHLYAAGQAGVRFAVRNSG
ACTTGCCT CTATGECGCAACCAGCGGT CACCTCTAT GCCGCT GECCAAGCCGGT GT CCGCT TCGCGGT CCGTAACT CAGGEC
AE AV YV EGCGANG
GCTGAGGECTGT GGTGGAAGECTGCGGTGCTAATGEC
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Anhang

A. spirographidis a-GOGAT A3 (AspirA3)

G 6Re:

79
160
241
322
403
484
565
646
727
808
889
970

1051

1132

1252 bp

Yy S| EDLAQLI YDLIKOQI NPRZCKWVTVKHIL

TATTCCATCGAGGAT CTGGECGCAGCT GATTTACGACCT CAAGCAGAT CAACCCGCGCTGCAAGGT GACGGTGAAACT G
V ASS GV GGTI AAGVAKAKADVI L I S GHN
GT'GECCTCAAGCGGECGT CGECACGAT TGCCGCCGGT GT GECCAAGGECCAAGGECGGACGT GATTCTGATCT CGGGCCACAAT
GGT GASPATSI KFAGLUPWEMMGLTEAHDAQ
GGCGECACTGGT GCATCGCCGGECGACCT CGAT CAAAT TCGCGGEGT CTGCCGT GGGAAAT GEECCT GACCGAGGCGCATCAG
V1 AMNNLIRSRYTLRTDSGGLRTGRDI VM
GTTCTGGCGAT GAACAACCT GCGCAGCCGCGT GACGCT GCGCACCGAT GECGEECT TCECACT GBCCGCGACATTGTCATG
AAMMGAETEYGI GT AALI AMGCI MV RAOQZC
GCGGCAAT GAT GEEEGECCGAGGAATAT GGCAT TGECACT GCGECGCT GATTGCCATGEECTGCATCATGGT GCGCCAGT GC
QS NTCPVGVY CTOQDEALRGKEFT GSADKV
CAGT CGAACACCT GCCCGGT GEECGT CTGCACGCAGGACGAGECCCT ACGCGECAAGT TCACCGGECT CTGCCGACAAGGTA
vV NLI TFYAQEVRELILASI GARSTLUDEVI
GTGAACCTGATCACCT TCTACGCGCAGGAAGT GCGGGAACT GCTGECCAGT AT CGGT GCGCGGT CGCTGGATGAGGTCATT
GRADLL SQVSRGSAHLUDDLUDLNZPLULI T
GGCCGEECCGACCT GCTCAGCCAGGT CAGCCGT GEGT CTGCCCACCT GGATGATCTCGACCT CAACCCGCTGCTGATCACC
VD GS QNI VYDRNIKPRNAVPDTLDAQI V
GT CGATGGGT CGCAGAACAT CGT CTATGATCGCAACAAACCGCGCAACGCGGT GCCGGACACGCTGGACGCTCAGATCGTC
K DA HRFLEDG GEIKMQLSY AV QNTILRTI G
AAGGATGCGCATCGCT TCCT TGAGGACGECGAGAAGAT GCAGCT GT CCTACGCCGT GCAGAACACCT TGCGCACCATCGGT
T RTSSHI VXNFGMRNALOQPDMHTLTVKLE
ACGCGGACCAGTAGCCACAT CGTCAAGAAT TTTGGGATGCGCAAT GCGT TGCAGCCCGAT CACCT GACT GTGAAGCTGGAG
GSAGQSLGAFAAPGLIKLEVSGDANDYYV
GGGT CTGCCGEECAAT CGCT TEEEECCT TCECCECGECCEEEECT GAAGCTGGAAGT GT CTGGCGATGCCAATGACTATGT C
GKGL SGGTVVVRPAQVSPLIKADTENWVII
GGCAAGGGT CTGT CTGGTGECACCGTAGT GGT TCGECCCGCGCAGGT CAGCCCGCT GAAGGCGGATGAGAACGT CATCATC
GNTVLYGATDS GYLFAAGRAGEWRTEFEFGVR RN
GGTAACACCGTGCTTTATGECGCGACCGATGECTACCT CTTTGCCGCT GECCGEECCEEEEAGCGEGT TCGECGT GCGAAAC
S GA KV VI EGCGS NG
TCTGECGCCAAGGT GGT GAT CGAGGGECT GCGEGT CCAACGGT

H. carterae N-GOGAT (HcartN)

G 6e:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1177

Yy SI EDLAQLI HDLIKNVNTGARVSVK'L
CTATTCGATTGAAGATCTGGCGCAACTGATTCATGATTTGAAGAAT GTGAACACT GGTGCACGCGTATCGGTGAAGCTC
vV S EV GV GTVAAGYSKARADHTLTI S GY D
GTTTCCGAAGT CGGAGT AGGAACGGT TGCTGCGEGECGT TTCAAAAGCGCGCCCGGATCAT TTGACGATATCTGGT TATGAT
GGTGASPLTSLTMHAGSZPWEI GL AETQRAQ
GGECGGTACCGEEECATCTCCCT TGACGT CGT TGACCCAT GCCGGT TCGCCAT GGGAAAT CGGCT TGGECCGAAACCCAGCAA
T LLLNGLWRSRI SV QVDGGLRTGRDV A
ACGCTCCTGCTCAATGGATTGCGT TCAAGAAT TTCCGT GCAAGT CGACGECGECCT GCGGACCGGT CGTGATGT TGCCATC
GALLGADEFGFATAPLI AAGCI MMRKSTZC
GGTGCGCTATTGGGTGCTGATGAAT TTGGCT TTGCAACT GCTCCGCT GAT TGCGECAGGCT GCATCATGATGCGGAAATGT
HL NTU CPVGV AT QNSELRIKIKFTGQPEHYV
CACCTCAATACCT GTCCAGT AGGGGT CGCCACGCAAAACT CTGAAT TGCGGAAAAAAT TCACCGGACAGCCAGAGCATGTC
I NY F FFVAEELRQI MAEMGEFRTVEEMYV
ATCAACTATTTCTTCTTCGT CGCCGAAGAAT TGCGCCAGATAAT GGCCGAAAT GGGT TTCCGT ACCGT CGAGGAAATGGTC
GRVELI DMNIKAI NHWRAEGI DL SRLILH
GGACGCGTGGAACTGATTGATATGAATAAAGCGAT CAAT CACT GGAGAGCT GAAGGCATCGACCTTTCGCGT TTGCTCCAC
K'v DLWPDRETLHOQTI VQDMHGLEAALDAOQD
AAGGT TGACCT TCCAGATAGAGAAACACT GCATCAGACAATAGT TCAAGAT CAT GGCCT GGAGGCGGCAT TGGAT CAGGAT
LI AAAAPSLEIKGEAVYIKI ERKVIKNVNR RT
TTGATTGCTGCAGCGGECACCGT CGCT GGAAAAGGGT GAGGCGGT CAAAAT CGAACGGAAAGT GAAAAACGT CAATCGGACC
VvV GA ML S GEVAKI YGHIKGLWPNNTI QL AF
GTAGGCGCTATGCTATCGGGT GAAGT GGCGAAGAT TTATGGACATAAAGGCT TGCCGAACAACACGATCCAATTGGCATTC
EGVAGQSFGAFLAHGI TAELV GDANDY
GAAGGAGT TGCTGECCAGAGCT TCGEGEGECT TTTCTCGCGCATGGCATAACCGCCGAAT TGGT CGGAGACGCTAATGACTAT
V GK GL S GGRVI VKQPSYVDRNPTENII
GTCGGCAAAGGCCT GTCCGECGGACGAGT GAT CGTGAAGCAGCCT TCCTATGT GGACCGT AATCCGACAGAGAATATCATT
vV GNTVLY GAVAGEAYZFNGVAGERTFAVR R
GTCGGAAATACGGT GCTTTATGGCGCAGT CGCT GGAGAAGCCTAT TTCAAT GECGT CGCCGGT GAGCGCTTTGCTGTCCGC
NS GAV AV YV EGTGDHG
AATTCCCGAGCCGT TGCGGT TGT CGAGGECACAGECGATCATGEC
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Anhang

H. carterae a-GOGAT A3 (HcartA3)

G 6Re:

80
161

242

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

ca. 1200 bp (321 + 300 bp sequenziert)

Yy S| EDLAQLI YDLIKQI NPGVIKVCVKHIL

CTACAGTATCGAGGATCTGGECGCAGCT CATCTATGACCT CAAGCAGAT CAATCCGGEGEC5 9GTCAAAGTATGCGTCAAGC
VvV AQS GV GGTI AAGVAKAKADVI L I S GHN
TGGTGECGCAAT CCGGT GTGEECACGAT TGCCGCCGGT GT GGCCAAGGCCAAGGCAGATGT GATCCTGATTTCCGGGECATA
HAAHRWRAAHRARYARMHGSGDUDG GG GRS GI WH
ATCACGCT GCGCACCGAT GECGEGECT GCGCACCGEECGCGAT AT CGT CAT GGCGECGAT GAT GGGGEGECCGAGGAATATGEC
R NR S ADRDGLI MV RQCQVEHLSRGYV
ATCGCGAACCGCAGCGCT GAT CGCGAT GEGCT GATCATGGT GCGT CAGT GCCAAGT CGAACACCT GTCCCGT GECG

RV KLTGSAGQSL GAFAAPGLIKI EVSGD
CGGGTCAAGCT GACGGEGAAGT GCGEEECAGAGCCT TGEEGECCT TTGCCGCGCCEEECCT CAAGAT CGAGGT CTCGGEGECGAC
A NDYV GKGL SGATI VVRPPMASUZPLVAA
GCCAATGACTAT GT GGGECAAGGGECCT GTCGEEGEECAACCAT CGTGGT ACGCCCACCAAT GGCCAGCCCGCTGGT TGCCECC
ENTI I GNTUVLYGATUDSGYULUFAAGRAGTETR
GAAAACACGATCATCGGCAATACCGT GCTCTATGECGCGACCGATGGECTATCTCT TTGCCGCGEGECCGT GCTGECGAACGEC
FAVRNSGAKVVI EGZCGSNG
TTTGCCGT GCGCAAT TCGGGT GCAAAGGT GGT GAT CGAGGGCT GCGECAGCAATGEC

E. siliculosus a-GOGAT A1 (EsilAl)
GroRe: 1174

Yy SI EDLAQLI1I YDLIKQI NPRARVZCVKIL
CTATTCGATCGAAGATCTGGECGCAACT GATCTATGATCTCAAGCAGAT CAACCCGCGCGCGECGEGEGT CTGCGTCAAGCTG
v S SAGI GT I A AGVAKAHADVI LI S GNT
GTCTCCTCGGCCGGTATCGEGACGAT TGCCGCAGGECGT GGCCAAGGCCCAT GCCGATGT CATCCTGATCTCCGGECAATACC
GGTGASPQTSI KFAGTWPWEMMGL S EANDQ
GGECGECACT GECGCGT CGCCGCAGACGAGT AT CAAAT TTGCCGGT ACGCCCT GGGAAAT GGGACT CAGCGAAGCCAATCAG
vV 1L TLNGLIRHRYKLRTDSGSGLIKTGRDI VI
GTACTCACCCT CAACGGECCT GCGCCACCGGEGET GAAAT TGCGCACCGACGGECGEEGECT CAAGACCGGECCGTGACATCGT CATC
AAAIl L GAEEFGI GTL SLVAMGCI MVRAOQC
GCCGCGATTCT GEECGECCGAGGAAT TTGGECAT CGGCACGCT CAGCCT TGTCGCCATGEECTGTAT CATGGT CCGGCAATGC
HS NTU CPVGVY CVQDEI KILREIKTFTGTPE KV
CACAGCAATACCT GTCCGGT CGEGGT CTGT GT CCAGGAT GAAAAACT GCGCGAAAAAT TCACCGGT ACGCCGGAAAAGGT G
I NL MTY MAEEVREI L ARL GYRSLHEI
ATCAATCTGATGACCTATAT GCCCGAAGAAGT GCGCGAGAT ACT GEGCGCGCCT CGECTAT CGCTCGCTGCACGAGATCATC
GRTELILWRQVSRGAEMHLUDUDLUDLNPI L AK
GGECCGTACCGAGCT GCTCCGCCAGGT CAGCCGCGECGCCGAGCAT TTGGATGATCTCGACCT CAACCCGATTCTGGCCAAG
VD APDTARSZFNLWPTMHRNEVZPDSLDAROQWM
GTCGACGCGCCCGATACCGCGCGCAGT TTCAACCT GCCAACCCAT CGCAACGAAGT GCCCGACAGT CTCGATGCGCAGATG
Il VDAQPVFERREIKMQLTYTVRNTMHRAYV
ATCGT CGATGCCCAGCCAGT AT TCGAACGGCGEGAGAAAAT GCAGCT GACCTAT ACGGT GCGCAACACCCACCGCGCGGETC
GTRFSAEVTAKYGMTNLAEUDMHVHVRLR
GGCACGCGCT TCTCGECCGAGGT CACCGCCAAAT AT GGCATGACAAAT CTCGCCGAAGAT CATGT CCACGT CCGCCTGCGEC
GSAGQSLGAFLCQGI TLEI FGDANDYYV
GGATCCGCCGECCAATCCCTTGECGCCT TTCTCTGT CAGGGGAT CACGCT CGAGATAT TCGECGACGCCAATGACTATGTC
GKGLCGGKI VVRPMVSSPLTSOQANTI I
GGCAAGGGT CTGT GCGGECGECAAGAT TGT CGT GCGGECCGAT GGT CAGCT CACCGCT CACCT CCCAGGCCAATACGATCATC
GNTVLYGATSGQLYAAGQAGEWRTEFAVR RN
GGCAATACCGT GCTCTAT GECGCGACCT CTGECCAGCT CT AT GCCGCGGEGACAGECGEEECGAGCGT TTTGCCGT ACGCAAT
S GADVVVEGC CGANG
TCCGECGCCGATGT CGT GGT CGAGGECT GTGGTGCCAATGGEC
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Anhang

E. siliculosus a-GOGAT A2 (EsilA2)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1174

Yy SI EDLAQLI1I YDLIKQI NPRARVZCVKIL
CTATTCGATCGAAGATCTGECGCAACTGATCTATGAT CT CAAGCAGAT CAACCCGCGCGCGECGEGT CTGCGT CAAGCTG
v S S AGI GT I A A AV AKAHADVI LI S GNT
GTCTCCTCGGECCGGT AT CGGGACGAT TGCCGCAGCGGT GECCAAGGECCCATGCCGATGT CATCCTGATCTCCGGCAATACC
GGT GASPQTSI KFAGTUPWEMMGL S EANDQ
GGECGECACT GECGCGT CGCCGCAGACGAGT ATCAAAT TTGCCGGT ACGCCCT GGGAAAT GGGACT CAGCGAAGCCAATCAG
V1L TLNGLWRHRYKLRTDSGSGLIKTGRDI VI
GTACTCACCCT CAACGGCCT GCGCCACCGEGT GAAAT TGCGCACCGACGECGEECT CAAGACCGECCGTGACATCGTCATC
AAAI L GAEEFGI GTL SLVAMGCI MV RAOQZC
GCCGCGATTCT GEECGECCGAGGAAT TTGGECAT CGGCACGCT CAGCCT TGTCGCCATGEECTGTATCATGGT CCGGCAATGC
HSNTU CPVGVY CVQDEI KILREIKTFT GTPE KV
CACAGCAATACCT GT CCGGT CGEGEGT CTGT GT CCAGGAT GAAAAACT GCGCGAAAAAT TCACCGGT ACGCCGGAAAAGGT G
I NL MTY MAEEVREI L ARL GY RS L HEI
ATCAATCTGATGACCTATAT GCCCGAAGAAGT GCGCGAGAT ACT GEGCGCGCCT CGECTAT CGCTCGCTGCACGAGATCATC
GRTELILWROQVSRGAEMHLUDUDLUDLNPI L AK
GGCCGT ACCGAGCT GCTCCGCCAGGT CAGCCGCGGECECCGAGCAT TTGGATGATCTCGACCT CAACCCGAT TCTGGCCAAG
vV D APDTARSFNLWPTHRNEVZPDSLDAR QWM
GTCGACGCGCCCGATACCGCGCGCAGT TTCAACCT GCCAACCCAT CGCAACGAAGT GCCCGACAGT CTCGATGCGCAGATG
I ADAQPVFERREKMQLTYTVRNTMHRAYV
ATCGCCGAT GCCCAGCCAGT AT TCGAACGECGEGAGAAAAT GCAGCT GACCT ATACGGT GCGCAACACCCACCGCGCGGTC
GTRFSAEVTAKYGMTNLAEUDMHVYVHVYVRLR
GGCACGCGCT TCTCGECCGAGGT CACCGCCAAATAT GGCATGACAAAT CTCGCCGAAGAT CATGT CCACGT CCGCCTGCGEC
GSAGQSLGAFLCQGI TLEI FGDANDYYV
GGATCCGCCGECCAATCCCT TGECGCCTTTCT CTGT CAGGGGATCACGCT CGAGATAT TCGECGACGCCAATGACTATGT C
GK GLCGGKI VVRPMVSSPLTSQANTI I
GGCAAGGGT CTGT GCGECGECAAGAT TGT CGT GCGGECCGAT GGT CAGCT CACCGCT CACCT CCCAGGCCAATACGATCATC
GNTVLYGATSGQLYAAGQAGEWRTEFAVR RN
GGCAATACCGT GCTCTATGECGCGACCT CTGECCAGCT CTAT GCCGCGEGACAGGECGEEGECGAGCGT TTTGCCGTACGCAAT
S GA DV VYV EGZCGANG
TCCGECECCGATGT CGT GGT CGAGGECT GT GGTGCCAATGGEC

G.theta a-GOGAT A1 (GtheAl)

G 6Re:

79
160
241
322
403
484
565
646
727
808
889
970

1051

1132

1173

Yy SI EDLAQLI1I YDLIKQI NPRZCKWVTVKHL
TATTCGATCGAAGACCT TGCGCAGT TGATCTAT GACCT CAAGCAGAT CAACCCGCGCT GCAAGGT GACGGTCAAGCTT
vV ASS GV GTI AAGV AKAKADVI LI S GHN
GTI'CGCGTCTTCTGGECGT CGECACGAT TGCGECCGGT GT GECCAAGECCAAGGECGGACGT GATCCTGATTTCCGGCCACAAC
GGT GASPATSI KYAGLZPWEMMGLTEAHDAOQ
GGTGECACCGECGECGT CGCCTGCGACCT CGATCAAATAT GCCGGT CTGCCT TGEGAAAT GGGT CTGACCGAAGCGCATCAG
vV51%SMNIKLRDARYTLRTDGGLRTGRDI VM
GTTCTGI CGAT GAACAAGCT GCGGGAT CGT GT GACCCT GCGGACCGACGGT GGT CTGCGCACGEECCGTGACATCGTCATG
AAML GAEEYGI GT AALI AMGCI MV RAOQZC
GCTGCGATGI TGEGT GCCGAAGAGT ACGGCAT CGGGACAGCGECGCT GATCGCGATGEECTGTATCATGGT CCGTCAGT GC
QS NTCPV GV CTAQDESLIRAKTEFEFTGNADKV
CAGTCGAACACCT GCCCGGT TGGT GT GT GTACGCAGGAT GAAT CGCT GCGGGECCAAGT TTACT GGCAATGCGGACAAAGT G
VNLI TFYAQEVRDVLASI GARSTLUDEVI
GTGAACCTGATCACGT TCTATGCGCAGGAAGT GCGEGACGT GT TGECCT CTAT CGECGCACGGT CGCTGGACGAAGT GATC
GRADLL SQVSRGSDHLDIDLUDLNPLTLI R
GGCCGEECCGAT CTGCTCAGCCAAGT CAGCCGT GEGT CGGATCACCT GGACGAT CTGGACCT CAACCCGCTTCTGATCCGT
v DGsSDDI VYDRNIKPRNAVZPDTLDATEI V
GTCGATGGATCGGACGACAT TGT CTACGACCGCAACAAGCCGCGCAAT GCGGT GCCGGATACTCTGGATGCGGAAATCGT G
R DAARZFLEEGEIKMQLSY AV QNTHRTVG
CGCGAT GCGECGCGGT TCCT TGAGGAGGEGT GAGAAGAT GCAACT GT CCT ACGCGGT GCAGAACACGCACCGGACTGTAGEC
T RTSSHI VRKFGMRNALOQPNHILTVKIL
ACACGCACCT CGT CCCACAT CGT TCGCAAGT TCGGGAT GCGCAACGCGCT GCAGCCGAACCACCT GACGGT CAAACTCATT
G S AGQSLGAFAAPGL I KLEVSGDANDYYV
GGTTCTGCGEECCAGT CGCTGEECAECGT TTGCCGECT CCGEEECT CAAGCT CGAAGT CTCAGGT GATGCCAACGACTATGTC
GK GL SGGTI VVRPPMMSPLVAANNTI I
GGCAAAGGT TTGT CAGGGEECACGAT CGT GGT GCGT CCGCCGAT GATGT CGCCT CTGGT GGCGECCAACAATACGATCATC
GNTVLYGATDS GYLFAAGRAGEWRTEFAVR RN
GGCAACACCGT TCTGTAT GEEGECGACT GACGECTACCT CT TTGCGECGEECCECECAGECGAGCGCT TTGCCGT GCGGAAC
S GA KV VYV EGT CGS SN G
TCCGECCCGAAAGT GGT GGT CGAGGECT GT GGT TCGAACGGT
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Anhang

G.theta a-GOGAT A2 (GtheA2)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1174

Yy SI EDLAQLI1I YDLIKQI NPGVIKVCVKHL
CTACAGTATCGAGGATCTGECGCAGCTCATCTATGACCT CAAGCAGAT CAAT CCGGGCGT CAAAGT ATGCGT CAAGCTG
vV AQS GV GTI AAGVYVY AKAKADVI L I S GHN
GT'GECGCAAT CCGGT GT GEECACGAT TGCCGCCGGT GT GECCAAGGCCAAGGECAGATGT GATCCTGATTTCCGGGCATAAT
GGT GASPATSI KYAGLZPWEMGLTEAHDAQ
GGTGECACCGGECGCAT CCCCCGCAACGAGCAT CAAATAT GCCGGECCT GCCGT GEGAAAT GEGCCT GACCGAGGECGCATCAG
V1SMNNLIRERI TLRTWDSGGLRTGRDI VM
GTGCTGAGCATGAACAAT CT GCGCGAGCGGAT CACGCT GCGCACCGAT GEBCGEECT GCGCACCGEECGECGATATCGTCATG
AAMMGAETEYGI GT AALI AMGCI MV RAOQZC
GCGGCGAT GAT GEEGEGECCGAGGAAT AT GGCAT CGGAACCGCAGCGCT GATCGCGATGEECTGTATCATGGT GCGTCAGT GC
QS NTCPV GV CTQDEALIRAKZEFEFTGNADKV
CAGT CGAACACCT GTCCCGT GEGECGT TTGCACGCAGGACGAGGECGECT GCGCGCCAAGT TCACCGGECAATGCCGACAAAGT G
vV NLI TFYAQEVREI L ASI GARSTLUDEVI
GIGAACCTCATCACTTTCTACGCGCAGGAGGT GCGEGAAAT CCTTGCCTCTATCGGT GCGCGCAGCCT TGATGAGGTGATC
GRADLLTOQQVSRGSAHLUDDLUDLNPMLI T
GGGCGEECEGAT CTACT GACGCAGGT GTCGCGCGGEGT CGECGCAT CTGGATGATCT TGACCT CAACCCGATGCTGATCACC
VD GAQHOQRYDRLIKPRNEVPDTLDAEI V
GTCGAT GGGEGECGCAGCAT CAGCGCT AT GACCGECT CAAGCCGCGCAACGAGGT GCCCGATACGCT GGACGCCGAAATCGT G
R DAARZFLNDGEIKMQLHYAVQNTHRTVG
CGCGATGCCGCGCGGT TCCTGAACGAT GGT GAGAAGAT GCAGCT GCAT TAT GCGGT GCAGAACACGCATCGCACCGTGGEC
T RVSSHI VRRFGMRNSLOQPDMHLTVKILT
ACGCGGGT TTCCAGCCATAT CGT GCGCAGGT TCGGAAT GCGCAAT AGCCT TCAGCCGGAT CACCT GACGGT CAAGCTGACG
G S AGQSLGAFAAPGLI KI EVSGDANDYYV
GGAAGT GCGGEECAGAGCCT TGEEECCT TTGCCECGECCEEECCT CAAGAT CGAGGT CTCGEGECGACGCCAATGACTATGT G
GKGL SGATI VVRPPMASZPLVAAENTI I
GGCAAGGGCCT GT CGEEEECAACCAT CGT GGT ACGCCCACCAAT GGCCAGCCCGCT GGT TGCCGCCGAAAACACGATCATC
GNTVLYGATDG GYLZFAAGRAGERTEFEFAVR RN
GGCAATACCGT GCTCTATGECGCGACCGATGGECTATCTCT TTGCCGCGEECCGT GCTGECGAACGCT TTGCCGT GCGCAAT
S GA KV VI EGCGS NG
TCGGGT GCAAAGGT GGT GAT CGAGGECT GCGECAGCAATGGEC

C. carterae a-GOGAT A1 (CcartAl)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1174

Yy S| EDLAQLI YDLIKQI NPRARWVTCVKHIL
CTATTCGATCGAAGATCTGGECGCAACTGATCTATGATCTCAAGCAGAT CAACCCGCGCGCGECGEGEGT CTGCGTCAAGCTG
VS SAGI GTI AAGVAKAHADVI LI S GNT
GTCTCCTCGGCCGGTATCGEGACGAT TGCCGCAGGECGT GGCCAAGGCCCAT GCCGATGT CATCCTGATCTCCGGECAATACC
GGTGASPQTSI KFAGTWPWEMMGL S EANDQ
GGCGECACTGECGCGT CECCGCAGACGAGT AT CAAAT TTGCCGGT ACGCCCT GGGAAAT GGGACT CAGCGAAGCCAATCAG
v 1L TPNGLWRHRYKLRTDGGLIKTGRUDI VI
GTACTCACCCCCAACGGECCT GCGCCACCGGEGET GAAAT TGCGCACCGACGECGEEGECT CAAGACCGGECCGTGACATCGT CATC
AAAIl L GAEEFGI GTLSLVAMGCI MVRAOQC
GCCGCGAT TCTGEECGCCGAGGAAT TTGECAT CGECACGCT CAGCCT TGT CGCCATGGEGECTGTATCATGGT CCGGCAATGC
HSNTI CPV GV CV QDEIKLREIKZFTGTWPE KV
CACAGCAATACCT GTCCGGT CGEGGT CTGT GT CCAGGAT GAAAAACT GCGCGAAAAAT TCACCGGT ACGCCGGAAAAGGT G
I NL MTY MAEEVREI L ARL GYRSLHEI
ATCAATCTGATGACCTATAT GGCCGAAGAAGT GCGCGAGAT ACT GGCGCGCCT CGECTATCGCTCGCTGCACGAGATCATC
GRTELLWROQVSRGAEMHLUDUDLUDLNZPI L AK
GGECCGTACCGAGCT GCTCCGCCAGGT CAGCCGCGECGCCGAGCAT TTGGATGATCTCGACCT CAACCCGATTCTGGCCAAG
VD APDTARSZFNLWPTMHRNEVZPDSLDAROQWM
GT CGACGCGCCCGATACCGCGCGCAGT TTCAACCT GCCAACCCAT CGCAACGAAGT GCCCGACAGT CTCGATGCGCAGATG
I ADAQPVFERREIKMQLTYTVRNTMHRAYV
ATCGCCGATGCCCAGCCAGT AT TCGAACGGECGEGAGAAAAT GCAGCT GACCTAT ACGGT GCGCAACACCCACCGCGCGGTC
GTRFSAEVTAKYGMTNLAEUDMHVHVRLR
GGCACGCGCT TCT CGECCGAGGT CACCGCCAAATAT GECATGACAAAT CTCGCCGAAGAT CATGT CCACGT CCGCCTGCGC
GSAGQSLGAFLCQGI TLEI F GDANDYYV
GGATCCGCCGECCAATCCCTTGECGCCT TTCTCTGT CAGGGGAT CACGCT CGAGATAT TCGGCGACGCCAATGACTATGTC
GKGGLCGGKI VVRPMVYSSPLTSOQANTI I
GGCAAGGGT CTGT GCGECGECAAGAT TGT CGT GCGECCGAT GGT CAGCT CACCGCT CACCT CCCAGGCCAATACGATCATC
GNTVLYGATSGQL Y AAGQAGERTFAVR RN
GGCAATACCGT GCTCTAT GECGCGACCT CTGECCAGCT CT AT GCCGCGGEGACAGECGEECGAGCGT TTTGCCGT ACGCAAT
S GA DV VYV EGCGANG
TCCGGCGCGGATGT CGTGGT CGAGGEECTGTGGTGCCAATGEC
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Anhang

C. carterae a-GOGAT A2 (CcartA2)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1171

Yy SI EDLAQLI1I YDLIKQI NPEARVTCYVKIL
CTATTCCATCGAGGATCTGECGCAGCTGATCTATGACT TGAAGCAGAT TAAT CCTGAAGCACGGGT CTGCGTGAAATTG
V AKAGI GT V AAGVAKAHADTI L I S GH S
GT CGCAAAGGCCGGEGAT CGECACGGT TGCCGCAGEEGET CGCCAAGGECCCATGCCGATACGATCCTGATTTCCGGTCATTCC
GGT GASPQTSI KYAGLUPWEMGLAEAHDAQ
GGECGGAACCGGT GCCTCGCCCCAGACCT CCATCAAAT AT GCGGEGECCT GCCGT GEGAAAT GGGT CTGECAGAGGCACATCAA
vV 1L TLNGLRHRVRLRTDSGSGI RTGRDVVI
GTGCTGACGCT GAACGGAT TGCGCCACCGCGT GCGGECT GCGCACCGAT GBCGECAT TCGCACCGGT CGCGATGT GGTCATC
AAAIl L GAEEYGI GTASLVAMGCI MV RAOQZC
GCCGCCATTCTAGGCGCAGAAGAGT ATGGT AT CGGGACCGCCAGCCT TGTCGCCATGEECTGTAT CATGGT GCGGCAATGC
HSNTU CPVGVY CTOQDEWRLI DKFSGSUPE KV
CATTCCAATACCT GCCCGGT CGEGEGT CTGTACCCAGGATGAACGCCTGATTGATAAAT TCAGT GGATCGCCGGAAAAGGTC
M NLFSFVAEEVREI L SRLGARSTLSDII I
ATGAACCTGT TCAGT TTCGT TGCAGAAGAGGT TCGCGAGAT TCT GT CCCGCCT GEGECGCGECGAT CGCTCAGCGACATTATC
GRTELLAQVSRGADMHLUDUDLUDTLNZPLILTRQ
GGGCGCACGGAAT TGCTGECCCAGGT CAGCCGEEGECECGGAT CAT CTGGAT GATCTGGACCT GAACCCCCTGCTGACCCAA
P GMVRGVFPTEAEGRNSVPETTLUDAL MI
CCGGGCATGGT GCGCGGT GT CT TCCCGACAGAGECGGAAGGECCGCAAT TCAGT GCCAGAAACAT TGGATGCGCTGATGATC
QDAENLUFRDREIKMQL QYNNI RNTYRAI G
CAGGATGCGGAAAACCT GT TCCGCGACCGGEGAGAAAAT GCAGCT TCAATACAATAT CCGAAACACCT AT CGGGCAATCGEC
T KI 8 S KI TRQFGMKALIRPGHLTVRMRG
ACAAAGAT CTCCTCCAAGAT CACCCGT CAGT TCGGCAT GAAAGCCCT GCGCCCGEGT CATCTGACCGT ACGCAT GCGCGGA
S AGQSL GAFAVQGLIKLEVLGDANDYVOG
TCGGCCGEGECAAT CCCTGEEEECGET TTGCCGT GCAGGGAT TGAAGCT GGAAGT TCT GGECGATGCCAATGACTATGT CGEC
K GL S GGGEI VI RPI TTSPLESNIKNAI 1T G
AAGGGAT TAAGCGGCGGT GAAATTGT TATCCGCCCAAT CACCACCAGT CCGT TGGAAAGCAACAAGAACGCGATTATCGGEC
N TCLYGATUDU GRLFAAGMAGDR RFAVRNS
AATACCTGT CTGTATGGEECAACCGAT GGT CGCCTGT TTGCGECCGECAT GEGCGEEEGAT CGGT TCGCGGTACGAAATTCC
GAYTVVEGVGSNG
GGTGCTTATACCGT TGTGGAAGGECGT CGGGTCGAATGEC

A. acetabulum Fd-GOGAT (AaceFd)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1203

Yy Sl EDLAQL I YDLMHOQVNIKDAIKVYVSVEIL
CTATTCCATAGAGGATTTGGCTCAACTTATTTATGATTTACATCAGGT AAATAAAGAT GCCAAGGTATCAGTAGAGCTT
VAEAGI GTVASGVAKANADVI QI S GHD
GTCGCAGAGGECTGGTATTGECACTGT TGCATCTGGAGT TGCTAAAGCAAACGCTGATGT GATCCAAATCAGT GGACATGAT
GGT GASPI §SSI KHAGGPVEMGLAEVHDAQ
GGTGGTACTGGT GCCTCACCAATATCTTCCAT TAAGCAT GCTGECGGT CCTGT AGAGAT GGGAT TGGCTGAAGT GCATTAA
I L T QNELWRERVVLRCDG GGMRSGRDWVI V
ATTTTGACACAGAACGAGT TACGT GAACGT GTGGT CCTTAGAT GT GATGGT GGT AT GCGAAGT GGAAGGGATGT TATTGT G
S AALGADEYGFGTVAMI ATGCI MARYVC
TCCGCAGCACT TGGAGCTGATGAATATGECTTTGGTACTGTCGCTATGAT TGCTACAGEGT GTATTATGECTCGTGTATGC
HTNNCPVGVASQREUDLRARFPGAPGT DL
CATACTAACAACT GCCCAGTAGGT GTAGCT TCCCAACGT GAAGATCTAAGAGCTCGT TTCCCTGGTGCTCCTGGTGATCTT
VNFFQMI AEEVRMETLS SRLGLIKSTLDDITLI
GTCAATTTCTTCTAAATGATTGCTGAAGAAGT TAGAATGGAGCT TTCCAGACT TGGT TTAAAATCCT TGGACGACTTAATC
GRADLULIKQRDNI I $KTZFGLDLSZFLTTY
GGCCGTGCAGACCTTCTTAAGTAGCGT GATAACATAATTTCAAAAACT TTCGGATTGGATCTTTCTTTCCTCACTACTTAC
GGATDASSSRI AQETMHSNSGH®PI L DDFETI L
GGTGGAGCTACCGATGCATCCTCCTCCCGAAT TGCCCAAGAGACACATTCAAATGGACCAATTTTGGATGATGAAATTTTG
NDTELULOQAI ENGTSVERTYDI VNTUDRA
AATGACACTGAACTTCTTTAAGCCATTGAAAACGECACATCCGT TGAGCGAACT TACGATATTGT TAATACAGATCGT GCA
V1 GRVAGAI AKKWGDNGTFZPGETI KL NWLK
GTTCTTGGACGT GTCGCTGGTGCTAT TGCCAAAAAAT GGGGT GATAATGGAT TCCCTGGAGAAATCAAGT TGAACT TGAAG
GS GGGCSSFCFSVRGLVI HL EGEANDY.I
GGATCCGGTGCCTAGTCATCATTTTGCTTTTCTGI TCGAGGT TTGGT TATCCATTTAGAAGGT GAAGCAAACGATTATATT
GKGMAGGDI TI VPPAGTI KEFDZPSTASI V
GGTAAGGGTATGGECT GGAGEGEGACATTACCAT TGTACCCCCAGCAGGTACCAAATTTGACCCTTCAACTGCTTCCATTGT T
GNTTCLYGAT GGNI YVNGRAGERTEFGVRN
GGTAATACATGCTTGTATGGAGCAACT GGTGGAAATAT CTATGT AAAT GGCCGT GCAGGT GAAAGGT TTGGTGTCAGAAAT
S MAEAV YV EGAGDMHTC
TCTATGGCTGAAGCTGI TGT TGAGGGAGCAGGT GACCACTGT
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Anhang

A. acetabulum N-GOGAT (AaceN)

G 6Re:

80
161
242
323
404
485
566
647
728
809
890
971

1052

1133

1168

Y SI EDLAQLI HDLKIKARUDARI S VKLYV
CTATTCGATTGAGGATTTGGCATAGCTGATCCATGAT T TAAAGAAAGCT CGT GATGCCAGGATCAGCGT CAAGCTAGT G
S K AGVGGTI AAGVAKGAADVI VVSGYDSG
TCAAAAGCAGECGT GGECACGAT TGCAGCCGGT GT GGCCAAAGGT GCCGCAGATGT CATCGT TGT CAGCGEGTATGATGEC
G T GASPKTSI KHTGLPWETULGLAEAHA~GQT
GGTACGGGTGCATCACCAAAAACAAGT ATCAAACATACGGEGT CTTCCT TGEGAGCT TGECCT TGCTGAAGCACACTAAACA
L ML NGLRSRVVL ETU DG GIKILMTGRUDVVMA
TTGATGCTGAATGGCCTGCGCAGCCGT GTAGT CCT TGAAACGGACGGGAAAT TAAT GACGGGACGCGACGT TGT CATGGCG
Al L GAEEFGFATAPLVVL GCVMMRATCH
GCAATCCTTGGAGCGGAAGAAT TCGGECT TTGCTACGGECACCGCT TGTGGTACT TGECTGTGTCATGATGCGTGCTTGTCAT
L DT CPV GV AT QNPELRSIKZFTGDUZPUDHVYV
TTGGATACATGT CCAGT CGEEGT CGCTACT TAAAACCCT GAGCT TCGCAGCAAAT TCACT GGAGATCCGGATCATGT CGT G
NF MRFI AEEVRETMAETLGFRTILETEWMVG
AATTTCATGCGCT TCATCGCT GAGGAAGT GCGGGAAACGAT GGCTGAGCT TGGT TTTAGAACACTAGAGGAGATGGTCGEC
R TDVL QASERAQNHWKAKMHLUDTLTTULL F
CGCACTGATGI TTTACAAGCGAGCGAGCGT GCACAAAACCAT TGGAAAGCGAAGCATCTGGACT TGACGACACTTCTTTTC
QPEGI RTYQLPAQNHIKI DESLUDI REI L P
CAACCGGAGGEGEGATACGTACGTATCAACT TCCGCAAAACCATAAAAT TGACGAATCCTTAGATATCCGTGAGATTTTACCT
VVQPALNDOQQTQVDVSFZPI TNVNRVYVGT
GTI'GGTGCAGCCTGCTTTAAATGATCAAACCT AAGT GGATGT CAGCT TCCCGATTACAAACGT GAACCGT GTGGTGGGAACG
Il V6 S EV SKRYGEDG GLW®PEDTI TLRFTG S
ATCGT CGGCAGT GAAGT ATCCAAACGCT ATGGGGAAGAT GGGT TGCCT GAAGATACGATCACACT TCGCT TTACGGGATCG
AAGQSFGAFI PKGMSMYULTGDVNDYVGHK
GCGGGCCAGAGCT TCGGT GCGT TCAT TCCAAAAGGAAT GT CGATGT AT TTGACAGGT GATGTCAATGACTATGT TGGGAAA
GL SGGKI I vVTAPSGNIQI EAGDNVI AGN
GGATTATCTGGCGGAAAGAT CATTGT CACGGCACCT TCTGGGAAT CAGAT TGAGGCCGGEGEGACAATGTAAT TGCCGGTAAT
I ALY GATS GEAYI|I NGRAGERFAVRNSG
ATCGCCTTATACGGT GCAACAAGCGECGAGECCTACAT TAAT GECCGT GCGEGAGAACGAT TTGCCGT ACGGAACAGT GGA
VNV VYV EGI GDWHSEG
GTCAATGTCGT GGT TGAAGGAATTGGAGACCATGGEC

C. paradoxa Fd-GOGAT (CparFd1l)

G 63e:

79
160
241
322
403
484
565
646
727
808
889
970

1051

1132

1176 bp

Yy SI EDLAQLI1I YDLMHQI NEAAKVSVKHL

TACTCGATCGAGGACCT TGCACAGCTCATTTATGACCT GCAT CAGAT CAACGAGGCCGCTAAGGT CTCGGTCAAGCTT
v S EI 6G6I 6T VAAGVAKANADAI QI P GHD
GTICTCCGAGATCGGCATCGECACCGT TGCTGCTGGT GTCGCGAAAGCCAACGCT GACGCCATCCAGATCCCGGEGECCATGAC
GGT GASPI §S$SI KHAGGPWEMGL S EV QR
GGTGGCACTGGT GCCTCGCCAAT T TCGT CAAT CAAGCACGCCGECGECCCCT GEGAGAT GEGT CTCTCGGAGGT GCAGCGC
V., LENGLRDRVYVYVLRVDS GGFI KT GNDVLYV
GTGCTGCTTGAGAACGGECCT TCGCGAT CGCGT GGTGCTCCGT GT CGATGECGGAT TCAAGACCGECAATGATGT CCTTGTC
GALMGGDEYGFGSI AMI ATGCI MARYVC
GGTGCCCTGAT GEECGGT GACGAGT ACGGCT TCGGECT CGATCGCCAT GATCGCCACAGGCT GCAT CATGGECACGCGTCTGC
HTNNCPVGVASQREUDLRQRFPGVPGD.I
CACACAAACAACT GCCCCGT CAECGT TGCT TCCCAGCGCGAGGACCT CCGT CAGCGCT TCCCCGECGT CCCCGEGEGACATC
VNFFMAVAETETWRELILASMGY RSILDEVI
GTGAACTTCTTCATGGECCGT CGCGGAGGAGACT CGCGAGCT GCT TGCCT CGATGGEGECTACCGCAGCCTCGACGAAGT CATT
GRVDLLIKPRDG GLRLAKTUDSVSLUDYULILS
GGGCGCGTGGATCTTCTCAAGCCGCGCGACGEGT TGCGT CTGECCAAGACCGACAGCGT GTCGCTCGACTATCTGCTGT CG
T PV PADRSWYVKQPETAHSNGZPVL DD EI
ACCCCCGT GCCCGCCGACCGCT CCTGEGT CAAGCAGCCT GAGACGECCCACT CAAATGECCCGGT CCTTGACGACGAGATC
L ADQEI KTAI ESHOGTVNIKTI KI TNVDR
CTCGCCGACCAGGAGATCAAGACAGCCAT CGAGT CGCATGGCACCGT CAACAAGACCAT CAAGATCACCAACGT GGACCGC
S VGARVY SGQI AV RY GDRUGFIKGKTULNLNF
TCGGTTGGT GCACGCGT GT CGEECCAGAT CGCTGT TCGCTAT GGCGACCGT GECT TCAAGGECAAGCT TAACCTCAACTTC

V GA AGQSFGAFI VDGMRMRI EGETCNGY
GT'CGGCGCGGECTGECCAGT CCTTTGGT GCCTTCATCGT TGATGGCAT GCGCAT GCGCAT CGAGGGECGAGT GCAACGGT TAC
V GK GMNGGEI TVVPPSGSSI SPSE S VI

GTTGGCAAGGGECATGAACGGT GGCGAGAT CACCGT TGT CCCGCCT TCAGGCTCGT CCATCAGCCCCTCGGAGT CTGTCATT
vV GNTCLY GSTGGRMFAYGRAGERTFGVR
GT'GGECAACACCT GCCTGTACGGECT CGACGEGT GEECGCATGT TTGCCT ACGECCGCGCAGGAGAGCGT TTCGGAGT CCGC
NS L GTAVV EGTGDHZC
AACTCGCTCGGECACGGECCGT TG GGAGGECACTGGTGACCACTGC
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7.7 Clustal W Sequenz Alingment

A thaliana Fdl YSI EDLAQLI FDLHQ NPNAKVSVKLVAEAG GTVASGVAKGN- ADI | QF SGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVWELGLTETH
A. thaliana Fd2 YSI EDLAQLI FDLHQVNPKAKVSVKLVSETGA GTVASGVAKAN- ADI | Q SGYDGGTGASPI SSI KHAGGPWELGLAETQ
C. caldarium Fd YS|I EDLAQLI FDLHQVNPECKVSVKLVSEI GVGTI AVGVAKAG- AEI | Q SGHDGGTGASPL SSI KHAGVPWVEL GLHEVH
G max YSI EDLAQLI FDLHQVNPKAKVSVKLVAEAG GTVASGVAKGN- ADI | QF SGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVEL GL TESH
Z. mays YSI EDLAQLI YDLHQ NPKAKVSVKLVSEAG GTVASGVSKAN- ADI | QF SGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVELGLTETN
P. silvestris YSI EDLAQLI FDLHQVNPMAKVSVKLVAEAG GTVASGVAKGN- ADI | Q SGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVELGLTETH
A spirogr. Fd YSI EDLAQLI FDLHQ NPDAQVSVKLVASLG GTI AAGVAKGN- ADI | Qf SGHDGGT GASPL SSI KHAGAPWDVGLAEVH
P. aerugin. Fd YSI EDLAQLI FDLHQ NPKAPVSVKLVAEVG GTI AAGVAKAN- ADI | Qf SGHEGGTGASPLSSI KHAGSPWELGLTEVH
P. purpurea YSI EDLSQLI FDLHQ NPTAKI SVKLVSEI G GTlI AAGVAKGN- ADI | QF SGHDGGTGASPL SSI KHAGSPVEL GLSEVH
S. ol eracea YSI EDLAQLI YDLHQ NPKAKVSVKLVAEAG GTVASGVAKGN- ADI | QVSGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVEL GLSETH
Anabaena YSI EDLAQLI YDLHQ NPKAQVSVKLVAEI G GTI AAGVAKAN- ADI | Q SGHDGGTGASPL SSI KHAGSPWVEL GL SEVH
Nost oc YSI EDLAQLI YDLHQ NPKAQVSVKLVAEI G GTI AAGVAKAN- ADI | Q SGHDGGTGASPL SSI KHAGSPVEL GLSEVH

Synec hocyst Fd YSI EDLAQLI YDLHQ NPEAQVSVKLVAEI G GTI AAGVAKAN- ADI | QF SGHDGGTGASPL SSI KHAGSPWEL GVTEVH
rhei nhardtii YSI EDLAQLI YDLHQVNPRAKVSVKLVAEAG GVWASGVAKAN- ADI | QVSGHEGGTGASPI SSI KHAGGPVEMGLAETH
acetabul . Fd YS|I EDLAQLI YDLHQVNKDAKVSVELVAEAG GTVASGVAKAN- ADVI Q SGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVEMGLAEVH
par adoxa YSI EDLAQLI YDLHQ NEAAKVSVKLVSEI G GTVAAGVAKAN- ADAI Q PGHDGGTGASPI SSI KHAGGPVWEMGL SEVQ
aeol i cus YSI EDLAQLI HDLKQANPFARVCVKLVAERGVGT | AAGVAKAY- ADWQ SGAEGGTGASPYSSI KNAGNYWEI GLTETQ
coli YSI EDLAQLI FDLKQVNPKAM SVKLVSEPGVGT| ATGVAKAY- ADL| TI AGYDGGTGASPL SSVKYAGCPWEL GLVETQ
aer ugi nosum YS| EDLSQLI FDLKQVNPKALVSVKLVAEAGVGT| AAGVAKAY- ADL| TI SGYDGGTGASPL TSI KYAGAPVWEL GLAETH
ella YSI EDLAQLI YDLKQVNPQALVSVKLVSHVGVGTI AAGYWKAG- ADLI TVSGHDGGTGASPI SSI RYAGVPVEL GVAEVH
carterae A2 YS|I EDLAQLI YDLKQ NPRARVCVKLVSSAG GTl AAGVAKAH- ADVI LI SGNTGGTGASPQTSI KFAGTPVWEMGL SEAN
spirogr. A2 YS| EDLAQLI YDLKQ NPRCKVTVKLVASSGVGTI AAGVAKAK- ADVI LI SGHNGGTGASPATSI KFAGL PVEMGL TEAH
spirogr. Al YS| EDLAHVI YDLKQ NPDCRVCVKLVAQSGVGTVAAGVAKAK- ADI | LI AGGVGGTGASAQTSI KYAGL PVEMGL AEAH
sphaeroi des YS| EDLAQLI YDLKQ NPRAKVTVKLVAASGVGTI AAGVAKAK- ADVI LI SGHNGGTGASPGT S| KYAGL PVNEMGL TEAH
carterae Al YSI EDLAQLI YDLKQ NPLLRVCVKLVSSAG GTI AAGVAKAH- ADVI LI SGNTGGTGASPQTSI KFAGTPVWEMGL SERN
carterae A2 YS| EDLAHVI YDLKQ NPGVKVCVKLVAQSGVGTI AAGVAKAK- ADVI LI SGHNGGTGASPATSI KYAGL PVVEMGL TEAH
cal darium Al YS|I ENLAQLI YDLKQ NPDCRVCVKLVAQSGVGTVAAGVAKAK- ADI | LI AGGVGGTGASPQTSI KYAGL PVNEMGL AEAH
carterae Al YS|I EDLAQLI YDLKQ NPEARVCVKLVAKAG GTVAAGVAKAH- ADTI LI SGHSGGTGASPQTSI KYAGL PVEMGL AEAH
theta A2 YSI EDLAQLI YDLKQ NPGVKVCVKLVAQSGVGTI AAGVAKAK- ADVI LI SGHNGGTGASPATSI KYAGL PVEMGL TEAH
silicul os. A2 YSI EDLAQLI YDLKQ NPRARVCVKLVSSAG GTI AAAVAKAH- ADVI LI SGNTGGTGASPQTSI KFAGTPVEMGLSEAN
spirogr. A3 YS|I EDLAQLI YDLKQ NPRARVCVKLVSSAG GTl AAAVAKAH- ADVI LI SGNTGGTGASPQTSI KFAGTPVEMGL SEAN
theta Al YSI EDLAQLI YDLKQ NPRCKVTVKLVASSGVGTI AAGVAKAK- ADVI LI SGHNGGTGASPATSI KYAGL PVEMGL TEAH
silicul. Al YSIEDLAQLI YDLKQ NPRARVCVKLVSSAG GTI AAGVAKAH- ADVI LI SGNTGGTGASPQTSI KFAGTPVEMGLSEAN
brasil ense YSI EDLAQLI YDLKQ NPDAKVTVKLVSRSG GTI AAGVAKAN- ADI | LI SGNSGGTGASPQTSI KFAGL PVEMGL SEVH
nobi lis YSI EDLAQLI YDLKQ NPNARVGVKLVSSAG GTl AAGVAKAH- ADSI M SGNVGGTGASPL TSI KYAGTPVEMGL SEAN
dani ca N1 YSI EDLAQLI HDLKNAQPTGEVSVKLVSEVGVGWAAGVAKAK- ADHI Tl SGGDGGTGAAAWT Gl KGAGLPVEL GLAEAQ
aer ugi neum N YSI| EDLAQLI FDLKNANRAARI NVKLVSKAGVGT| AAGVAKAK- ADVVLI SGFDGGTGASPI SSI KHAGLPVWELGLAETH
acetabul. N YSI EDLAQLI HDLKKAR- DARI SVKLVSKAGVGT| AAGVAKGA- ADVI WWSGYDGGTGASPKTSI KHTGLPVWEL GLAEAH
subtilis YSI EDLAQLI HDLKNANRDARI SVKLVSKAGVGTI AAGVAKAT- ADVI VI SGYDGGTGASPKTSI KHTGLPVEL GLAEAH
acetobutyl. YSI EDLAQLI YDLKNANTGARVSVKLVSECGVGTVAAGVAKGG AEVI LI SGYDGGTGASPKNSI KNAGL PVEL GLAEAH
gl utam cum  YS| EDLAQLI HDLKNANPRARI HVKLVAEQGVGTVAAGVSKAH- ADVVL| SGHDGGTGASPL TSLKHAGGPVEL GLAETQ
etli YSI EDLAQLI YDLKNVNPTSDVSVKLVSEVGVGTVAAGVAKAR- ADHI TVAGFDGGT GASPL TSFKHAGSPWEI GLAETQ
nechocyst N  YSI EDLAELI HDLKNANREARI NVKLVSEVGVGTI AAGVAKAH ADWLVSGYDGGTGASPQTSI KHAGLPVELGLAETH

hal odur ans YSI EDLAEL| HDLKNANPQARI SVKLVAGTGVGTI AAGVAKGR- ADHWVI SGYDGGTGAAARTS| KHAGLPVEI GLAETH

coelicor YSI EDLAQLI HDLKNANPQARI HVKLVSEVGVGTVAAGVSKAH- ADWLI SGHDGGTGASPL TSLKHAGGPWEL GLAETQ

t uber cul osus YSI EDLAQLI HDLKNANPSARVHVKL VSENGVGT VAAGVSKAH- ADVVLI SGHDGGT GATPLTSMKHAGAPVEL GLAETQ

chol er ae YSI EDLAQLI FDLKNANRKGRVNVKLVSEAGVGT| ASGVAKAK- ADWLI AGHDGGTGASPI SSI RHTGLPVWELGLAETH

radi odurans YS| EDLKQLI HDLKNVNPRADI SVKLVSEVGVGT| AAGVAKAK- ADHI VI AGHDGGTGASPWSSI KHAGTPVWELGLAETQ

dani ca N2 YSI EDLAQLI HDLKNANRDARI SVKLVSKAGVGTI AAGVAKGA- ADVI WSGYDGGTGASPKTSI KHTGLPVEL GLAEAH

el egans YSI EDLAQLI YDLKCANPVARVSVKLVSEAGVG VAAGVAKGN- ADHI TVSGHDGGTGASSWIGl KHAGL PVEL GVAETH
crassa YSI EDLKQLI YDLKCSSPRSRVSVKLVSETGVG VASGVAKAK- ADHI LI SGHDGGTGASRWIGl KYAGLPVEL GLAETH
cerevis. YSI EDLKQLI YDLKCANPRAG SVKLVSEVGVG VASGVAKAK- ADHI LVSGHDGGT GAARWT SVKYAGL PVEL GLAETH
ponbe YSI EDLKQLI YDMKSANPRARVSVKLVSEVGVG VASGVAKAK- ADHI LVSGHDGGTGASRWIGl KYAGL PVEEL GVAETH
sativa YSI EDLAQLI HDLKNANPAARI SVKLVSEAGVGVI ASGYWKGH AEHVLI SGHDGGTGASRWIGl KSAGLPVEL GLAETH
sativa YSI EDLAQLI HDLKNSNPRARI SVKLVSEAGVGVYWASGVYWKGH ADHVLI SGHDGGTGASRWIGl KNAGLPVEL GLAETH
jejuni YSI EDLAQLI YDLKHANKDAKI SVKLVSENG GTVAAGVAKAG- ANL| LVSGYDGGTGASPRTSI PHAG PVELGLAETH
tabacum YSI EDLAQLI YDLHQVNPRAKVSVKLVAEAG GTVASGVAKGN- ADI | Q SGHDGGTGASPVSSI KHAGGPVELGLTETH

spirogr. N1 YSIEDLAQLI FDPKNVNPSADI SVKLVSEVGVGTVAAGVSKAR- ADHVTI SGYEGGTGASPL TSI KHAGSPVEI GLAETH
thaliana N  YSI EDLAQLI HDLKNANPGARI SVKLVSEAGVGVI ASGVWWKGH ADHVLI AGHDGGTGASRWIGl KNAGLPVELGLAETH
siliculos. N YSI EDLAQLI FDLKNVNPQADI SVKLVSEVGVGTVAAGVAKARPPDHI TI SGFEGGTGASPL TSI KHAGAPWEL GLAETQ
boryanum N YSI EDLAEL| HDLKNANRDARI SVKLVSEVGVGT| AAGVSKAH ADWLI SGYDGGTGASPQTSI KHAGLPVELGLAETH
carterae N  YS| EDLAQLI HDLKNVNTGARVSVKLVSEVGVGTVAAGVSKAR- ADHLTI SGYDGGTGASPLTSL THAGSPWEI GLAETQ
cal darium N1 YSI EDLAQLI FDLKNVNPAADI SVKLVSEVGVGTVAAGVSKAR- ADHVTI SGYEGGTGASPL TSI KHAGSPVEI GLAETH
cal darium N2 YS| EDLAQLI HDLKNVNTGARI SVKLVSEVGVGTVAAGVSKAR- ADHLTI SGYDGGTGASPLTSL THAGSPWEI GLAETQ
spirogr. N2 YS|I EDLAQLI FDLKNVKPSSDI SVKLVSEI GVGTVAAGVSKAR- ADHVTI AGFEGGTGASPL TSI KHAGSPWEI GLAETQ
lactis YSI EDLSQLI FDLKKI NPYAKI NVKLVSSTGVGTI ATGCVKAG- ADKWVI SGYDGGTGASPRNSI RDAGL PVEMGLAEAH
sol fatorius YSI EDLGQRI EALKEAT- GRPVFVKVAATNYI PYI VSG ARMG- ADGVI | DGHGAGTGATPWVI RDNVGI Pl ELAI ASAD
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A thaliana Fdl KTLI GNGLRERVI | RVDGGFKSGVDVLI AAAMGADEYGFGTLAM ATGCI MVARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGL-
A. thaliana Fd2 RVLMENSLRRSLVLRVDGGLKSGADVLI GALMGAEEFGFGSI AM AEGCI MARI CHTNNCPVGVASQKEELRKR- FTd -
A spirogr. Fd CLLVENNLREKVI LRVDGGLRTGQDVVVAALLGADEYGFGTI AM AGGCI MARVCHTNSCPVGVATQKEELRVR- YPGV-
C. caldarium Fd QrILI ENGLRERVI LRVDGGFRSGVDVMVAAI MGADEYGFGSVAM ATGCVVARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGV-
G max QLI QONGLRERVWLRVDGGFRSGQDVL I AAAMGADEYGFGSVAM ATGCVMARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGV-
Z. mays SVLRKNGL RDRVL L RADGGL KSGADVWNVAAAMGAEEYGFGT | ALI AEGCI MARI CHTNKCPVGVTTQNEAL RKR- FVGT-
P. silvestris QTLI ENGLRERWLRVDGDFKSGVDVMLAAAMGADEYGFGSVAM ATGCl MARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGV-
P. aerugin. Fd KVLLENKLRNRVLLRVDGGLRTGCDI | MAALMGAEEFGFGTI AM ATGCl MARI CHTNSCPVGVATQREEL RAR- FPGV-
P. purpurea QLLAENQLRDRVTLRVDGGLRTGSDI VLAAI MGAEEFGFGTI AM ATGCl MARI CHTNKCPVGVATQREEL RAR- FSGV-
S. ol eracea QTLI SNGLRERVI LRVDGGELKCGVDVMVAAAMGADEYGFGSLAM ATGCVMVARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGV-
Anabaena TTLVENSLREKVI LRVDGGLRTCGKDI | | AALMGAEEFGFGTVAM ATGCVMARVCHTNNCPVGVATQRQDLRNR- FPA -
Nost oc QVLMENSLRRSLVLRVDGGLKSGADVL| GALMGAEEFGFGSI AM AEGCI MARI CHTNNCPVGVAS(KEELRKR- FTG -

Synechocyst Fd RVLMENQLRDRVLLRADGGLKTGADVVVAALMGAEEYGFGSI AM AEGCI MARVCHTNNCPVGVATQQERL RQR- FKGV-

C. rheinhardtii QTLVPNELRERVVLPVDGGVRNGRDVLVAALMGADEFGFGTVAM ATGCI MARVCHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGA-
A. acetabul. Fd Q LTONELRERVVLRCDGGVRSGRDVI VSAALGADEYGFGTVAM ATGCI MARVCHTNNCPVGVASQREDL RAR- FPGA-
C. paradoxa QVLLENGLRDRWLRVDGGFKTGNDVLVGALMEGDEYGFGSI AM ATGCI MARVCHTNNCPVGVASQREDL RQR- FPGV-
A. aeolicus RVLVENHLRDKI RVRVDGGFRTGKDVVI AALMGAEEFGFGTAAM AEGCVNVARI CHTNRCPTGVATQDPNYRKK- FKGK-
E. coli QALVANGLRHKI RLQVDGGLKTGVDI | KAAI LGAESFGFGTGPWAL GCKYLRI CHLNNCATGVATQDDKL RKNHYHGL -
P. aerugi nosum QTLRGNDLRGKVRVQTDGGLKTGLDVI KAAI LGAESFGFGTAPM ALGCKYLRI CHLNNCATGVATQNDKL RKDHY!1 GT-
Xylella QALVANDL RERTM. QT DGGLKTGLDVVKAAL L GANSFGFGTAPM VLGCKYLRI CHLNNCATGVATQDERLRANHFTGL -
C. carterae A2 QVLTPNGLRHRVKLRTDGGLKTGRDI VI AAl LGAEEFG GTLSLVAMECI MWRQCHSNTCPVGVCVQDEKL REK- FTGT-
A spirogr. A2 QVLAMNNLRSRVTLRTDGGLRTGRDI VIVAAMMGAEEYG GTAALI AMGCI MVRQCQSNT CPVGVCTQDEALRGK- FTGS-
A spirogr. Al QVLSLNNLRDKVTLRTDGGLRTGRDI VI AAMLGAEEYG GTASLVAMGCI MVRQCHSNTCPVGVCTQDESLRAK- FTGT-
R sphaeroi des QVLAVNNLRDRVTLRTDGGLRTGRDI VVAAVMMGAEEYG GTAALI AMGCI MWRQCQSNTCPVGVCTQDKKL REK- FTGS-
H carterae A1 QVLTLNGLRHRVKLRTDGGLKTGRDI VI AAl LGAEEFG GTLSLVAMGCI MWRQCHSNTCPVGVCVQDEKL REK- FTGT-
H carterae A2 QVLSMNNLRDGSTLRTDGGLRTGRDI VNAAVMGAEEYG GTAALI AMGCI MWRQCQSNTCPVGVCTQDEAL RAK- FTG\-
C. caldarium Al QVLSLNNLRDKVTLRTDGGLRTGRDI VI AAMLGAEEYG GTASLVAMECI WRQCHSNTCPVGVCTQDESL RAK- FTGT-
C. carterae A1 RVLTLNGLRHRVRLRTDGG RTGRDWVI AAl LGAEEYG GTASLVAMSCI MWRQCHSNTCPVGVCTQDERL| DK- FSGS-
G theta A2 QVLSMNNLRERI TLRTDGGLRTGRDI VVAAMMGAEEYG GTAAL|T AMGCI WRQCQSNTCPVGVCTQDEAL RAK- FTG\-
E. siliculos. A2 - VLTLNGLRHRVKLRTDGGLKTGRDI VI AAl LGAEEFG GTLSLVAMSCI MWRQCHSNTCPVGVCVQDEKL REK- FTGT-
A spirogr. A3 QVLTLNGLRHRVKLRTDGGLKTGRDI VI AAI LGAEEFG GTLSLVAMSCI MVRQCHSNT CPVGVCVQDEKL REK- FTGT-
G theta Al QVLTLNGLRHRVKLRTDGGLKTGRDI VI AAl LGAEEFG GTLSLVAMSCI MWRQCHSNT CPVGVCVQDEKL REK- FTGT-
E. silicul. Al QrLVI NNLRDRVRLQIDGQ KTGRDVVI AACLGAEEFGFATAPLI TLGCI MVRKCHLNTCPVG ATQDPL L RKKFSGK- -
A. brasil ense QVLTLNRLRHRVRLRTDGGLKTGRDI VI AAMLGAEEFG GTASLI AMECI \WRQCHSNTCPVGVCVQDDKL ROK- FVGT -
Z nobilis QVLTLNGLRHRVKLRTDGGLKTGRDI VI AAl LGAEEFG GTLSLI AMGCL MWRQCHSNKCPVG CTQDKAVRK- FI GT-
O danica N1 QTLI ANGLRERVI LRVDGGLKSGVDVLVAAAMGADEYGFGSLAM ATGCVVARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGV-
P. aerugi neum N QILVKNKLRSRVVVQADGQVKTGRDI Al AALLGAEEWGGATAALI VEVVI MVRKCHWNT CPVGVAT QDPEL RKRFAGAQD
A acetabul. N QTLM_NGLRSRVVLETDGKLMIGRDVVNAAI LGAEEFGFATAPL VWL GCVMVRACHL DTCPVGVATONPELRSKFTGD- -
B. subtilis QTLM_NGLRDRWVLETDGKL MIGRDVVNVAAL L GAEEFGFATAPL WL GCVMVRACHL DTCPVGVATQNPEL RKKFMGED- -
C. acetobutyl. QTLLLNDLRERVRVEVDGKLNMSGRDVAVAALLGAEEFGFATAPLVTLGCVMVRVCNL DTCPVGVATQNEEL RKRFKGN- -
C. glutam cum  QTLLLNGLRDRI RVQCDGQLKTGRDVVI AALLGAEEFGFATAPLWEGCI MVRVCHLDTCPVGAE ATQNPDLRSKFTCK- -
R etli QTLVLNGLRSRVALQVDGGLKTGRDVI | GALLGADEFGFATAPLI AAGCI MVRKCHLNTCPVGVATQDPVL RKRFKGT - -
Synechocyst N QTLVLNNLRSRI VWETDGQVKTGRDVAI AALL GAEEFGFSTAPLVSLGCI MVRACHLNTCPVA ATONPELRAKFTGD- -

hal odur ans QILVLNNLRDRI S| ETDGKLMIGRDWVI AALL GAEEYAFSTAPLWLGC! | MRVCHLDTCPVG ATQNPEL RKKYM3K- -

coel i cor QILLLNGLRDRI WQTDGQLKTGRDWVI AALL GAEEFGFATAPLVWSGCVMVRVCHLDTCPVG ATQNPVL RERFSGK- -

chol er ae QTLLKNGLRNRI VWQADGQVKTPRDI Al AVLL GAEEWGVATAALVWEGCI MVRKCHKNTCPVG ATONKTLRERFAGR- -

t uber cul osus QTLLLNGLRDRI VWQVDGQLKTGRDVM ATLLGAEEFGFATAPLVWWAGCI MVRVCHL DTCPVGVATQNPLLRERFTCK- -
radi odurans  QTLVLNRLRDRVRVQTDGQLKTGRDWVI AALLGADEFGFATAPLVAEGC MVRKCHLNTCPVGVAT QDPVL RARFQGK- -
dani ca N2 QVLSMNKLRDRVTLRTDGGLRTGRDI VVAAMLGAEEYG GTAAL| AMGCI WRQCQSNTCPVGVCTQDESL RAK- FTG\-

el egans QVLTMNNLRSRWL QADGQ RTGRDVM AALL GADEFGVSTAPLI VL GCTMVRKCHL NTCPVGVAT QDPVL RAKFDGK- -
crassa QTLVLNDLRGRVWWQTDGQLRTGRDVAI ACLLGAEEWGFATTPLI AMGCI MVRKCHLNTCPVG ATQDPELRKKFTGT- -
cerevis. QTLVLNDLRRNVWQTDGQLRTGFDI AVAVLLGAESFTLATVPLI AMGCVMLRRCHLNSCAVG ATQDPYLRSKFKGQ- -
porbe QILVLNDLRGRWI QIDGQ RTGRDVAI ACLLGAEEWGFATTPLI ALGCI MVRKCHLNTCPVG ATQDPEL RKKFEGQ- -
sativa QILVANDLRGRTTLQTDGQLKTGRDVAI AALLGAEEYGFSTAPLI TLGCI MVRKCHKNTCPVG ATQDPVL REKFAGE- -
sativa QTLVANGLRGRAI LQTDGQLKTGKDVAVACLL GAEEFGFSTAPLI TLGCI MVRKCHTNTCPVG ATQDPVL REKFAGE- -
jejuni QTLI LNKLRDRVRLETDGKLMNGRDLAI AALL GAEEFGFATAPLI VLGCTMVRVCHLNTCPFG ATQDTEL RDRFKGK- -
t abacum QTLI ENGLRERWL RVDGGFKSGFDVMVAAAMGADEYGFGSVAM ATGCVVARI CHTNNCPVGVASQREEL RAR- FPGV-

spirogr. NI QILVMNRLRDRI TVQADGGLRTGRDVI VAALLGADEFGFSTAPLI AAGCLMVRKCHLNTCPVG ATQDPVLRKRFVGA- -
thaliana N  QTLVANDLRGRTVLQIDGQLKTGRDVAVAALLGAEEFGFSTAPLI TLGCI MVRKCHKNTCPVGA ATQDPVLREKFAGE- -
siliculos. N QILI TNGLASRI ALQVDGGLRTGRDVVI RALLGADEFGFSTAPLI AAGCI MVRKCHLNTCPVASATQDPVL GKRFKGT - -
boryanum N QTLVLNNLRSRI VWEADGQVKTGRDVWIVAAL L GAEEFGFATAPLVTLGCI MVRVCHLNTCPVAE ATQDPQLRASFI GD- -
carterae N  QILLLNGLRSRI SVQVDGGLRTGRDVAI GALLGADEFGFATAPLI AAGCI MVRKCHLNTCPVGVATOQNSEL RKKFTGQ- -
cal darium N1 QTLVLNHLRDRI TVQADGGLRTGRDVVVGALL GADEFGFSTAPLI AAGCLMVRKCHLNTCPVG ATQDPVL RKRFVGA- -
cal darium N2 QTLLLNGLRSRI SVQVDGGLRTGRDVAI GALLGADEFGFATAPLI AAGCI MVRKCHLNTCPVGVATQNPEL RKKFTGQ- -
spirogr. N2 QILVMNDLRGRI AVQVDGGEL.RTGRDVAVGALLGADEFGFATAPLI ASGCI MVRKCHLNTCPVG ATQDPEL RKKFTGE- -
lactis QILSLNNLRDRM LETDGKVVTGRDI Al AAMLGAEEYSFGSLALVAI GCI MTRNCHLNTCPVG ATQNPRLRANFAGN- -
sol fatorius Kl LRREGLRDKFTI | AAGRVSSATDAAKLFALGADI VSVGTGALI AMGCVMWHKCHVGSCPTGLTAKI DGTRVVDTEFG
* * * * * *
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Anhang

A thaliana Fdl ---------- PGDLVNFFLY! AEEVRG LAQLGYEKLDDI | GRTDLLK- - - ARDl SLVKT- HLDLSYLLSSVGE.P- - - - -
A thaliana Fd2 ---------- PEHVWNFFYFVAEEVRHLLAKLGYRSLSEI | GRADI LTT- - RKDVQLSQTQAI NLNCl LQLPDTK- - - - -
C. caldariumFd ---------- PGDLVNYFLYVAEEVRG LAQLGYEKLDDVI GRTDLFQ- - - PRDI SLAKTQHLDLNYI LSNVGLP- - - - -
G mx 0 ---------- PGDLVNYFLFVAEEVRAALAQLGYEKLDDI | GRTDLLK- - - PKHI SLVKTQHI DLGYLLSNAGLP- - - - -
Z. mays = m--------- PEHVWTFFQFVAEEVRHI LAKLGYRSLEEI | GRPGLLQP- - RKSLSLRKVSRLDVSYLLTSLTCMPETGE
P. silvestris ---------- PGDLVNFFLYVAEEVRG LAQLGYAKLDDVI GRTDLLR- - - PRHI SLMKTQQLDLSYLLSSVGRP- - - - -
A spirogr. Fd ---------- PENVVNYFI FLAEEI RVI LSKLGFETLSQ | GRKDLI NH- - NFDKKLCKTHCI DTSI FFNI KTNE- - - - -
P. aerugin. Fd ---------- PEALVNYLLFLAEEI REI LASI GYTSLNDI | GRADLLVQ - NKNLNLTKTKNI NLNSI | NLPNS- - - - - -
P. purpurea @ @ ---------- PEALVNFFLFI GNEVREI LASLGYKSLDEI TGONHLLI K- - NTDI ELAKTRG ELNSLI NI - --------
S. oleracea @ ---------- PGDLVNFFLYVAEEVRG LAQLGFEKLDDI | GRTDI LK- - - PRDI SLMKTQHLDLSYI LASAGLP- - - - -
Anabaena = ---------- PSDVVNFFI FVAEEVREI LAELGYKSLEEL| GLNDLFK- - - VKDl ELSKTKNLNLNI LENSI NWN- - - - -
Nostoc ~ ---------- PEHVWNFFYFVAEEVRHLLAKLGYRSLSEI | GRADI LTT- - RKDVQLSQTQAI NLNCl LQLPDTK- - - - -
Synechocyst Fd ---------- PGQVWNFFYFI AEEVRSLLAHLGYRSLDDI | GRTDLLKV- - RSDVQLSKTONLTLDCLLNLPDTK- - - - -
C. rheinhardtii ---------- PEDLVNYFHFVAEEVRAELANLGYRSLDEVI GRADLLK- - - QRSVKLAKTEGLDLSFLTTFAGAS- - - - -
A acetabul. Fd ---------- PGDLVNFFQM AEEVRVELSRLGLKSLDDLI GRADLLK- - - QRDNI | SKTFGLDLSFLTTYGGAT- - - - -
C. paradoxa  ---------- PGDI VNFFMAVAEETREL LASMGYRSLDEVI GRVDLLKP- - RDGLRLAKTDSVSLDYLLSTPVP- - - - - -
A aeolicus  ---------- VENVMVAYFKAVAQEVREI LAEMGYRSLDEI | GRTDLLEV- - VRYDEFPGSKRI KVEALLEKYP- - - - - - -
E. coli ---------- PFKVTNYFEFI ARETRELVAQLGVTRLVDLI GRTDLLKE- - LDGFTAKQQ- KLALSKLLETAEPHPG - -
P. aerugi nosum ---------- VDWVNFFTYVAEETREW. AKLGVRSLEELI GRTDLLEV- - | EGQTAKQH- HLDLTPLLGSDYI PAD- - -
Xylella —  ---------- PERVENFFRLLAEEVRQALSYLGANMSLDDI | GRTDLLQQ- - LEVSSREGV- RVNLSRLLTNACYEG- - - -
C. carterae A2 ---------- PEKVI NLMI'YMAEEVREI LARLGYRSLHEI | GRTELLR- - - QVSRGAEHLDDLDLNPI LAKVDAPDT- - -
A spirogr. A2 ---------- ADKVVNLI TFYAQEVRELLASI GARSLDEVI GRADLLS- - - QvSRGSAHLDDLDLNPLLI TVDGSQ- - - -
A spirogr. Al ---------- ADKVI NLVSFI AEDVRRI LASLGLNSLDEAI GRTDLLA- - - QvSRGAPHL DDLDLNPLLVQVDTAT- - - -
R sphaeroides ---------- ADKVVNLI TFYAQEVREI LASI GARSVDEI | GRADLLT- - - QvSRGAAHLDDLDLNPLLI TVDGSN- - - -
H carterae A1 ---------- PEKVI NLMI'YMAEEVREI LARLGYRSLHEI | GRTELLR- - - QVSRGAEHLDDLDLNPI LAKVDSPDT- - -
H carterae A2 ---------- ADKVVNLI TFYAQEVREI LASI GARTLDEVI GRADLLT- - - QVSRGSAHLDDLDLNPMLI TVDGAQ- - - -
C. caldariumAl ---------- ADKVI NLMVSFI AEDVRRI LASLGLNSLDEAI GRTDLLA- - - QvSRGAPHLDDLDLNPLLVQVDTAT- - - -
C. carterae A1 ---------- PEKVMNLFSFVAEEVREI LSRLGARSLSDI | GRTELLA- - - QVSRGADHLDDLDLNPLLTQPGWRG- - -
G theta A2  ---------- ADKVVNLI TFYAQEVREI LASI GARSLDEVI GRADLLT- - - QvSRGSAHLDDLDLNPMLI TVDGAQ- - - -
E. siliculos.A2 ---------- PEKVI NLMI'YMAEEVREI LARLGYRSLHEI | GRTELVR- - - QVSRGAEHLDDLDLNPI LAKVDAPDT- - -
A spirogr. A3 ---------- PEKVI NLMI'YMAEEVREI LARLGYRSLHEI VGRTELLR- - - QVSRGAEHLDDLDLNPI LAKVDAPDT- - -
G theta Al  ---------- PEKVI NLMT'YMAEEVREI LARLGYRSLHEI | GRTELLR- - - QVSRGAEHLDDLDLNPI LAKVDAPDT- - -
E. silicul. Al ---------- PEYVI NFFFLLAEEVREYNMAEL GVRSL DELVGRADL L EVDQQVLHE- - KNKGLDLSGLLTTSYELNP- - -
A brasilense ---------- PEKVWWNLFTFLAEEVREI LAGLGFRSLNEVI GRTDLLH- - - QVSRGAEHL DDL DL NPRLAQVDPGEN- - -
Z nmobilis ---------- PERVI NLMTFI AEEVREI LAKLGVRSLKEI | GQTDLLS- - - QYNRGADHL DDL DLNPVLAKVDANTE- - -
O danica NI ---------- PGDLVNYFLYVAEEVRG LAQLGYNSLDDI | GRTELLR- - - PRDI SLVKTQHLDLSYLLSSVGTP- - - - -
P. aerugi neum N PELRKRFAGDPDHVVNFFRFI TEELREI MAELGFKTI NEMVGQVDSLEMREES- - - - - PTEI QTLTCLQYYTKSRNPY- -
A acetabul. N ---------- PDHVVNFNMRFI AEEVRETVAEL GFRTLEEMVGRTDVL QASERA- ONHVWKAKHLDLTTLLFQPE- G- - - - -
B. subtilis  ---------- PDHI VNYMLFI AEEVREYMAAL GFKTFDEM GRTDVLHASERA- KEHWKASQLDLSTLLYQPE- G- - - - -
C. acetobutyl. ---------- ON- MLLTLC YSTRI REI MAKLGFRKLDEM GRVDKLKQ- KEN- | HGAKAKNVDL SAVL YTPDKYKGK- -
C. glutamcum ---------- AEHVWNFFTFI AQEVREYLAQLGFRSI DEAVGQAQVLRKRSG- | PADSRAAHL DLSPI FHRPETPHFP- -
R etli ---------- PEHVI NYFFFVANEVREI LASL GFTRLDETHRRFGTPGEGR- - DAGAL EGQGPRL QPHLPQG- - RCRQ- -
Synechocyst N ---------- PAHAVNFMTFI ATELREVVAQLGFRTI NEMWGRTDI LEP- KKA- VAHWKAKG DLSTI LHQPEVGD- - - -
B. hal odurans  ---------- PEHVWNYMIFVAQE! REI MAELGFRTVDEM GRTDVLEQ- NRN- | DNVKAVHVDL SSLL YQPKPGQ- - - -
S. coelicor  ---------- AEYI VNFFRFI AEEVREI LAELGYRSI EEAVGHAETLDVTR- - AVDHWKAQGLDLEPLFHVP- - ALTE- -
M tubercul osus ---------- PEFVENFFMFI AEEVREYLAQLGFRTVNEAVGQAGALDTTL - - ARAHVKAHKL DLAPVLHEPE- SAFM -
V. cholerae  ---------- VDDWWTFFQYMAQGL REI MAEL GFRTI NEMVGQAHKLKVRDDI G- - HWKYKNLDLSPI LFI EQPRSED- -
D. radiodurans ---------- PEHVI NYFFFVAEEVRQLVASL GVRSFDDLI GRSDLLDVRA- - G DHWKAQGL DFSRVFYKP- - EMPA- -
O danica N2 = ---------- ADKVVNLI TFYAQEVRDVLASI GARSLDEVI GRADLLS- - - QvSRGSDHLDDLDLNPLLI RVDGSD- - - -
C. elegans ---------- PEHVWNYMFMWAEEVRYFL SKLGLRKLEDAVGRTDLL YASSN- - PVNKKATMLEFGSI L KNAQQVFP- - -
N. crassa =  ---------- PEHVI NFFYYVANELRAI MARLGFRTI NEMVGHVEVLKVREDLRT- - KKTSNI DLSLI LTPAHKLRP- - -
S. cerevis. = ---------- PEHVI NFFYYLI QDLRQ MAKLGFRTI DEMVGHSEKLKKRDDVN- - - AKAI NI DLSPI LTPAHVI RP- - -
S. ponbe = ---------- PEHVWNFFYYVAEELRG MAKLGFRTI NEMVGRSDKLKVAEPI N- - - NKSKLLDLTPLLTPAFTLRP- - -
A thaliana N ---------- PEHVI NFFFMLAEEVREI MSGLGFRTVTEM GRADM.EL DREVVKNNDKLEN! DLSLLLRPAAEI RP- - -
M sativa @ ---------- PEHVI NFFFMVAEENVREI M5QL GFRTVNEM/GRSDML EVDKEVVKGNAKLEN!I DLSLLLRPAAEL RP- - -
O sativa ---------- PEHVI NFFFMLAEEL REI M5SQLGFRTI TEMWGRSDMLEVDPEVVKSNEKLEN!I DLSLI LKPAAEI RP- - -
C jejuni  ---------- VDDVI NFMYFI AEEL REYMARL GFERLDDM GRVDKLRQ- KS- - - VOQGKAGKLNLDKI LKSLPTYNRT- -
N. tabacum ---------- PGDLVNYFLYVAEEVRGMLAQLGYEKLDDI | GRTDI LR- - - PRDI SLMKTRHLDLSYLLSNVGLP- - - - -
A spirogr. NI ---------- PEHVI NYFFFVAEEVRELVAEL GYRTFNEM GOMQWMLDKRR- - AVDHWKAKGL DFSRLFHKP- - | AAD- -
E. siliculos. N---------- PEHVI NYFFFVAEEVRAMVAELG AKFDDLI GRSDW.DNET- - Al DHWKSKGL DFDRL FHRP- - DASD- -
P. boryanum N  ---------- PDNTVNFMKFI AQEVREI MAQLGFRTLNEMWGRTDI LEA- KQA- VEHVWKAKGLDFSKI L YQPDVDP- - - -
H carterae N ---------- PEHVI NYFFFVAEELRQ MAEMGFRTVQEMVGRVEL| DMNK- - Al NHWRAEG DLSRLLHKV- - DLPD- -
C. caldariumMNL ---------- PEHVI NYFFFVAEEVREMVBEL GLPDI NEM GOMOVLDKRR- - | VDHWKAKGL DFSRLFEKP- - VAAE- -
C. caldariumMN2 ---------- PEYVI NYFFFVAEELRQ MADMGFRTVEEMVGRVDRI NWNR- - ALRHWKAEGVDL SRLLHNV- - VLPE- -
A spirogr. N2 ---------- PEHVVNYFFYVAEEL RELVAETGFRTVNDM GQTDVLDTTK- - Al DHAKANGL DFSKLFFKP- - | EAE- -
L. lactis ~  ---------- PEHI VRLMEFMAEEVREL LAELGFRTI NELVGHAELL Q- - - AKEDL PAKVRGLDFSRMLGHALP- - - - - -
S. solfatorius ---------- VKMLVNFI NGFSLELANI LDNLGLNNI RELRGRRDLLYG- HGLSKDTLETLG DGTEDEANPKLG: - - - -
*
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Anhang

A thaliana Fdl ----- KRSSTS| RKQEVHSNGPV- - - - - LDDTLLQDPEI MDAl ENEK- - - - - TVHKTM SI YNVDRSVCGR! AGVI AKKY
A thaliana Fd2 ----- ENRCW.VH EQVHSNGPV- - - - - VDDQLLADPDI QAAI RNQS- - - - - AVTKTL- Pl VNTDRTLGARLAGAI ASQY
C caldariumFd ----- KWBSTEI RNQEPHTNGPV- - - - - L DDVLLADPEVADAI ENEK- - - - - VVNKTI - KI'YNI DRAVCGRI AGVI AKKY
G max = e--- EWBSSQ RSQDVHTNGPV- - - - - LDETI LADPEI ADAI ENEK- - - - - EVSKAF- Q YNVDRAVCGRVAGVI AKKY
Z. mays NFCDVDI DRSW.EHKSVETKRKESGVI TVDERL L SDALMXKAI NEHD- - - - - KYNRAY- HLVNTDRSAFAR! SGVLTEKY
P. silvestris ----- KWBSTKI RQONVHTNGPV- - - - - LDDI LLADPQI SDAI EKER- - - - - EVKKTV- Q YNVDRSVCGRI AGVI AKKY
A spirogr. Fd ----- YNFLEI PGGHSKKLKTSL- - - - - LDYELLNSSDI LYAI DNHK- - - - - TLEKHI - KI SNSDRSVGAKLAGRLAKQY
P. aerugin. Fd ----- KNNRSYLEHG VHSNGLV- - - - - LDDDI LSSSDVSKAI NENS- - - - - | VEKHI - Rl VNTDRTVGAR! SG | AQKY
P. purpurea ------ NTHTWIKFNSVHTNGPV- - - - - MDDDI LAl PEI NDAI KLEN- - - - - EVAKHF- KI ANTNRTVGTRLSGVI AQKY
S. oleracea  ----- TMSSTAI RKQEVHTNGPV- - - - - LDDQ LSDPEI | DAl ENEK- - - - - | VNKTV- KI FNVDRAVCGRI AGVI AKKY
Anabaena = ----- RNLI PKLKHKTVHTNGNV- - - - - LDDI LLSKSNI | NAI NLGS- - - - - NI VQDI - El LNTDRCVGAR! SGLI TKMY
Nostoc ~  ----- ENROW.VH EQVHSNGPV- - - - - VDDQLLADPDI QAAI RNQS- - - - - AVTKTL- Pl VNTDRTLGARLAGAI ASQY
Synechocyst Fd ----- QNRQALNH- EPVHSNGPV- - - - - LDDDI LADPDI QEAI NHQT- - - - - TATKTY- RLVNTDRTVGTRLSGAI AKKY
C. rheinhardtii ----- GKSST- RRAQEVHDNGPQ- - - - - LDDRI LAEPEVMAAI KDHK- - - - - PCPRP- - SSRNVDRPAR- PVAGVYRQAP
A acetabul . Fd ----- DASSS- Rl AQETHSNGP! - - - - - LDDEI LNDTELLQAI ENGT- - - - - SVERTY- DI VNTDRAVL GRVAGAI AKKW
C. paradoxa ~  ----- ADRSW/KQPETAHSNGPV- - - - - LDDEI LADQE! KTAI ESHG- - - - - TVNKTI - KI TNVDRSVGARVSGQ AVRY
E. coli = ------ KALYCTEN- NPPFDNGL- - - - - - - LNAQLLQQAKPFVDERQ- - - - - SKTFWF- DI RNTDRSVGASL SGYI AQTH
P. aerugi nosum ------ KPQFCQVDRNPPFDKGE- - - - - - - LAEKMVDMAAAAI NDLS- - - - - GAEFDL- DI CNCDRS| GARI SGEI ARKH
xylella —  <coeeeno- THCAAKRLYESPDS- - - - - - - - LSVQ DSLLADAI ANKT- - - - - GGDYRF- LI HNTDRSVGTRLSGA! ARVH
A aeolicus  ----- ENEPRRCMVEKNDNPAPN- - - - - FNDKI LED- - LLPYI EEG - - - - - PVEKEY- TI RNVDRTI PTKI NYFI SLFY
C. carterae A2 ------ ARSFNLPTHRNEVPDSLD- - - - - - AQM AD- - AQPVFERRE- - - - - KMOLTY- TVRNTHRAVGTRFSAEVTAKY
A spirogr. A2 ------ NI VYDRNKPRNAVPDTLD- - - - - - AQ VKD- - AHRFLEDGE- - - - - KMQLSY- AVONTLRTI GTRTSSHI VKNF
A spirogr. Al ------ Al EYQPDR- REEVPDTLD- - - - - - AQ LRD- - GEPFFARGE- - - - - KMOLTY- EVONVQRS| GARASSS! VRKF
R sphaeroides ------ Rl TYDRSKPRNAVPDTLD- - - - - - AE| VKD- - GARFFEDGE- - - - - KMQLSY- AVRNTHRTI GTRASSHI VRKY
H. carterae Al ------ ARSFNLPTHRNEVPDSLD- - - - - - AQM AD- - AQPVFERRE- - - - - KMOLTY- TVRNTHRAVGTAFSAEVTAKY
H. carterae A2 ------ HORYDRLKPRNEVPDTLD- - - - - - AE| VRD- - AARFLNDGE- - - - - KMQLHY- AVONTHRTVGTRVSSH! VRKF
C. caldariumAl ------ Al EYQPDR- REEVPDTLD- - - - - - AQ LRD- - GEPFFARGE- - - - - KMOLTY- EVONVQRS| GARASSS! VRKF
C carterae Al ------ VFPTEAE- GRNSVPETLD- - - - - - ALM QD- - AENLFRDRE- - - - - KMQLQY- NI RNTYRAI GTKI SSKI TRQF
G theta A2 ------ HQRYDRLKPRNEVPDTLD- - - - - - AE| VRD- - AARFLNDGE- - - - - KMQLHY- AVONTHRTVGTRVSSH! VRRF
E. siliculos.A2 ------ ARSFNLPTHRNEVPDSLD- - - - - - AQM AD- - AQPVFERRE- - - - - KMOLTY- TVRNTHRAVGTRFSAEVTAKY
A spirogr. A3 ------ ARSFNLPTHRNEVPDSLD- - - - - - AQM AD- - AQPVFERRE- - - - - KMOLTY- TVRNTHRAVGTRFSAEVTAKY
G theta Al ------ ARSFNLPTHRNEVPDSLD- - - - - - AQM VD- - AQPVFERRE- - - - - KMOLTY- TVRNTHRAVGTRFSAEVTAKY
E silicul. Al ----- KSPLKKTTQONHVLESALD- - - - - - - - QQ | ADARPALEEGV- - - - - PVTLEY- PVTNLNRTVGTM.SYH! SKKY
A brasilense ------ ARYCTLQ GRNEVPDTLD- - - - - - ARl VAD- - ARPLFEEGE- - - - - KMQLAY- NARNTQRAI GTRLSSM/TRKF
Z. mobilis =~ ------ ARYFQ DGFRNPVPDSLD- - - - - - AQVLQD- - AQAVFTRRE- - - - - KTQLTY- SVRNTQRAI GTRFSAEI TRNF
O danica NI ----- SLSSTEI RKQEVHTNGPV- - - - - LDDDI LADPLVI DAl ENEK- - - - - WWEKTV- KI CNVDRAACGRVAGVI AKKY
P. aerugi neum N - - - - - TQACI TRSTGSRVI SEVLD- - - - - - - - - WHYSKPCAAI ESKQ - - - - RVNVSF- PI KNTDRTAGTI LSNEI TKKY
A acetabul . N ------ | RTYQ LPQNHKI DESLDI - - - - - - - REI LPVWQPALNDQT- - - - - QVDVSF- Pl TN\VNRWGT! VGSEVSKRY
B. subtilis  ------ VRTFQ SPQNHKI DQSLDI - - - - - - - TTI LPAVQEAI ESCK- - - - - EADI SI - EI NNTNRVAGTI TGSEI SKRY
C. acetobutyl. ----- VWKFDETKKYDFKLNKVI DE- - - - - - - KI FLDKFKDAI ENKI - - - - - KTNFEI - DVTNTDRALGTI LGSEl TRVN
C. glutamicum ----- TQDVRCTKTQEHSLEKALD- - - - - - - - NAFI DKASDTI TRAAAGVETSI VI DS- S| SNVNRSVGTM.GSAVSRVA
R etli  ----- GGNLLDEPAAAP- - DRSHS- - - - - - - - RPRADRAGAAGADGQD- - - - ARRLRG- Y| KNVDRSAGAM. SGEVAKRY
Synechocyst N ----- DVGRYCQ PQDHGELQHSLDI - - - - - - - TQLLDLCQPAI AKGE- - - - - KVTATL- Pl TNI NRWGTI VGNEI TKRH
B. hal odurans  ----- QEKNYKTI EQDHQLEQSLDM - - - - - - TKLLDI CRPALERKE- - - - - KVQAAV- S| KNI DRVAGTI VGSEI SKRY
S. coelicor  ----- GAVRHQAVGQDHGLEKALD- - - - - - - - NQLI KLASDALAAPDATRAAPVRAQV- Al RNI NRTVGTM.GHEVTKKF
M tubercul osus ----- NQDL YCSSRQDHGLDKALD- - - - - - - - QQLI VMSREALDS- - - - - GKPVRFST- TI GNVNRTVGTM.GHEL TKAY
V. cholerae  ----- G YOQTQON- - HQLESI LDR- - - - - - - - TLI QLATPALERGE- - - - - AVKAEL- Pl | NTDRSTGTM_SNEI CKVY
D. radiodurans ----- EVGTRHLTGQDHELDKALD- - - - - - - - LKLI EKCRPAI EHGE- - - - - RVHFLQ DARNVNRSVGAM.SGELVRAR
O danica N2 ------ DI VYDRNKPRNAVPDTLD- - - - - - AE| VRD- - AARFLEEGE- - - - - KMQLSY- AVONTHRTVGTRTSSH! VRKF
C. elegans ----- NI SI KGGSVKQVI ELGALET- - - - - - - RMLTEL DGVFNDAGEH- - - - KVFENE- YI TNI DRTFGTRI SYEI SKRY
N. crassa = ----- GVATFNVRKQDHKLYVRLD- - - - - - - - NKLI TEAELTLDKGL- - - - - PSRI EC- DI VNTDRAMGTSLSYQ SKRY
S. cerevis. = ----- GVPTKFTKKQDHKLHTRLD- - - - - - - - NKLI DEAEVTLDRGL- - - - - PVNI DA- SI | NTDRAL GSTLSYRVSKKF
S. ponbe  ----- GAATYNVRKQDHRLYTRLD- - - - - - - - NKLI DEAEVTLEEG - - - - - PSWEGC- El | NTDRTLGATLSNKI SKRY
M sativa =~ ----- EAAQYCVQKQDHGLDMALD- - - - - - - - NKLI SLSNAALEKGL- - - - - PVYI ET- PI CNTNRAVGTM.SHEVTKRY
O sativa ----- GAAQYCVEKQDHGLDMALD- - - - - - - - NKLI ALSKAALEKEV- - - - - RVFI ET- PI QNTNRAVGTM.SHEVTKRY
C jejuni  ----- AVHFKDYK- - DNKLEKTI DY- - - - - - - Rl LLPLCKNAVEKKE- - - - - Pl KLSL- EVGNQSRTFATM_SSEI LKTY
N. tabacum ----- EVBSSM RNQEVHSNGPV- - - - - LDDVLLADPKI FDAI ENEK- - - - - WWNKTV- EI'YNI DRAVCGRI AGAVAKKY
A spirogr. NL ----- GVGTYRTQAQDHNI DEI LD- - - - - - - - RKLI ELAEPAI SDGK- - - - - AVSI NL- PI KNTDRTAGAM.GGEI AKRH
A thaliana N ----- GAAQYCVQKQDHGLDMALD- - - - - - - - QELI ALSKSALEKSL- - - - - PVY! ET- PI CNVNRAVGTM.SHEVTKRY
E siliculos. N------ EEARWIETQTHP! NDVLD- - - - - - - - RKLI ELGSPALESKT- - - - - PVTI DL- PCKNVDRSVGAM. SGEVAKRY
P. boryanum N  ----- SVGELYCQ PQDHGLDKSLDL- - - - - - - TVLVDLCKDAI EEGK- - - - - PVKATL- PI RN\VNRWGTI LGNEI TKRH
H carterae N ----- RETLHQTI VQDHGLEAALD- - - - - - - - QDLI AAAAPSLEKGE- - - - - AVKI ER- KVKNVNRTVGAM._SGEVAKI Y
C. caldariumNL ----- GVG YQTKTLDHNI DEI LD- - - - - - - - RKLI ELSQPAI KDGK- - - - - AVSI DL- PI KNTDRTAGAM.GGEI AKLH
C. caldariumN2 ----- GETLFQTMIQDHGLDAALD- - - - - - - - KDLI AAAAPALEHGQ: - - - - TVKI ER- KVKNVNRTI GAM. SGEVAKMH
A spirogr. N2 ----- RVDI HHTGEQNHP! KDI LD- - - - - - - - RKFI ETAKPALDDGT- - - - - AVQAEF- PI GNTDRSAGTM._SGELALKY
L. lactis —---n-- | ATR: - - HSDPFANPR: - - - - - - AVKEL DQFTEATLNNGS- - - - - QATVHG- TI KNI NRTTTARMAGW AERY
S.

sol fatorius ----- ELWARRI | AYMHELMNKGN- - - - - PVI TSMGSTAPPDVEKPAR- - - - | | DALRSDGAQVTRPSI DPYREDVDTSF
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Anhang

TINGOP>P

(%]

thali ana Fd1
thal i ana Fd2
spirogr. Fd
cal darium Fd
max

mys
silvestris
pur pur ea

ol eracea

Anabaena
Nost oc
Synechocyst Fd

Xomx0>0

=

VEPOOTTMPPZO00ZTVOZO00KSZINIOQIONTP>TONPMEOPMOONTIITIP>P>TO

rhei nhar dti
acetabul . Fd
par adoxa
aeol i cus

col

aer ugi nosum
ella
carterae A2
aerugin. Fd
spirogr. A2
spirogr. Al
sphaer oi des
carterae Al
carterae A2
cal darium Al
carterae Al
theta A2
silicul os. A2
spirogr. A3
theta Al
silicul. Al
brasil ense
mobi lis

dani ca N1
aerugi neum N
acetabul. N
subtilis
acet obutyl

gl ut am cum
etli

nechocyst N

hal odur ans
coel i cor

t uber cul osus
chol erae
radi odur ans
dani ca N2

el egans
crassa
cerevis.
ponbe

sativa
sativa
jejuni

t abacum
spirogr. N1
thaliana N
siliculos. N
boryanum N
carterae N
cal dari um N1
cal darium N2
spirogr. N2
lactis

sol fatorius

GDT- - GFAGQLNLTFTGSAG - - - - QSFACFLTPGWNI RLVGEANDYVGKGVAG- - GEWVI LPV- - ES- - - TGFRPE- DA
GDS- - GFEGQ NLNFTGSVG - - - - (SFGAFNLPG | LHLKGEANDYVGKGVHG- - GEI | | KPP- - TE- - - ATYDPA- QN
KNE- - GFRGSLI LNFYGTAG- - - - - QGSFGSFNI KGVTLRLI GEANDYVGKSMSG- - GEI VI VPP- - SE- - - VAFDAS- EQ
GDT- - GFAGQLNI TFTGSAG - - - - (SFACFLTPGWNI RLVGEANDYVGKG AG- - GELVI TPV- - DK- - - TGFEPE- DA
GDT- - GFAGQLNI TENGSAG- - - - - QSFGCFLTPGWNI RLVGEANDYVGKGVAG- - GELVWWPV- - DK- - - TGFVPE- DA
GDN- - GFEGSLEFDLTGAAG - - - - QSFGAFL SRGVDLNLKGYANDYVGKGVAG- - GVI S| RAP- - EE- - - ELI QTKRSL
GDT- - GYAGRLEI LFTGSAG - - - - QSFGCFLTPGWNI RLVGEANDYVAKGVAG- - GEI VI TPS- - DK- - - TGFVPE- DA
GNE- - GFKGLI KLNFYGSAG- - - - - QSFGAFLASGVNLKLMGEANDYVGKGWG- - GSI | | VPP- - AG- - - TTYEDN- NQ
GDT- - GFAGQLNLTFEGSAG - - - - QSFAVFLTPGWNI RLVGESNDYVGKGVAG- - GELI VTPA- - EN- - - PGFRPE- DA
GRD- - NFNGNLQLNFVGSAG- - - - - QSFGAFI SKG HLYLKGEANDYVGKGWNG- - GEI | | CPP- - | E- - - QKTSSS- NQ
GDS- - GFEGQ NLNFTGSVG - - - - (SFGAFNLPG | LHLKGEANDYVGKGVHG- - GEI | | KPP- - TE- - - ATYDPA- QN
GN\N- - GFEGNI TLNFQGAAG- - - - - QSFGAFNL DGMTLHL QGEANDYVGKGWNG- - GEI VI VPH- - PQ- - - ASFAPE- DN
RRQ - RLPGKVMT- LTGSAG- - - - - QSFGCFCVKGLEVKLVGEANDYVGKGWNG- - G- | Al VPP- - AN- - - SPFKPE- EA
GDN- - GFPGEl KLNLKGSGG- - - - - Q8SFCFSVRGLVI HLEGEANDYI GKGVAG- - GDI Tl VPP- - AG- - - TKFDPS- TA
GDR- - GFKGKLNLNFVGAAG- - - - - (SFGAFI VDGVRIVRI EGECNGYVGKGWG- - GEI TWPP- - SG- - - SSI SPS- ES
GDR- GLPEDTI KLTFRGTAG- - - - - QGSFGAFNHRGVSLTLI GDANDYVGKGWG- - GRI VI | PD- - GV- - - KETDKN- - -

GDQ GLAADPI KAYFNGTAG- - - - - QSFGYWWAGGVEL YLTGDANDYVGKGVAG- - GLI Al RPP- - VG- - - SAFRSH- EA
GNQ GVAKAPVTFRFKGTAG - - - - QSFGYWWAGGLNMYLEGDANDYVGKGMTG- - GKLVI VPP- - KG- - - SVYKTQ- DS
G\H- GVEDAPLHLRFRGTAG - - - - QSFGAFNVGGLHLEL EGEANDYVGKGVAG- - GCLVWRPP- - RG- - - ARFEAR- HT
GMT- NLAEDHVHVRLRGSAG - - - - QSLGAFLCQG TLEI FGDANDYVGKGLCG- - GKI WRPM - VS- - - SPLTSQ AN
GNT- - KFNGKLKLNFYGSAG- - - - - QSFGAFNI KGVEI KLI GEANDYVSKGWNG- - GEI VI VPP- - VD- - - MAKI DY- NN
GVRNAL QPDHL TVKLEGSAG- - - - - QSL GAFAAPGLKLEVSGDANDYVGKG. SG- - GTVWVRPA- - QV- - - SPLKAD- EN
GER- ALPEGRLHVRLTGSAG - - - - QSLGAFSTQGLLLDVI GDANDYVGKGLSG- - ATl QLRPP- - TD- - - ASYSAG EN
GVRNNLQPDHLTVKLTGSCG- - - - - QSL GAFAAKGLKI EVAGDANDYVAKGLSG- - GTlI WHPQ- - ME- - - SPLVAA- EN
GMT- NLAEDHVHVRLRGSAG - - - - QSLGAFLCQG TLEI FGDANDYVGKG.CG- - GKI WRAD- - GQ- - - LTAHLQ- AN
GVRNSLQPDHLTVKLTGSAG- - - - - QSLGAFAAPGLKI EVSGDANDYVGKG.SG- - ATl VWRPP- - MA- - - SPLVAA- EN
GER- ALPEGRLHVRLTGSAG - - - - (SLGAFSTQGLLLDVI GDANDYVGKGLSG- - ATI QLRPP- - TD- - - ASYSAG EN
GWK- ALRPGHLTVRVRGSAG - - - - (SL GAFAVQGLKLEVLGDANDYVGKGLSG- - GEI VI RPI - - TT- - - SPLESN- KN
GVRNSLQPDHLTVKLTGSAG- - - - - QSLGAFAAPGLKI EVSGDANDYVGKGLSG- - ATl WRPP- - MA- - - SPLVAA- EN
GMT- NLAEDHVHVRLRGSAG- - - - - QSLGAFLCQG TLEI FGDANDYVGKG.CG- - GKI WRPM - VS- - - SPLTSQ- AN
GMT- NLAEDHVHVRLRGSAG - - - - QSLGAFLCQG TLEI FGDANDYVGKG.CG- - GKI WRPM - VS- - - SPLTSQ- AN
GMT'- NLAEDHVHVRLRGSAG- - - - - QSLGAFLCQG TLEI FGDANDYVGKGLCG- - GKI WRPM - VS- - - SPLTSQ AN
GAAGLPEDT- | Q KLHGHGG: - - - - QSLGFALAKGVRI EVEGDSNDYVGKSL SG- - GCl AVYP- - - EREALAGGFVAEEN
GVF- GLQPGHI Tl RLRGTAG- - - - - QSLGAFAVQGE KLEVMGEDANDYVGKG.SG- - GTI WRPT- - TS- - - SPLETN- KN
GVD- SLADGHVHVRLRGSAG- - - - - QSLGAFSVKG. TLEVFGDANDYVGKG.SG- - ATl | VRPT- - VS- - - SPI DGH TN
GDT- - GFAGQVNLTFLGSAG - - - - QSFGCFLI PGWNI RLI GESNDYVGKGVAG- - GEI WTPV- - EK- - - | GFVPE- EA
KADGLPEDT- | HFNFTGTAG- - - - - QGSFGAFNTKGA TLELEGDANDYFGKGLSG- - AKLI VYP- - - SK- - - QASYVPEEN
GEDGLPEDT- | TLRFTGSAG - - - - QSFGAFI PKGVBMYLTGDVNDYVGKGE.SG- - &Kl | VTA- - - PS- - - GNQI EAGDN
GEEGLPEDT- | KLHFTGSAG- - - - - QSFGAFVPKGMTL YLDGDSNDYVGKG.SG- - &Kl | VKS- - - SE- - - GFNSASDDN
GIDGLPEDT- | SI KCNGAAG- - - - - SFGAFI PKGLTFEVEGDANDYFGKGLSG- - GKLI VYP- - - PK- - - KSTFI AEDN
GAQGLPDGT- | TLNLQGCAG- - - - - NSFGAFI PRG TI NLTGDANDFVGKGLSG- - GKI VI KPS- - AQA- - PKQLKNNPN
RHRGLKEDT- | NVTLRGTAG- - - - - QSFGAFLARGVTFNLI GDGNDYVGKGELSG- - &Kl | | RP- - - PE- - - NSQ VAEDS
WE- GLPEDT- VHLHFQGSAG - - - - QSFGAFI PKGMTLELEGDANDYLGKGLSG- - &KI | VYP- - - PK- - - GSSFI ASEN
GAAGLPEDT- | ELTFKGSAG- - - - - QSFGAFI PRGMTLHLEGDANDYTAKGLSG- - &Kl | VRP- - - PA- - - GSTFKAEEN
GGGGLPDDT- VDI TFTGSAG - - - - (SFGAFVPRG TLRLEGDANDYVGKGLSG- - GRI WRP- - - - DR- - GADHLAEYS
GGEQGE.PDGT- | DI TFDGSAG- - - - - NSFGAFVPKG TLRVYGDANDYVGKG.SG- - GRI VWRPS- - DDA- - PQDYVAEDN
KDQGLPQP- - MIVKFNGSAG- - - - - QSFGAFL TKGVYFEVEGDANDYWGKGL SG- - GTLVLYP- - - NR- - - NATI VPEEN
- PGGELPDQT- VFI QVEGTGG - - - - QSFGAFLAQGLTLYLI GDANDYTGKGLSG- - GRVWVRP- - - S| - - - EFRGKAENN
GVRNALQPNHLTVKLI GSAG- - - - - QSLGAFAAPGLKLEVSGDANDYVGKGLSG- - GTI WRPP- - MMt - - SPLVAA- NN
GELGLEGSRSI Tl GLKGHAG - - - - QSFCAFLAKGVSVTLEGDANDYVGKCLSG- - GKI VI FP- - - PK- - - AASYKSEEN
GEKGLPDDT- VHVNI KGSAG- - - - - QSFGAFLAPGVTLELEGDANDYVGKG.SG- - GRLI VYP- - - PR- - - SAVFKAEEN
GEDGLPKDT- VWNI EGSAG- - - - - QSFGAFLASG TFI LNGDANDYVGKG.SG- - G | VI KP- - - PK- - - DSKFKSDEN
GEEGLPTDS- | RVNVFGSAG - - - - (SFGAFLAPGVTLQLEGDCNDYVGKGLSG- - GRLI | YP- - - PR- - - VSPFKPEEN
NLAGLPADT- | Hl QFTGSAG- - - - - QSFGAFLCPA TLELEGDSNDY| GKGLSG- - GKVWVYP- - - PK- - - GSNFDPKDN
HVKGLPAGT- | HVKLTGSAG - - - - GSLGAFLCPG TLELEGDSNDYVGKGLSG- - GKI WYP- - - PR- - - DSTFI PEDN
GKDALDEDS- | HI KAl GNAG- - - - - NSFGAFLLKG KLEI | GDSNDYLGKGE.SG- - &K1 | AKI - - - SN- - - EATFSPEEN
GDT- - GFAGQLNI TFTGSAG - - - - (SFACFLTPGWNI RLI GEANDYVGKGVAG- - GELWTPV- - EN- - - TGFCPE- DA
GHKGLVEDL- VHI KLKGTAG- - - - - (SFGAWTRGVTMELEGDGNDYVGKGLSG- - GRLI VYP- - - PKE- - AQQI VPEES
HLTGLPKDT- | Hl KFTGSAG- - - - - GSLGAFLCPG M_ELEGDSNDYVGKGLSG- - GKVWVYP- - - PK- - - GSSFDPKEN
GYKGLADDS- | Al KLSGTAG- - - - - QSFGAFAAKGVTI DLVGDGNDYVGKG.CG- - GRLVVRP- - - PE- - - NTQI TPEKS
WN- GLPEDT- VHLHFQGSAG - - - - QSFGAFVPKGVTLELEGDANDYLGKGLSG - GKLI VYP- - - PA- - - VSSFDPSEN
GHKGLPNNT- | QQAFEGVAG- - - - - (SFGAFLAHG TAELVGDANDYVGKGLSG- - GRVI VKQ- - - PS- - - YVDRNPTEN
GHKGLVDDL- VHI KLKGTAG- - - - - QSFGAWTRGVTMELEGDGNDYVGKG.SG- - GRLI VYP- - - PKE- - AQKI VPEES
GHEGLPANT- | QLVFEGVAG- - - - - QSFGAFLAHG SAEL| GDANDYVGKG.SG- - GRVWVKQ- - - PG - - HVDRNPTEN
GHAGLPDDT- | WFKLTGVAG- - - - - (SFGAWTQGVTLELI GEANDYVGKGLSG- - GKLI VRP- - - DP- - - ASG NPDES
GNFG LKDASVCYEYEGVAG - - - - (SFGSYATAGVEVTLI GEANDY!I GKSLSG- - GRLI VKPP- - LD- - - - AAYDI ENT
YLKGGEI YLSLPI | FDI TEAPLEYKEAFSWSALAL SSAVFDYETI DKYAEVFI SSDGRG ARWSRNEI YENSYLLI PADE
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Anhang

A. thaliana Fd1l Tl VGNTCLYGATGG.L- FVRGKAGERFAVRNSLAQAWEGTIGDHG- - - - - - - - -
A. thaliana Fd2 VI VGNTCLYGATGGVL- FANGLGGERFAVRNSKGVAVI EGTNDHG- - - - - - - - -
C. cal darium Fd Al VGNTCLYGATGGQV- FVRGRAGERFAVRNSLAEAVWEGAGDH- - - - - - - - - C
G nmax TI VGNTCLYGATGGEQV- FVRGKAGERFAVRNSLCQAWEGTGEDH- - - - - - - - - -
Z. mays ALAGNTLLYGATGEKL- FI GGRVGERFAVRNSGGELAWEGMEDHG:- - - - - - - - -
P. silvestris Tl VGNTCLYGATGGRL- FVRGKAGERFAVRNSLAEAI VEGTEDHC- - - - - - - - -
A. spirogr. Fd VI LGNTCLYGATGGFL- FAYGAAGERFAVRNSNAFSVLEGVGDHA- - - - - - - - -
P. aerugin. Fd VI GNTCLYGASGGSL- FALGQAGERFCVRNSGATAI | EGVGDHA- - - - - - - - -
P. purpurea VI | GNTCLYGATGGYL - FAQGQAGERFAVRNSLAKSWEGVGDH A- - - - - - - -
S. ol eracea Tl VGNTCLYGATGEQ - FVRGKAGERFAVRNSLAEAWEGTGDHG- - - - - - - - -
Anabaena VI LGNTCLYGATGGYL- FANGQAGERFAVRNSNGYSWEGVGDHA:- - - - - - - - -
Nost oc VI VGNTCLYGATGGVL- FANGLGGERFAVRNSKGVAVI EGTNDH- - G- - - - - - -

Synechocyst Fd VI | GNTCLYGATGGNL- YANGRAGERFAVRNSVGKAVI EGAGDHGC- - - - - - - - -

C. rheinhardtii SLLGNTCLYGATGGRL- FVNGRAGERFAVRNSLAEAWEGAGDHGC- - - - - - - - -
A. acetabul. Fd SI VGNTCLYGATGGN - YVNGRAGERFGVRNSMAEAWEGAGDHGC - - - - - - - -
C. paradoxa VI VGNTCLYGSTGGRM FAYGRAGERFGVRNSLGTAWEGTGDHG- - - - - - - - -
A. aeolicus VI MGNTCLYGATGCGEL - FAAGVAGERFAVRNSGATAVI EGAGLHG- - - - - - - - -
E. coli Sl | GNTCLYGATGGRL- YAAGRAGERFGVRNSGAI TWEG GDNG- - - - - - - - -
P. aerugi nosum Al | GNTCLYGATGGKL- FAAGTAGERFAVRNSGAHTWEGTGDHC - - - - - - - -
Xylella Pl LGNTCLYGATGGEL - FAAGRVGERFAVRNSGALAVI EGAGDHG- - - - - - - - -

carterae A2 TI 1 GNTVLYGATSGQL- YAAGQAGERFAVRNSGADVWWEGCGANG: - - - - - - - -
spirogr. A2 VIIGNTVLYGATDGYL- FAAGRAGERFGVRNSGAKWI EGCGSNG: - - - - - - - -
spirogr. Al TI| GNTCLYGATSGHL- YAAGQAGV- FAVRI SGAEAWEGCGAN- G- - - - - - - -
sphaeroi des Tl | GNTVLYGATDGFL- FAAGRAGERFAVRNSGAKVWEGCGSNG: - - - - - - - -
carterae Al TI | GNTVLYGATSGQL- YAAGQAGERFAVRNSGADVWWEGCGANG: - - - - - - - -
carterae A2 TI 1 GNTVLYGATDGYL- FAAGRAGERFAVRNSGAKWI EGCGSN- G- - - - - - - -
cal darium Al TI | GNTCLYGATSGHL- YAAGQAGVRFAVRNSGAEAWEGCGANG: - - - - - - - -
carterae Al Al | GNTCLYGATDGRL- FAAGVAGDRFAVRNSGAYTWEGVGSNG: - - - - - - - -
theta A2 TI | GNTVLYGATDGYL- FAAGRAGERFAVRNSGAKWWI EGCGSNG- - - - - - - - -
silicul os. A2 TI | GNTVLYGATSGQL- YAAGQAGERFAVRNSGADVWEGCGANG: - - - - - - - -
spirogr. A3 TI I GNTVLYGATSGQL- YAAGQAGERFAVRNSGADVWEGCGAN- - - G- - - - - -
theta Al TI | GNTVLYGATSGQL- YAAGQAGERFAVRNSGADVWVEGCGANG: - - - - - - - -
silicul. Al VI VAWCLYGATSGRA- FFRGKAGERFAVRNSGAI AWEGCGDHG: - - - - - - - -
brasil ense Tl 1 GNTVLYGATAGKL - FAAGQAGERFAVRNSGATVWEGCGSNG - - - - - - - -
mobi lis Tl | GNTVLYGATAGKL - FAAGRAGERFAVRNSGAETVI EECGANG - - - - - - - -
dani ca N1 TI VGNTCLYGATGEQ - FARGKAGERFAVRNSLAEAWEGTGDH-C- - - - - - - -
aerugi neum N | | | GNVAFYGATSCGEA- YI RGKAGERFAVRNSGTSVWEGVEDHG: - - - - - - - -
acetabul. N VI AGNI ALYGATSGEA- YI NGRAGERFAVRNSGYNVWEG GCDHG- - - - - - - - -

subtilis VI | GNVAFYGATSGEA- YI NGRAGERFAVRNSGYNVWEG GDHG: - - - - - - - -
acetobutyl. |LI G\WALYGATSGKV- FI NG AGERFCVRNSGATAWEGVGAH- G- - - - - - - -
glutam cum || AG\WLGYGATSGEL- FI RGQVGERFCVRNSGATAWEG G\HG- - - - - - - - -
etli I 1 VGNTVLYGATEGEC- YFRGVAGERFAVRNSGAI Al VEGVGDHG: - - - - - - - -
nechocyst N || AGNVCLYGATAGEV- YI SGWGERFCVRNSGYNTWEAVGCDH- G- - - - - - - -
hal odur ans VI | GNTSFYGATSGEA- FI RGQAGERFCVRNSGVNWI EGMEDHG: - - - - - - - -
coel i cor TI AGNTI GYGATGGEM FLRGKVGERFCVRNSGALWSEGVGDH- G- - - - - - - -
t uber cul osus | | GG\VI LFGATSGEV- YLRGVWCGERFAVRNSGAHAWEGVGDHG: - - - - - - - -
chol erae | VWGNVCFYGATSCES- YI RGLAGERFCVRNSGAKVWEG CDH- G- - - - - - - -
radi odurans ||| GNTALYGATSCGEA- YFRGVAGERFAVRLSGASAWEGTGDHG: - - - - - - - -
dani ca N2 TI | GNTVLYGATDGYL- FAAGRAGERFAVRNSGAKVWVEGCGSN- - G- - - - - - -
el egans SVI G\VAL YGATSGDC- WWFRGVAGERFAVRNSGANVI VEAVGDHG: - - - - - - - -
crassa I 1 VGNVCLYGATSGTC- FFRGVAAERFAVRNSGATAWEGVGDHG: - - - - - - - -
cerevis. VI VGNTCFYGATSGTA- FI SGSAGERFGVRNSGATI WERI KGNNA- - - - - - - -
ponbe M | GNVCLYGATSGHA- FI SGVAAERFAVRNSGAI AWEGVGDH- - G- - - - - - -
sativa | LI GNVALYGATRGEA- YFNGVAAERFCVRNSGALAVWEGVGDHG: - - - - - - - -
sativa | VI GNVALYGATI GEA- YFNGVAAERFCVRNSGAQAVWEG GDHG- - - - - - - - -
jejuni | I AGNACLYGATKGEV- YLDA AGERFCVRNSGALAWLGTGVHG - - - - - - - -
t abacum TI VGNTCLYGATGEQV- FVRGKAGERFAVRNSLANAWEGTGDHG: - - - - - - - -

spirogr. N1 |1 VGNTVLYGAVEGEC- YFRGVAGERFAVRNSGAI AWEGAGDH- - - - G- - - - -
thaliana N |Vl GNVALYGATSGEA- YFNGVAAERFSVRNSGAKAVWEGLGDHG: - - - - - - - -
siliculos. N 11| GNTALYGAVTGEC YFQGVAGERFGVRNSGAVAWEGCGDHG: - - - - - - - -
boryanum N 111 G\WAMYGATKGEV- YI NG AGERFCVRNSGYNTWEGVGDHG: - - - - - - - -
carterae N |1 VGNTVLYGAVAGEA- YFNGVAGERFAVRNSGAVAWEGTGDH G- - - - - - - -
cal darium NL || VGNTVLYGAVEGEC- YFRGVAGERFAVRNSGAl AWEGAGDHC- - - - - - - - -
cal darium N2 || VGNTVLYGAVAGEA- YFNGVAGERFAVRNSGAVAWEGTGDHG: - - - - - - - -
spirogr. N2 M VGNTVLYGAVNGEC- YFRG AGERFAVRNSGAI AWEGAGDHG - - - - - - - -
lactis S| VGWSLFGAI GGEA- YFRGRAGERCGVRNSGAHFWEGTGDHG: - - - - - - - -
sol fatorius NVI DEVI GVMGVQGF! | DEDSGNSDLELVWSALDTKLKEVGVRNHYDI LAKSSR-

VEPOO0TTMPPZO00ZTVOZO00K<ZINIOQIONTP>PTONPMEO>PMOONTIITIP>>0
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Anhang

7.8 Liste verwendeter Abkiirzungen

A

Abb.

abs.

Aqua dest.
ATP

bp

bzw.

C

ca.

cDNA

cm

D

DEPC
dNTP
EDTA

et al.
Fd-GOGAT

MCS
min

mRNA
N-GOGAT
PCR

RNA
rpm
RT
RT

TAC
TBE
TE
Tris

u.a.
i.N.
uv

vgl.
v/v
VT

w/v
X-Gal
z.B.

Adenin

Abbildung

absolut

destilliertes Wasser
Adenosintriphosphat
Basenpaare
bezichungsweise
Cytosin

circa

copyDNA
Zentimeter

Dalton
Diethylpyrocarbonat
Desoxynucleotidtriphosphat
Ethylendinitrilotetraessigsdure
et alter
Ferredoxin-GOGAT
Erdbeschleunigung
gramm

Guanin
Glutamat-Synthase
Stunde

Kilo

Kilobase

Milli

Molar

multiple cloning site
Minute

mikro

messenger RNA
NAD(P)H-GOGAT
polymerase chain reaction
potentia hydrogenii
Ribonukleinsiure
rounds per minute
Raumtemperatur
reverse transcription
Sekunde

Thymin
Tris/Acetat/EDTA
Tris/Borsdure/EDTA
Tris/EDTA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Unit

Uracil

unter anderem

iiber Nacht
Ultraviolett

Volt

vergleiche

volume per volume
Volumenteile

Watt

weight per volume
Galaktopyranosid
zum Beispiel
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interessanten Diskussionen beim Tee auch tliber fachliche Fragen hinaus.

Auch Susanne Viehmann hat mir zu manchem einen guten Ratschlag gegeben.

Jochen Harbott danke ich dafiir, dass ich ihn stets mit Computerfragen beléstigen durfte.

Meinem Sohn David danke ich fiir seine Geduld abzuwarten, bis Mama mit der ,,alten Arbeit*

endlich fertig ist und dafiir, dass er der netteste Ausgleich zum Laboralltag war.
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