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ZUSAMMENFASSUNG

Cyanobakterien (friher Blaualgen ) gehéren zu den photoautotrophen Eubakterien sind zur
oxygenen Photosynthese befahigt. Synechocystis sp. PCC6803 ist ein einzelliges
photolithoautotrophes Eubakterium. Es hat einen Durchmesser von 2,3-2,5 um, keine
Gasvakuolen, ist N, Fixierung negativ und hat eine GenomgroRe von 3,57 Mbp.

Eine Manipulation des Cyanobakteriengenoms geschieht entweder durch statistische
Mutagenese (mit UV-Bestrahlung oder Chemikalien) oder durch site-specific Mutagenese.
Dabei wird entweder rekombinante DNA in die Zellen gebracht und diese manifestiert sich
durch autonome Replikation. Oder die DNA integriert durch homologe Rekombination in das
Zellgenom, wenn dieses homologe Bereiche aufweist. Synechocystis sp. PCC 6803 ist
natdrlich transformierbar, d.h. die Zellen sind kompetent fir die Aufnahme freier DNA, neben
dem Gentransfer mittels Konjugation oder Elektroporation.

Proteine, die in der homologen Rekombination mitwirken, sind in E.coli recht gut
beschrieben, Giber die Rekombination in Synechocystis ist hingegen sehr wenig bekannt. In
E.coli gibt es vier unabhangige Wege fur homologe Rekombination. Der recBCD Weg stellt
den dominanten Weg der homologen Rekombination dar. Dieser Proteinkomplex hat mehere
Funktionen, eine Helikaseaktivitat, eine ds- und ss-DNA Exonukleaseaktivitat und eine ss-
DNA Endonukleaseaktivitat. Der recJQ Weg erzeugt durch die Helikaseaktivitat des RecQ
und der ss-DNA Exonukleaseaktivitdt des RecJ Proteins ein geeignetes Substrat fiir RecA.
Die Proteine RecFOR bilden einen funktionell ahnlichen Komplex wie RecBCD. Die genaue
Funktion dieser Proteine ist noch nicht geklart. In Abwesenheit von RecBCD werden
RecFOR fur die inter- und intramolekulare Rekombination von Plasmiden und bei der
postreplikativen Reparatur benétigt. Der recET Weg stellt eine Alternative zu den anderen
Wegen dar. Eine Sonderstellung nimmt RecA ein. Dieses Protein wird in den drei erst
beschriebenen Wegen fir die Bildung der Tripelhelix benétigt.

In Synechocystis sp. PCC 6803 ist tiber Gene der homologen Rekombination wenig bekannt.
Die Gesamtsequenz von Synechocystis 6803 ist seit 1996 bekannt. In dieser wurden vermutete
Rekombinations-Gene anhand von Homologievergleichen identifiziert. Es wurde ein Gen, das
gute Homologie zu E.coli zeigt und nur eine Kopie im Genom von Synechocystis aufweist, fur
eine genauere Analyse ausgewahlt; recJ eine ss-DNA Exonuklease. Rec J wurde mit Hilfe
homologer Rekombination deletiert und durch eine Resistenz ersetzt. Die homozygote

Mutante MSJ1 wurde auf phénotypische Auffalligkeiten, bei der UV-Mutagenese,



Spontanmutagenese und Transformierbarkeit, untersucht. Es zeigte sich, dass MSJ1 eine 100
fach hohere Transfornationsrate aufweist als der Wildtyp.

Um ein Artefakt des Phanotyps der MSJ1 Mutante auszuschlie3en, wurde recJ unabhangig
mit einem anderen Plasmid bis auf 25 bp des offenen Leserahmens deletiert. Eine 100 fach
héhere Transfornationsrate der Mutante MSJ2 konnte bestatigt werden.

Es ist in der Mikrobilogie immer Kkritisch gentigend Selektionsmarker fiir gleichzeitige
Mutagenesen in einer Zelle zu haben. Deshalb wurde eine recJ negative Mutante erneut mit
Hilfe einer SacB Technik hergestellt. Diese homozygote Mutante MSJ3 enthélt keine
Resistenzkassete im deletierten recJ Gen. MSJ3 wurde wieder auf phanotypische Merkmale,
in UV-Mutagenese, Spontanmutagenese und Transformierbarkeit, untersucht. Die 100 fach
héhere Transfornationsrate von MSJ3 bestétigte sich. Es zeigte sich kein Unterschied im
Vergleich zum Wildtyp in UV-Mutagenese, Spontanmutagenese und intraspezifischer
Konjugation.

Uber den Mechanismus wie freie DNA von Synechocystis sp. PCC6803 aufgenommen und
verarbeitet wird fiir die homologe Rekombination, ist wenig bekannt. Die MSJ3/pilAl-
Mutante ist Transformationsnegativ. Es wurde versucht MSJ3/pilAl- mit einzelstrangiger
DNA zu elektroporieren, um zu sehen ob einzelstrangige DNA, direckt in die Zelle geliefert,

homologe Rekombination auslésen kann. Es wurden keine Transformanten erhalten.



ABSTRACT

Cyanobacteria belong to the photoautotroph eubacteria and are able to perform oxygen
photosynthesis. Synechocystis sp. PCC6803 is a single cell photolithoautotroph eubacterium.
It has a diameter of 2,3-2,5 pum, no gas vacuoles , is N; fixing negative and its genome has the
size of 3,57 Mbp.

Genomic manipulation of a cyanobacterial genome is performed either through statistic
mutagenesis (UV-irradiation or chemicals) or site-specific mutagenesis. Therefore
recombinant DNA is used for autonomous replication in the cells or homologue DNA for
homologue recombination / integration into the genome. Synechocystis sp. PCC 6803 is able
to take up free DNA besides the gene transport via conjugation or electroporation.

In E.coli proteins for homologue recombination are well described but not for Synechocystis.
Four independent pathways of homologue recombination are described in E.coli. The recBCD
way is the dominant way for homologue recombination. This protein complex has a helicase
activity, a ds- and ss-DNA exonuclease activity and ss-DNA endonuclease activity. The
recJQ way produces with the help of RecQ and the ss-DNA exonuclease activity of RecJ a
suitable substrate for RecA. The recFOR complex acts similar as RecBCD. The exact
function of this complex is not known jet. When RecBCD is not present RecFOR is needed
for inter- und intramolecular recombination of plasmids and post replicative repair. The recET
way is an alternative pathway to the others. A special function has RecA in the first three
described pathways; it is needed for building a triple helix.

In Synechocystis sp. PCC 6803 not much is known about genes of homologue recombination.
The whole genome sequence of Synechocystis 6803 is known since 1996. With homology
comparison it was possible to find assumed genes for recombination. We have selected recJ, a
ss-DNA exonuclease, which appears only once in the genome of Synechocystis to work with.
The Protein was deleted with the help of homologue recombination and replaced with a
resistance cassette. The homozygote mutant MSJ1 was screened for a phenotype within UV-
mutagenesis, spontaneous mutagenesis and transformability. It was shown that MSJ1 has a
100 fold higher transformability rate than the wildtyp.

To prevent an artefact of the phenotype of MSJ1, the recJ open reading frame was
independently deleted again with a leftover of 25bp of the open reading frame. The 100 fold

higher transformability rate of this mutant MSJ2 was confirmed.



It is crucial in microbiology to have enough selection markers to perform simultaneously
mutagenesis in one cell. Therefore the recJ mutant was produced again with the SacB
technique. This mutant MSJ3 has no resistance cassette within the deleted recJ gen. MSJ3
was also screened for a phenotype within UV- mutagenesis, spontaneous mutagenesis and
transformability. The 100 fold higher transformability rate in comparison to the wildtyp was
confirmed. There was no difference in UV- mutagenesis, spontaneous mutagenesis and
intraspecific conjugation.

Not much is known about the mechanism how in Synechocystis sp. PCC6803 free DNA is
taken up and processed for homologue recombination. Therefore the mutant MSJ3/pilAl-, a
mutant negative for transformation, was electroporated with ss-DNA, to see, if ss-DNA
directly delivered into the cell can lead to homologue recombination. It was not possible to

get any transformated cells.
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EINLEITUNG

OKOLOGIE

Cyanobakterien (friher Blaualgen ) sind zur oxygenen Photosynthese befdhigt, und gehéren
per definitionem zu den photoautotrophen Eubakterien. Durch die Kombination vieler
physiologischer Mdglichkeiten (Photoautotrophie, N,-Fixierung, Meso- und Thermophilie,
Salztoleranz, relative Unempfindlichkeit gegenuber UV-Licht und vieles mehr) sind
Cyanobakterien ubiquitar vertreten. Sie kommen in SUR- und Salzwasser vor, aber auch in
trockenen Habitaten. Sie sind Pioniere bei der Erstbesiedelung von Extremstandorten.
Manchmal gelingt  dies  durch ectosymbiotische oder  endosymbiotische
Lebensgemeinschaften.

Manche Cyanobakterienstamme bilden starke Exotoxine, die zu schweren Fisch- und

Viehvergiftungen fuhrten und auch gelegentlich fir Menschen todlich waren.

SYSTEMATIK

Es gibt nach derzeitiger Einteilung drei groRRe Reiche:
Eukarioten, Archaebakterien und Eubakterien
Die Cyanobakterien gehdren in das Reich der Eubakterien und dort zu der Gruppe der
oxygenen photosynthetischen Bakterien. Das heit sie besitzen Photosystem | und
Photosystem Il und kdnnen daher molekularen Sauerstoff freisetzen. Sie haben Phycobiline
als Antennenpigmente und besitzen nur Chlorophyll a mit einer Ausnahme. Sie werden in
fiinf Sektionen nach Rippka et al [1] eingeteilt.
Die Mitglieder von Sektion I und Il sind einzellige Stdbchen und Kokken, wobei viele
in losen Zellaggregaten (Coenobien) beieinander sind. Diese Aggregate werden von
konzentrischen Layern = Capsulae zusammengehalten.
Sekion I: Chroococcales
einzellige Stdbchen und Kokken, teils in Aggregaten; binare Zellteilung oder
Knospung

Gloeothece, Gloeocapsa, Synechocystis, Synechococcus, Chamaesiphon,
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Sektionll: Pleurocapsales
einzellig, neben einfacher bindrer Zellteilung auch Teilung in mehreren
Teilungsebenen
Pleurocapsa, Dermocarpa, Dermocarpella, Myxosarcina, Chroococcidiopsis,
Xenococcus
Die Mitglider der Sektionen IIl, IV und V sind filamentts. Die Filamente oder

Trichome sind mit einer Schleimschicht umgeben. Viele Mitglieder sind beweglich.

Sektionlll:  Oscillatoriales
unverzweigte Filamente, keine Zelldifferenzierung
Oscillatoria, Spirulina, Pseudanabena, Lyngbya, Plectonema, Phormidium
Die Mitglider der Sektion IV und V zeigen Zelldifferenzierung. Vegetative Zellen
konnen zu Heterocysten (N, Fixierung) umgewandelt werden. Manche Stamme
kdnnen Akineten (Exosporen) oder Hormogonien (mobile Filamente) ausbilden.
SektionlV:  Nostocales
Zellteilung in einer Ebene
Nostoc, Anabena, Calothrix, Cylindrospermum, Nodularia, Sytonema
SektionV: Stigonematales
echt verzweigte Filamente, Zellteilung in drei Ebenen
Fischerella, Mastigocladus, Chlorogloeopsis
Prochlorales sind auch oxygene photosynthetische Bakterien, die nicht in dieses
Schema passen. Sie besitzen Chlorophyll a und b, haben keine Phycobilisomen und
ihre Thylakoide zeigen deutliche Grana. Genetische Studien zeigen aber, dass sie zu

den Cyanobakterien gehdren.

ZELLSTRUKTUR

Cyanobakterien haben einen fiir gramnegetive Eubakterien typischen Zellwandaufbau.

Dieser sieht von aufRen nach innen betrachtet wie folgt aus:
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Die Glycocalix ist eine Polysaccharidkapsel. Dann folgt die &uflere Membran (outer

= passive channel

= facilitator channel

=transport channel

membrane), die ein Lipidbilayer ist. Als duf3erer periplasmatischer Raum wird der Platz
zwischen &ulRerer Membran und Peptidoglycan bezeichnet. Die Peptidoglycanschichte ist
etwas dicker als ublicherweise beim gramnegativen Typ, der chemische Aufbau entspricht
eher dem grampositiven Typ. Der innere periplasmatische Raum wird begrenzt durch das
Peptidoglycan und die Cytoplasmamembran, die wieder ein Lipidbilayer ist. Die
Thylakoidmembran bildet in Cyanobakterien eine zweite bioenergetisch aktive Membran, mit

einem hochstwarscheinlich abgeschlossenen Intrathylakoidalraum.

GENETIK

Das cyanobakterielle Genom hat eine GroRe von 3,5-20 Mbp. Die grofiten Genome findet
man unter den Stdimmen die Heterocysten bilden kénnen. Das zirkuldre Chromosom ist in 10-
20 Kopien pro Zelle vorhanden. Die chromosomale-DNA ist unterschiedlich stark methyliert,

besonders die filamentdsen Stdmme haben eine extrem starke Methylierung. Bei diesen
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Stdmmen ist dies nicht nur Schutz der DNA vor dem Schneiden von endogenen
Restrikionsenzymen, sondern vermutlich auch eine Regulation der Genexpression.

Oft sind zusatzlich zum Genom noch zirkulédre Plasmide in unterschiedlicher Anzahl (von null
bis sechs verschiedene pro Zelle) und Grélze (zw. 2 kbp und 1 Mbp) vorhanden. Synechocystis
sp. PCC 6803 hat zwei kleine (2 und 5 kb) und zwei groRe (50 und 100 kbp) Plasmide, deren
Funktion noch ungeklart sind. Seit Ende 1996 ist die Gesamtsequenz von Synechocystis 6803
bekannt, es sind 3,57 Mbp [2].

Die Manipulation des Cyanobakteriengenom geschieht entweder durch statistische
Mutagenese (mit UV-Bestrahlung oder Chemikalien) oder durch site-specific Mutagenese.
Dabei wird entweder rekombinante DNA in die Zellen gebracht und diese manifestiert sich
durch autonome Replikation. Oder die DNA integriert durch homologe Rekombination ins
Chromosom, wenn diese homologe Bereiche zum Genom hat. Aus einfacher Rekombination
resultiert die Integration des ganzen Plasmides ins Genom. Bei doppelter Rekombination wird
nur jener Teil des Plasmides integrieren, welcher von homologen Sequenzen flankiert ist.

Ein experimenteller Vorteil von Synechocystis sp. PCC 6803 ist, dass dieser Stamm nattrlich
transformierbar ist, d. h. kompetent fiir die Aufnahme freier DNA (neben des Gentransfers
mittels Konjugation oder Elektroporation) ist.

Bis heute sind ca. 24 naturlich transformierbare Bakterienstimme bekannt, z. B.: Bacillus
subtilis (grampositives Bakterium) oder Haemophilus influencae (gramnegatives Bakterium).
Unter den natirlich transformierbaren Cyanobakterienstdmmen sind bis jetzt nur die
einzelligen Stdimme Synechococcus sp. PCC 7943, PCC 7942, PCC 7002, Synechocystis sp.
PCC 6808 und PCC 6803 bekannt.

BIOENERGETIK

In der Natur sind viele verschiedene Ern&dhrungstypen moglich:

Energiequelle: Licht Photo-
chem. Energie Chemo-

Elektronendonor anorganisch -litho-
organisch -organo-

Kohlenstoffquelle  C;-Kdrper (CO,, CHy, etc.) -autotroph
organische Verb. -heterotroph

In der Natur sind hauptsachlich funf Typen verwirklicht:
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photolithoautotroph (griine Pflanzen, Algen, Cyanobakterien)
photoorganoheterotroph (viele phototrophe Bakterien)
chemolithoautotroph (z.B. Schwefelbakterien)

chemolithoheterotroph (z.B. Desulfovibrio-Stdmme)

o A~ w D P

chemoorganoheterotroph (die meisten Mikroorganismen, Tiere und griine Pflanzen
im Dunklen)

Der Ernahrungstyp, den Cyanobakterien bevorzugen, ist Photolithoautotrophie, d.h. Licht
wird als Energiequelle, eine anorganische Verbindung (H,O) als Elektronendonor und CO,
als Kohlenstoffquelle verwendet.

Manche Cyanobakterien (z.B. Synechocystis sp. PCC 6803) konnen unter geeigneten
Bedingungen, (z.B. Glucose im Medium) sowohl heterotrophe als auch autotrophe
Stoffwechselwege verwenden. Das heif3t, als Energiequelle dient die Photosynthese mit einem
anorganischen Elektronendonor und gleichzeitige konnen organischen Substanzen als
Energiequelle verwendet werden. Wobei unter diesen mixotrophen Bedingungen fast nur CO,
der C-Donor ist. Der Zucker wird aufgenommen, aber fast vollig ins Glykogen eingebaut.
Wenn man das Photosystem Il mittels DCMU (3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff)
hemmt, somit nur mehr zyklische Phosphorylierung (siehe Photosynthese) mdéglich ist, dann
kénnen die Zellen nur mehr in Anwesenheit von organischen Kohlenstoffquellen wachsen.
Die Blockierung des Photosystem Il verhindert, dass genug Energie fur die Nutzung von

anorganischen Substanzen da ist.

PHOTOSYNTHESE

Unter Photosynthese versteht man einen Prozess, der es der Zelle erlaubt, mit Licht als
einziger Energiequelle zu leben und sich zu vermehren. Mit Hilfe dieser Energie kann aus
CO; und H,O Glucose und deren Polymere aufgebaut werden. Die Photosynthese kann in
zwei Teilprozesse geteilt werden.

Die Lichtreaktion = photosynthetische Elektronentransportkette erzeugt Energiedquivalente
(ATP) und Redoxaquivalente (NADPH).

Die Dunkelreakion fixiert CO, mit Hilfe von ATP und NADPH im Calvin-Zyklus (ist nach
seinem Entdecker M. Calvin benannt). Sie ist eine zyklische Folge von Reaktionen, in deren
Verlauf CO, mit Hilfe von ATP und NADPH in Glucose umgewandelt wird. Diese

Reaktionen laufen auch nur bei Licht ab.
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Abb.: Schema des Calvin-Zyklus bis zum Glykogenaufbau

Die photosynthetische Elektronentransportkette befindet sich bei den Cyanobakterien in der
Thylakoidmembran = ICM( intracytoplasmatische Membran). Die Elektronentransportkette
besteht aus drei groRen, transmembranen Proteinkomplexen (Photosystem | (PS 1),
Photosystem 11 (PS Il) und dem Cytochrom bgf Komplex) und einigen kleineren, teilweise in
der Membran beweglichen Komponenten (z.B. Plastochinon) und dem terminalen Akzeptor
NADP" .
Nach Sandmann werden die Cyanobakterien nach dem Vorhandensein von zwei bis jetzt
bekannten léslichen Elektronencarriern Plastocyanin und Cytochrom cssz in drei Gruppen
geteilt [3].

1. nur Cytochrom css3: kein Gen fir Plastocyanin vorhanden (z.B. Synechococcus sp.

PCC 7002)
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2. Cytochrom css3 konstitutiv und Plastocyanin nur in Anwesenheit von Kupfer
vorhanden (z.B. Pseudanabena sp.)
3. Cytochrom css3 oder Plastocyanin, je nach Anwesenheit von Kupfer im Medium,
bei 30nM Kupfergehalt im Medium ist kein Plastocyanin nachzuweisen (z.B.
Synechocystis sp. PCC 6803)
Da Synechocystis sp. PCC 6803 in die dritte Sandmanngruppe gehort, kann man durch
Variation des Kupfergehaltes im Medium entweder die Expression von Plastocyanin (> 1uM
Kupfer) oder die Expression von Cytochrom css3 (< 0,1uM Kupfer) induzieren. Bei 20-30nM
Kupfergehalt im Medium ist nach Zhang et. al.[4] keine Plastocyanin-mRNA im Northern

Blot mehr nachzuweisen.

ATMUNG

Die Atmung ist definiert als eine Sequenz von Redoxreaktionen (= respiratorische
Elektronentransportkette) mit NAD(P)H oder anderen reduzierten Molekilen als
Elektronendonor und verschiedenen Elektronenakzeptoren (meist O) unter Bildung eines pH-
Gradienten und weiters von ATP (nach Mitchell-Hypothese).

Die Atmung ist bei allen Eukaryoten in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und
bei den aeroben Bakterien in der Cytoplasmamembran. Bei den photosynthetischen Bakterien
mit Thylakoiden (Cyanobakterien) treten zwei getrennte und warscheinlich unterschiedliche
Atmungsketten auf, eine in der Cytoplasmamembran und eine in der Thylakoidmembran.

Die Atmungskette in der Cytoplasmamembran der Cyanobakterien sieht ungeféhr
folgendermalien aus. Die Elektronentransportkette in der Cytoplasmamembran geht von
NAD(P)H Uber den Chinolpool zum Cytochrom bgf-Komplex und weiter auf die Endoxidasen
(z.B. Cytochrom c oxidase).

In der Thylakoidmembran ist die Elektronentransportkette komplizierter, da sich die Atmung
und die Photosynthese verschiedene Komponenten teilen. Wie diese zwei Ketten in einer
einzigen Membran reguliert werden, ist noch géanzlich unbekannt. Bekannt ist nur, dass im

Licht keine vollstandige Atmung stattfindet = Lichtinhibierung der Atmung.
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AUFGABENSTELLUNG

Cyanobakterien (friiher Blaualgen ) gehdren zu den photoautotrophen Eubakterien sind zur
oxygenen Photosynthese befahigt. Synechocystis sp. PCC6803 ist ein einzelliges
photolithoautotrophes Eubakterium, das von R. Kunisawa als Aphanocapsa N-1 im
Frischwasser in Californien, U.S.A. 1968 isoliert wurde und ist identisch mit dem Isolat
Synechocystis sp. ATCC 27184 von R. Y. Stanier. Es hat einen Durchmesser von 2,3-2,5 pm,
keine Gasvakuolen, ist N Fixierung negativ und hat eine GenomgréRRe von 3,57 Mbp.

Eine Manipulation des Cyanobakteriengenoms geschieht entweder durch statistische
Mutagenese (mit UV-Bestrahlung oder Chemikalien) oder durch site-specific Mutagenese.
Dabei wird entweder rekombinante DNA in die Zellen gebracht und diese manifestiert sich
durch autonome Replikation. Oder die DNA integriert durch homologe Rekombination in das
Zellgenom, wenn dieses homologe Bereiche aufweist. Synechocystis sp. PCC 6803 ist
natlrlich transformierbar, d. h. die Zellen sind kompetent fir die Aufnahme freier DNA,
neben dem Gentransfer mittels Konjugation oder Elektroporation.

Proteine, die in der homologen Rekombination mitwirken, sind in E.coli recht gut beschrieben
[3], Uber die Rekombination in Synechocystis ist hingegen sehr wenig bekannt. In E.coli gibt
es vier unabh&ngige Wege fir homologe Rekombination. Der recBCD Weg stellt den
dominanten Weg der homologen Rekombination dar. Dieser Proteinkomplex hat mehere
Funktionen, eine Helikaseaktivitét, eine ds- und ss-DNA Exonukleaseaktivitdt und eine ss-
DNA Endonukleaseaktivitat. Der recJQ Weg erzeugt durch die Helikaseaktivitat des RecQ
und der ss-DNA Exonukleaseaktivitdt des RecJ Proteins ein geeignetes Substrat flir RecA.
Die Proteine RecFOR bilden einen funktionell ahnlichen Komplex wie RecBCD. Die genaue
Funktion dieser Proteine ist noch nicht geklart. In Abwesenheit von RecBCD werden
RecFOR fur die inter- und intramolekulare Rekombination von Plasmiden und bei der
postreplikativen Reparatur bendtigt. Der recET Weg stellt eine Alternative zu den anderen
Wegen dar. Bei den Rekombinationsereignissen dieser beiden Proteine wird im Gegensatz zu
den anderen Wegen kein recA Genprodukt benétigt. Eine Sonderstellung nimmt RecA ein.

Dieses Protein wird in den drei ersten Wegen fur die Bildung der Tripelhelix benétigt.

In Synechocystis sp. PCC 6803 ist tUber Gene, die bei der homologen Recombination beteiligt
sind, nichts bekannt. Nur im Cyanobakterium Synechococcus gibt es Untersuchungen tber

recA. Die Versuche von Murphy et al. [5] eine recA” Mutante in Synechococcus sp. PCC
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7002 zu generieren, zeigten dass recA fur Synechococcus essentiell ist. Die Gesamtsequenz
von Synechocystis 6803 st seit 1996 bekannt [2]. In dieser wurden vermutete
Rekombinations-Gene anhand von Homologievergleichen identifiziert. Den recBCD- und den
receT- Weg durfte es in Synechocystis nicht geben, da keinerlei Homologie zu den E.coli
Genen gefunden wurde. Gute Homologie zu einem E.coli Gene weist eine Sequenz auf. Es
entspricht der recJ Sequenz von E.coli..

Das RecJ Protein von E.coli ist schon friihzeitig entdeckt und untersucht worden. RecJ hat die
Funktion einer 5°-3" Exonuklease von ss-DNA [6]. Die einfache recJ Mutation in E.coli hat
keine Auswirkung auf die Rekombination. Aber in einem recBCD™ Stamm hat die zusatzliche
recJ Mutation starke Auswirkung auf die konjugale Rekombination und die UV-Sensitivitat.
Im Wildtyp wird recJ fur den recFOR und den recET Rekombinationsweg gebraucht. Diese
Madglichkeiten (recFOR und recET) der Rekombination sind unabhangig vom recBCD Weg.
Der recBCD Weg ist in den Wildtypzellen der dominante Weg um zu rekombinieren.
Mutationen von recJ in Stdmmen die recBCD™ waren haben gezeigt, dal} recJ fir die
alternativen Rekombinationswege recFOR und recET benétigt wird [6].

Ein BLAST der recJ Proteinsequenz aus Synechocystis sp. PCC 6803 mit anderen
Organismen ergab eine sehr hohe Homologie mit E.coli und Haemophilus influenzae. Doch
ist das Synechocystis-Protein um ca. 180 Aminoséuren langer als das E.coli- und das
Haemophilus-Protein. Was das zu bedeuten hat ist noch unklar.

Rec J soll mit Hilfe homologer Rekombination deletiert und mit einer Kanamycinresistenz
ersetzt werden. AnschlieRend soll untersucht werden, ob die homozygote Mutante einen

Phénotyp besitzt.
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HERSTELLUNG EINER recJ (sll1354) NEGATIVEN MUTANTE AUS
SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803

Die chromosomale DNA von Synechocystis sp. PCC 6803 wurde isoliert (siehe Materialteil)
Mit Hilfe der der Primer recJ-3"und recJ-5"(die genauen Stellen in der DNA-Sequenz sind im
Materialteil/Gene ersichtlich) wurde die recJ Sequenz amplifiziert und in den Vektor pUC 19
Kloniert. Dieses Plasmid wurde in der Stammsammlung unterpMSUV 5 abgelegt. Mit den
Restriktionsenzym Ncol wurde ein GroRteil des recJ-Gens entfernt und stattdessen die
Kanamycinkassette aus pRL 446 hineinkloniert. Die genaue Beschreibung des Vektors
pMSUV 11 findet sich im Materialteil/Plasmide. Mit Hilfe einer Restriktionsanalyse wurde
die richtige Lange und die Orientierung der Km-Kassette festgestellt (dies wurde im Zuge der

Diplomarbeit gemacht).

Es wurde eine Plasmidprép. fiur die Transformation von Synechocystis sp. PCC 6803
verwendet. Kurz eine logarithmisch wachsende Synechocystis sp. Kultur wurde mit ca. 8ug
Plasmid DNA gemischt und 24 Stunden unter Licht inkubiert. Dann wurden die
Cyanobakterien auf einen Membranfilter auf nichtselektiven Medium unter Licht 48 Stunden
kultiviert. Danach wurde der Filter auf selektives Medium transferiert. Genaue Ausfiihrung
siehe Methodenteil/Transformation von Synechocystis.

Nach ca. einer Woche waren hunderte Einzelkolonien, Transformanten, zu sehen. Einzelne
Kolonien wurden gepickt und jede auf einer BG 11-TS Agarplatte + Km flr Einzelkolonien
ausgestrichen.

Nach eineinhalb Wochen waren die Kolonien gro genug um damit eine 50ml Flissigkultur
BG 11-TS + Km anzuimpfen. Eineinhalb Wochen spéter wurde ein Aliquot der Kultur in
einen frisches Medium uberimpft. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt.

Nachdem auch diese Kultur dicht angewachsen war, wurde eine Small-DNA-Préap. (siehe
Methodenteil) von der Mutante gemacht. Mit dieser DNA wurde mit den Primern recJ-3"und
recJ-5° PCR gemacht und die Produkte auf einen 1w/v% Agarosegel aufgetrennt. Die
Wildtypbande des recJ-Gens soll 2855 bp lang sein und die Bandenlédnge des mutierten
Genoms 1900 bp.
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Abb.: PCR des Wildtyps und der recJ-Mutante nach zweimaliger sukzessiver Zucht

1 2 3

I

- 2850bp
- 1900bp

lane 1: X-Marker
lane 2: Wildtyp, erwartete Bande 2855 bp
lane 3: MSJ1, erwartete Bande 1900 bp

Da in der Lane mit der MSJ1 Mutante keine wt-Bande mehr zu sehen ist, kann angenommen
werden, dal der recJ-Locus homozygot mutiert ist.

Um etwaige wt-Allele, die mit der PCR nicht entdeckt wurden, zu sehen, wurde die Kultur
zweimal hintereinander in nichtselektivem BG 11-TS-Medium bis zur stationdren
Wachstumsphase gezichtet. Es ware zu erwarten, dass unter nichtselektivem Wachstum
jegliches verbliebene wt-Allel wieder angereichert wirde, und so nach erneuter DNA-Prap.

mit der PCR wieder nachgewiesen werden kodnnte (siehe Methodenteil/Transformation von

Synechocystis).
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Abb.: PCR des Wildtyps und der recJ-Mutante nach zweimaliger nicht selektiver sukzessiver
Zucht

2850bp
1900bp

lane 1: MSJ1, erwartete Bande 1900bp
lane 2: Wildtyp, erwartete Bande 2855bp
lane 3: X-Marker

Es war kein wt-Allel bei der Uberpriifung zu sehen, so wurde die MSJ1 Mutante als

homozygot mutiert im recJ-Lokus aufbewahrt.

UBERPRUFUNG DER MSJ1 MUTANTE AUF PHANOTYPISCHE MERKMALE

Spontanmutagenese

Fir eine Spontanmutationsrate wurde das Model der Fruktoseresistenz gewahlt. Fruktose
wirkt fr Synechocystis sp. PCC 6803 wie ein Antibiotikum. Fruktose wird mit dem gleichen
Transportprotein wie Glukose aufgenommen. Ist dieses in seiner Funktion gestort, kann keine
Glukose bzw. Fruktose aufgenommen werden. Durch spontane Mutation im Glukose
/Fruktose Transporter [7,8] kann allerding schnell eine Resistenz entstehen.

Es wurden exponentiell wachsende Kulturen vom Wildtyp und von MSJ1 (OD= 0,5) auf BG
11-TS Agarplatten + Fruktose (15mM) ausgestrichen und 2 Wochen in der Klimakammer
unter Licht kultiviert. Die resistenten Kolonien wurden ausgezéhlt. Mit Hilfe des viable count
= lebende Zelle pro ml, wurde die Spontanmutationsrate berechnet.
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Spontanmutationsrate

Viable | Transformanten | Transformations- Viable | Transformanten | Transformations-

Count Rate Count Rate

x10 8 x10 ® x10 8 x10 ®
Wildtypl | 1,95 17 8,78 MSJ1-1 9,05 16 1,76
Wildtyp2 | 1,95 2 1,02 MSJ1-2 9,05 196 21,65
Wildtyp3 | 1,95 11 5,64 MSJ1-3 9,05 18 1,98
Wildtyp4 | 1,95 63 32,3 MSJ1-4 9,05 4 0,44
Wildtyp5 | 1,95 22 11,28 MSJ1-5 9,05 307 33,92

Die Spontanmutationsrate wurde flinf Mal unabhéngig angesetzt und ausgewertet. Es wurde
kein Unterschied in der Transformationsrate zwischen dem Wildtyp und der MSJ1 Mutante
gefunden.

UV- Mutagenese

Fur eine UV-Mutationsrate wurde wieder das Model der Fruktoseresistenz gewahlt. Fruktose
wirkt fur Synechocystis sp. PCC 6803 wie ein Antibiotikum. Fir die Mutagenese wurde
diesmal UV -Licht verwendet.

Es wurden exponentiell wachsende Kulturen vom Wildtyp und von MSJ1 (OD= 0,5)
unterschiedlich lange mit UV —Licht (254nm) bestrahlt. Dazu wurden 5 ml dieser Kulturen
auf einem Nitrozellulosefilter auf BG 11-TS Agarplatten ausgestrichen. Nachdem die Zellen
auf dem Agar angetrocknet waren, wurden die gedffneten Platten in einer dunklen Kammer
verschieden lange mit UV —Licht bestrahlt. Die Zellen wurden zwei Tage auf nicht selektiven
BG 11-TS Agarplatten in der Klimakammer unter Licht kultiviert. Danach wurde den die
Platten mit BG 11-TS Weichagar + Fruktose (15mM) Uberschichtet. Alle unterschiedlich lang
UV bestrahlten Kulturen wurden 2 Wochen in der Klimakammer unter Licht kultiviert. Die
resistenten Kolonien wurden ausgezéhlt. Mit Hilfe des viable count = lebende Zelle pro ml,

wurde die Spontanmutationsrate berechnet.
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UV-Mutationsrate

Wildtyp MSJ1
U_V Viable | Transformanten | Transformations- U_V Viable | Transformanten | Transformations-

Belicht | Count Rate Belicht | Count Rate
ungszeit %10 ¢ x10 ® ungszeit %10 ¢ %10 ©

0 sec. 6,7 1266 186,72 0 sec. 6,1 2125 344,018

30 sec. 6,7 1604 239,17 30 sec. 6,1 1311 212,238

60 sec. 6,7 866 129,09 60 sec. 6,1 1639 265,339
120 sec. 6,7 62 9,24 120 sec. 6,1 238 38,53

Die UV-Mutationsrate wurde zwei Mal unabhangig angesetzt und ausgewertet. Es konnte
kein auffalliger Unterschied in der Transformationsrate zwischen dem Wildtyp und der MSJ1

Mutante gefunden.

Naturliche Transformation

Fur die Uberpriifung der natiirlichen Transformierbarkeit von Synechocystis sp. PCC 6803
wurden zwei verschiedene Plasmidtypen verwendet. Einmal das replikative Plasmid pKT210
und das integrative Plasmid pJM8. pKT210 beinhaltet ein Replikon mit einem oriT fir die
unabhéngige Replikation in Synechozystis sp. und Gene fur die eigene Mobilisierarkeit mob-
Gene. pJM8 besteht aus einem pUC 18 Vektor mit einem groRBen chromosomalen DNA-
Fragment aus Synechocystis sp. PCC 6803. Das Insert enthélt das psbAl-Gen, von welchem
ca. 60% aus der Mitte herausgeschnitten sind und durch eine Cm-Kassette (aus Tn9) ersetzt
wurde. Die Homologie des Inserts zum psbAl-Gen in Synechocystis sp ermdglicht die
Integration der Resistenzkassette in das Cyanobakteriengenom durch homologe
Rekombination.

Fur die Uberpriifung der Transformierbarkeit des Wildtyps und MSJ1 wurden je 100pl einer
exponentiell wachsenden Kultur mit 0,2ug pJM8 Plasmid DNA oder mit 2ug pKT210
Plasmid DNA gemischt. Diese Zell DNA Suspension wurde tber Nacht in der Klimakammer
unter Licht kultiviert. Danach wurden die Zellen zwei Tage auf nicht selektiv en BG 11-TS
Agarplatten in der Klimakammer unter Licht weiter inkubiert. Fir die weitere selektive

Kultivierung wurden die Platten mit Weichagar mit Selektivmedium Uberschichtet. Nach 2
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Wochen in der Klimakammer unter Licht wurden die resistenten Kolonien ausgezéhlt. Mit

Hilfe des viable count = lebende Zelle pro ml, wurde die Transformationsrate berechnet.

Transformationsraten

pJM8 pKT210
(0,2ug DNA) (2ug DNA)
Viable Count | Transformanten Transformations- Rate Transformanten Transformations- Rate
x10 © x10 ¢ x10 ®
Wildtyp 10,2 410+/-280 40,19 0 0
MSJ1 15,6 55916+/-24877 3570,66 10+/-9 0,67

Die Transformationsrate wurde vier Mal unabhdngig angesetzt und ausgewertet. Es wurde

jedesmal ein Unterschied in der Transformationsrate um einen Faktor 100 zwischen dem
Wildtyp und der MSJ1 Mutante beim integrativen Plasmid pJM8 gefunden. Die MSJ1

Mutante ist also 100-mal besser transformierbar mit homologer DNA als der Wildtyp.

Beim replikativem Plasmid pKT210 zeigte sich auch eine héhere Transformierbarkeit der

MSJ1 Mutante gegentber dem Wildtyp, aber nur um ca. einen Faktor 10,

Letztendlich zeigte die recJ negative Mutante ein phanotypischen Merkmal: eine gesteigerte

Transformierbarkeit auf naturlichem Weg.
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UNABHANGIGE HERSTELLUNG DER recJ (sll1354) NEGATIVEN MUTANTE
VON SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803 MIT EINEM ANDEREN PLASMID

Von einer Plasmid DNA Praparation pMSUV 11 wurde (siehe Materialteil) mit Hilfe der
Primer recJ-Bglll-1 und recJ-Bglll-2 (die genauen Stellen in der DNA-Sequenz sind im
Materialteil/Gene und Primer ersichtlich) wurde die Plasmid Sequenz amplifiziert. Die Primer
waren so ausgewahlt, dass vom offenen Leserahmen des RecJ Proteins nur mehr 25 bp tbrig
bleiben. Durch eine reverse PCR des Plasmides pMSUV 11 mit den Primern recJ-Bglll-1 und
recJ-Bglll-2 (Methoden/ Primer), bleibt die homologe Umgebungssequenz von recJ noch
vorhanden. Aus dem Plasmid pRL446 wurde die Km Resistenzkassette mit BamHI
ausgeschnitten, mit Hilfe eines 1% Agarosegels vom Rest des Vektors getrennt,
ausgeschnitten aus dem Gel und aufgereinigt flr eine Ligation. Das PCR Produkt wurde
ebenfalls Uber ein Agarosegel von PCR Bruchsticken getrennt, ausgeschnitten und
aufgereinigt fir die Ligation. Ein Teil des Ligationsansatzes (Methoden/ Ligationen) wurde in
E.coli. transformiert (Methoden/ Transformation von E.coli.) und diese auf selektiven
Agarplatten + Km kultiviert. Aus resistenten Kolonien wurden die Plasmide eluiert
(Methoden/ Koch-Quick-Prép.) und einer Restriktionsanalyse unterzogen. Mit Hilfe dieser
Restriktionsanalyse wurden die richtige L&nge der Ligation und die Orientierung der Km-
Kassette festgestellt. Die genaue Beschreibung des Vektors pMSUV25A findet sich im

Materialteil/ Plasmide.

Abb.: Rerstriktionsanalyse des pMSUV 25A Plasmides

1 2 3 4

4454bp
3376bp
2686bp

1720bp
1146bp

65bp

lane 1: X-Marker

lane 2: pMSUV25A Hindll verdaut, erwartete Bande 2686bp, 1720bp und 65bp
lane 3: pMSUV25A EcoRI verdaut, erwartete Bande 4454bp

lane 4: pMSUV25A HindllI verdaut, erwartete Bande 3376bp und 1146bp
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Der Vektors pMSUV25A wurde mit EcoRlI, Hindll und Hindlll verdaut. EcoRI schneidet nur
1x im Vektor was eine Bande mit 4454bp Lé&nge ergibt. Hindlll schneidet 2x und ergibt mit
der Orientierung der Km-Kassette paralell zum recJ Gen Banden von der Lénge 3376 bp und
1146 bp. Hindll schneidet 3x und ergibt mit der Orientierung der Km-Kassette paralell zum
recJ Gen Banden von der L&nge 2686 bp, 1720 bp und 65 bp.

Es wurde eine Plasmidprép. Von pMSUV25A fur die Transformation von Synechocystis sp.
PCC 6803 verwendet. Kurz eine logarithmisch wachsende Synechocystis sp. Kultur wurde mit
ca. 8ug Plasmid DNA gemischt und 24 Stunden unter Licht inkubiert. Dann wurden die
Cyanobakterien auf einen Membranfilter auf nicht selektivem Medium unter Licht 48
Stunden kultiviert. Danach wurde der Filter auf selektives Medium transferiert. Genaue
Ausfihrung siehe Methodenteil/Transformation von Synechocystis.

Nach ca. einer Woche waren Einzelkolonien, Transformanten, zu sehen. Einzelne Kolonien
wurden gepickt und jede auf einer BG 11-TS Agarplatte + Km fir Einzelkolonien
ausgestrichen.

Nach eineinhalb Wochen waren die Kolonien gro genug um damit eine 50ml Flissigkultur
BG 11-TS + Km anzuimpfen. Eineinhalb Wochen spéter wurde ein Aliquot der Kultur in
einen frisches Medium + Km tberimpft. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt.
Nachdem auch diese Kultur dicht angewachsen war, wurde eine Small-DNA-Préap. (siehe
Methodenteil) von der Mutante und dem Wildtyp gemacht. Mit dieser DNA wurde mit den
Primern recJ-3"und recJ-5" PCR gemacht und die Produkte auf einen 1w/v% Agarosegel
aufgetrennt. Die Wildtypbande des recJ-Gens soll 2855 bp lang sein und die Bandenlénge des
mutierten Genoms 1840 bp.
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Abb.: PCR des Wildtyps und der recJ-2 Mutante nach zweimaliger selektiver Zucht

lane 1: Wildtyp, erwartete Bande 2855 bp
lane 2: X-Marker
lane 3: MSJ2, erwartete Bande 1840 bp

Da in der Lane mit der recJ-2 Mutante keine wt-Bande mehr zu sehen ist, kann angenommen
werden, dass der recJ-Locus homozygot mutiert ist. Dieser recJ::Km Mutante wurde als
MSJ2 aufbewahrt.

Um etwaige wt-Allele, die mit der PCR nicht entdeckt wurden, zu sehen, wurde die Kultur
zweimal hintereinander in nichtselektivem BG 11-TS-Medium bis zur stationdren
Wachstumsphase geziichtet. Es ware zu erwarten, dass unter nichtselektivem Wachstum
jegliches verbliebene wt-Allel wieder angereichert wirde, und so nach erneuter DNA-Prap.
mit der PCR wieder nachgewiesen werden kdnnte (siehe Methodenteil/Transformation von
Synechocystis).

Es konnte kein wt-Allel bei der Uberpriifung gefunden werden und so wurde die MSJ2

Mutante als homozygot mutiert im recJ-Lokus eingefroren.

UBERPRUFUNG DER MSJ2 MUTANTE AUF ANDERUNG DER
TRANSFORMATIONSRATE

Nattrliche Transformation

Fur die Uberpriifung der natiirlichen Transformierbarkeit von Synechocystis sp. PCC 6803
wurden wieder zwei verschiedene Plasmidtypen verwendet. Einmal das replikative Plasmid
pKT210 und das integrative Plasmid pJM8. pKT210 beinhaltet ein Replikon mit einem oriT

fur die unabhangige Replikation in Synechozystis sp. und Gene fiir die eigene Mobilisierarkeit
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mob-Gene. pJM8 besteht aus einem pUC 18 Vektor mit einem grofRen chromosomalen DNA-
Fragment aus Synechocystis sp. PCC 6803. Das Insert enthélt das psbAl-Gen, von welchem
ca. 60% aus der Mitte herausgeschnitten sind und durch eine Cm-Kassette (aus Tn9) ersetzt
wurde. Die Homologie des Inserts zum psbAl-Gen in Synechocystis sp ermdglicht die
Integration der Resistenzkassette in das Cyanobakteriengenom durch homologe
Rekombination.

Fur die Uberpriifung der Transformierbarkeit des Wildtyps und MSJ2 wurden je 100pl einer
exponentiell wachsenden Kultur mit 0,2ug pJM8 Plasmid DNA oder mit 2ug pKT210
Plasmid DNA gemischt. Diese Suspension wurde Uber Nacht in der Klimakammer unter Licht
kultiviert. Danach wurden die Zellen zwei Tage auf nicht selektiv en BG 11-TS Agarplatten
in der Klimakammer unter Licht weiter inkubiert. Fir die weitere selektive Kultivierung
wurden die Platten mit Weichagar mit Selektivmedium tberschichtet. Nach 2 Wochen in der
Klimakammer unter Licht wurden die resistenten Kolonien ausgezéhlt. Mit Hilfe des viable

count = lebende Zelle pro ml, wurde die Transformationsrate berechnet.
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Transformationsraten

pJM8 pKT210
(0,2ug DNA) (2ug DNA)
Viable Count | Transformanten Transformations- Rate Transformanten Transformations- Rate
x10 © x10 ¢ x10 ®
Wildtyp 8,7 80+/-28 9,19 5+/-1 0,51
MSJ2 9,8 2530+/-594 256,85 107+/-48 10,93

Die Transformationsrate wurde drei Mal unabhdngig angesetzt und ausgewertet. Es wurde

jedes Mal wieder ein Unterschied in der Transformationsrate um einen Faktor 100 zwischen

dem Wildtyp und der MSJ2 Mutante beim integrativen Plasmid pJM8 gefunden. Beim

replikativem Plasmid pKT210 zeigte sich auch eine hohere Transformierbarkeit der MSJ2

Mutante gegentiber dem Wildtyp, aber nur um ca. einen Faktor 10.

Der Phanotyp der gesteigerten Transformierbarkeit der recJ negativen Mutante konnte auch in

der unabhéngig hergestellten MSJ2 Mutante gezeigt werden.
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HERSTELLUNG EINER recJ NEGATIVEN MUTANTE AUS SYNECHOCYSTIS SP.
PCC 6803, DIE KEINE RESISTENZKASSATTE IM DELETIERTEN recJ GEN
ENTHALT

Da es in der Mikrobilogie immer kritisch ist genligend Selektionsmarker flr gleichzeitige
Mutagenesen in einer Zelle zu haben, wurde die recJ negative Mutante erneut mit Hilfe einer
SacB Technik [9,10] hergestellt. Das sacB Gen codiert fiir eine Levansucrase von B.subtilis.
Die Produktion von Levansucrase wird durch die Anwesenheit von Sucrose/ Rohrzucker
induziert. Die Expression des sacB Proteins ist fir gram-neg. Bakterien und Cyanobacterien,
welche auch einen gram-neg. Zellwandaufbau haben, letal [11,12].

Dadurch kann mit Sucrose im Medium auf den Verlust der sacB/ Km Kassette selektiert
werden. SacB und die Km Kassette konnen gemeinsam durch einen Verdau mit Xbal aus

pRL250 ausgeschnitten werden und ergeben eine Fragmentlange von ca. 3800 bp.

Um die Entstehungsgeschichte der bis jetzt verwendeten Plasmide und der noch zu bauenden
Plasmide Ubersichtlicher zu machen, ist ein Stammbaum der Plasmide zusammengestellt
worden. Darin sind wichtige Restriktionsschnittstellen eingezeichnet und die Primer

Bindungsstellen, welche zur Mutanten Uberpriifung verwendet wurden.
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Stammbaum der Plasmide:
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Fur die Herstellung der recJ neg. + Resistenz neg. Mutante wurde das Plasmid pMSUV 25A

mit Xbal verdaut um die Km-Kassette herauszuschneiden. Die entstandenen DNA Stiicke des

Verdaues wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt und das 3250 bp lange Fragment, der

Vektor ohne Km-Kassette, ausgeschnitten. Dieses Fragment wurde aus dem Gel eluiert und

relegiert. Das legierte Plasmid wurde in DH5a (E.coli.) transfiziert und selektiv mit der

verbliebenen Resistenz des Vektors (Ampicillin) vermehrt. Nach einer Aufreinigung
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(Methodenteil/ Koch-Quick) aus E.coli. wurde das Plasmid einer Restriktionsanalyse
unterzogen. Die genaue Beschreibung des Vektors pMSUV29 findet sich im Materialteil/

Plasmide.

Abb.: Rerstriktionsanalyse des pMSUV 29 Plasmides

lane 1: pMSUV29 Hpal verdaut, erwartete Bande 3250 bp

lane 2: pMSUV29 Pvull verdaut, erwartete Bande 2364 bp, 470 bp und 416 bp

lane 3und 4: X-Marker

lane 4: pMSUV29 Nspl verdaut, erwartete Bande 1917 bp, 523 bp, 441 bp und 365 bp

Der Vektors pMSUV29 wurde mit Hpal, Nspl und Pvull verdaut. Hpal schneidet nur 1x im
Vektor was eine Bande mit 3250bp Lénge ergibt. Pvull schneidet 3x und ergibt Langen von
2364 bp, 470bp und 416 bp. Nspl schneidet 4x und ergibt Langen von 1917 bp, 523 bp, 441bp
und 365 bp.

Paralell dazu wurde die SacB/ Km Kassette durch einen Verdau mit Xbal des Plasmides
pRL250 (Beschreibung siehe Material/ Plasmide) ausgeschnitten. Die Plasmid Fragmente
wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt und das Fragment mit 3800 bp Lange aus dem Gel
eluiert. Die SacB/ Km Kassette und das 3250 bp lange Fragment des pMSUV 25A wurden
legiert. Die Ligation wurde in DH5a (E.coli.) transfiziert und selektiv mit der Km Resistenz
des Vektors vermehrt. Nach einer Aufreinigung (Methodenteil/ Koch-Quick) aus E.coli.
wurde das Plasmid einer Restriktionsanalyse unterzogen. Die genaue Beschreibung des
Vektors pMSUV30 findet sich im Materialteil/ Plasmide.
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Abb.: Rerstriktionsanalyse des pMSUV 30 Plasmides

4840bp

1140bpf
1065bpf

lane 1: X-Marker
lane 2: pMSUV30 HindlIl verdaut, erwartete Bande 4840 bp, 1140 bp und 1065 bp
lane 3: pMSUV30 Nspl verdaut, erwartete Bande 2425 bp, 1930 bp, 1100 bp, 800 bp, 450 bp und 365bp

Der Vektors pMSUV30 wurde mit Nspl und Hindlll verdaut. Hindlll schneidet nur 3x im
Vektor und ergibt Banden mit 4840 bp, 1140 bp und 1065 bp Lange. Nspl schneidet 6x und
ergibt Langen von 2425 bp, 1930bp, 1100 bp, 800bp, 450 bp und 365 bp.

Es wurden Plasmid Praparationen von beiden Plasmiden fir die Transformation von
Synechocystis sp. PCC 6803 verwendet. Als erstes wurde Synechocystis sp. mit pMSUV30
transformiert. Kurz eine logarithmisch wachsende Synechocystis sp. Kultur wurde mit ca. 8ug
Plasmid DNA gemischt und 24 Stunden unter Licht inkubiert. Dann wurden die
Cyanobakterien auf einen Membranfilter auf nicht selektivem Medium unter Licht 48
Stunden kultiviert. Danach wurde der Filter auf selektives Medium transferiert. Genaue
Ausfihrung siehe Methodenteil/Transformation von Synechocystis.

Nach ca. einer Woche waren Einzelkolonien, Transformanten, zu sehen. Einzelne Kolonien
wurden gepickt und jede auf einer BG 11-TS Agarplatte + Km fir Einzelkolonien
ausgestrichen.

Nach eineinhalb Wochen waren die Kolonien gro genug um damit eine 50ml Flissigkultur
BG 11-TS + Km anzuimpfen. Eineinhalb Wochen spéter wurde ein Aliquot der Kultur in
einen frisches Medium + Km tberimpft. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt.
Nachdem auch diese Kultur dicht angewachsen war, wurde eine Small-DNA-Préap. (siehe
Methodenteil) von der Mutante und dem Wildtyp gemacht. Mit dieser DNA wurde mit den
Primern recJ2-Kpnl und recJ2-Sphl PCR gemacht und die Produkte auf einen 1w/v%
Agarosegel aufgetrennt. Die Wildtypbande des recJ-Gens soll 2700 bp lang sein und die

Bandenlénge der verénderten recJ::sacB::Km Gensequenz 3960 bp.
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Abb.: PCR des Wildtyps und der recJ::sacB::Km Mutante nach zweimaliger selektiver Zucht

3960bp
2700bp

lane 1: Wildtyp, erwartete Bande 2700 bp
lane 2: X-Marker
lane 3: recJ::sacB Mutante, erwartete Bande 3960 bp

Die recJ::sacB::Km 6803 Mutante ist nach dem Bandenmuster homozygot im recJ Lokus
mutiert. Die gewiinschte recJ::sacB::Km Bande von 3960 bp ist zu sehen und keine wt Band
von recJ. Es wurde beschlossen mit dieser recJ::sacB::Km Mutante weiter zu arbeiten ohne
einer zweimaligen nicht selektiver Zucht, da das sacB::Km Fragment nur fir die Selektion
verwendet wird und aus dem Genom wieder entfernt wird.

Also wurde die recJ::sacB::Km 6803 Mutante mit pMSUV29, dem recJ neg. und Resistenz
neg Vektor transformiert. Wiederum eine logarithmisch wachsende recJ::sacB::Km 6803
Mutanten Kultur wurde mit ca. 8ug Plasmid DNA gemischt und 24 Stunden unter Licht
inkubiert. Dann wurden die Cyanobakterien auf nicht selektivem Medium unter Licht 48
Stunden kultiviert. Danach wurde mit selektivem Medium mit Sucrose (5%) —Weichagar
uberschichtet. Genaue Ausfiihrung siehe Methodenteil/Transformation von Synechocystis.
Nach ca. eineinhalb Wochen waren Einzelkolonien, Transformanten, zu sehen. Einzelne
Kolonien wurden gepickt und jede auf einer BG 11-TS Agarplatte + Suc. fir Einzelkolonien
ausgestrichen.

Nach zwei Wochen waren einzelne Kolonien gro genug um damit eine 50ml Flissigkultur
BG 11-TS + Suc. anzuimpfen. Eineinhalb Wochen spéter wurde ein Aliquot der Kultur in
frisches Medium + Suc. Gberimpft. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt.

Nachdem auch diese Kultur dicht angewachsen war, wurde eine Small-DNA-Préap. (siehe

Methodenteil) von der Mutante und dem Wildtyp gemacht. Mit dieser DNA wurde mit den
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Primern recJ2-Kpnl und recJ2-Sphl eine PCR durchgefiihrt und die Produkte auf einem
1w/v% Agarosegel aufgetrennt. Die Wildtypbande des recJ-Gens soll 2700 bp lang sein und

die Bandenlange der verénderten recJ ex sacB::Km Gensequenz 160 bp.

Abb.: PCR des Wildtyps und der recJ ex sacB::Km Mutante nach zweimaliger selektiver
Zucht

160bp

lane 1: X-Marker
lane 2: Wildtyp, erwartete Bande 2700 bp
lane 3: recJ ex sacB::Km Mutante, erwartete Bande 160 bp

Bei der recJ ex sacB::Km Mutante ist noch die Bande + sacB 3960 bp zu sehen. Diese
Mutante wurde daraufhin noch zwei Mal selektiv weiter geziichtet. Bei neuerlicher PCR
Uberprifung war die recJ::sacB::Km Bande nicht mehr zu sehen. Da keine recJ::sacB::Km
Bande mehr zu sehen war, kann angenommen werden, dass der recJ-Locus homozygot
mutiert ist. Dieser recJ ex sacB::Km Mutante wurde als MSJ3 aufbewahrt.

Um etwaige recJ::sacB::Km Allele, die mit der PCR nicht entdeckt wurden, zu sehen, wurde
die Kultur zweimal hintereinander in nicht selektivem BG 11-TS-Medium bis zur stationdren
Wachstumsphase geziichtet. Es ware zu erwarten, dass unter nicht selektivem Wachstum
jegliches verbliebene recJ::sacB::Km Allel wieder angereichert wirde, und so nach erneuter
DNA-Prégp. mit der PCR wieder nachgewiesen werden  konnte  (siehe
Methodenteil/Transformation von Synechocystis). Die PCR wurde mit den Primern recJ2-
Kpnl und recJ2-Sphl PCR durchgefiihrt und die Produkte auf einen 1w/v% Agarosegel
aufgetrennt. Die Wildtypbande des recJ-Gens soll 2700 bp lang sein und die Bandenlange der

veranderten recJ ex sacB::Km Gensequenz 160 bp.
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Abb.: PCR des Wildtyps und der recJ ex sacB::Km Mutante nach zweimaliger nicht

selektiver Zucht

lane 1:Wildtyp, erwartete Bande 2700 bp

lane 2: X-Marker

lane 3: recJ::sacB::Km Mutante, erwartete Bande 3960 bp
lane 4: recJ ex sacB::Km Mutante, erwartete Bande 160 bp

Es war kein recJ::sacB::Km Allel bei der Uberpriifung zu sehen, so wurde die MSJ3 Mutante

als homozygot mutiert im recJ-Lokus aufbewahrt.

UBERPRUFUNG DER MSJ3 MUTANTE AUF PHANOTYPISCHE MERKMALE

Spontanmutagenese

Fur eine Spontanmutationsrate wurde wieder das Model der Fruktoseresistenz gewahlt.
Fruktose wirkt fur Synechocystis sp. PCC 6803 wie ein Antibiotikum. Fruktose wird mit dem
gleichen Transportprotein wie Glukose aufgenommen. Ist dieses in seiner Funktion gestort,
kann keine Glukose bzw. Fruktose aufgenommen werden. Durch spontane Mutation im
Glukose /Fruktose Transporter [7,8] kann allerding schnell eine Resistenz entstehen.

Es wurden exponentiell wachsende Kulturen vom Wildtyp und von MSJ3 (OD= 0,5) auf BG
11-TS Agarplatten + Fruktose (15mM) ausgestrichen und 2 Wochen in der Klimakammer
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unter Licht kultiviert. Die resistenten Kolonien wurden ausgezéhlt

. Mit Hilfe des viable count

= lebende Zelle pro ml, wurde die Spontanmutationsrate berechnet.

Spontanmutationsrate

Viable | Transformanten | Transformations- Viable | Transformanten | Transformations-

Count Rate Count Rate

x10° x10 x10° x10 ®
Wildtypl | 12,06 111 9,203 MSJ3-1 9,07 33 3,638
Wildtyp2 | 12,06 43 3,565 MSJ3-2 9,07 103 11,35
Wildtyp3 | 12,06 18 1,492 MSJ3-3 9,07 25 2,756
Wildtyp4 | 12,06 33 2,736 MSJ3-4 9,07 26 2,866

Die Spontanmutationsrate wurde vier Mal unabhéngig angesetzt und ausgewertet. Es wurde
kein Unterschied in der Transformationsrate zwischen dem Wildtyp und der MSJ3 Mutante

gefunden.

UV- Mutagenese

Fur eine UV-Mutationsrate wurde wieder das Model der Fruktoseresistenz gewahlt. Fruktose
wirkt fur Synechocystis sp. PCC 6803 wie ein Antibiotikum. Fir die Mutagenese wurde
diesmal UV -Licht verwendet.

Es wurden exponentiell wachsende Kulturen vom Wildtyp und von MSJ3 (OD= 0,5)
unterschiedlich lange mit UV —Licht (254nm) bestrahlt. Dazu wurden 5 ml dieser Kulturen
auf einem Nitrozellulosefilter auf BG 11-TS Agarplatten ausgestrichen. Nachdem die Zellen
auf dem Agar angetrocknet waren, wurden die gedffneten Platten in einer dunklen Kammer
verschieden lange mit UV —Licht bestrahlt. Die Zellen wurden zwei Tage auf nicht selektiven
BG 11-TS Agarplatten in der Klimakammer unter Licht kultiviert. Danach wurde den die
Platten mit BG 11-TS Weichagar + Fruktose (15mM) Uberschichtet. Alle unterschiedlich lang
UV bestrahlten Kulturen wurden 2 Wochen in der Klimakammer unter Licht kultiviert. Die
resistenten Kolonien wurden ausgezéhlt. Mit Hilfe des viable count = lebende Zelle pro ml,

wurde die Spontanmutationsrate berechnet.
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UV-Mutationsrate

Wildtyp MSJ3
U_V Viable | Transformanten | Transformations- U_V Viable | Transformanten | Transformations-

Belicht | Count Rate Belicht | Count Rate
ungszeit %10 ¢ x10 ® ungszeit %10 ¢ %10 ©

0 sec. 3,36 806 239,38 0 sec. 2,14 1171 372,92

15 sec. 3,36 439 130,38 15 sec. 2,14 962 449,53

30 sec. 3,36 550 163,35 30 sec. 2,14 900 286,62

60 sec. 3,36 465 138,1 60 sec. 2,14 943 440,65

Die UV-Mutationsrate wurde zwei Mal unabhangig angesetzt und ausgewertet. Es konnte
kein auffalliger Unterschied in der Transformationsrate zwischen dem Wildtyp und der MSJ3

Mutante gefunden.

Naturliche Transformation

Fur die Uberpriifung der natiirlichen Transformierbarkeit von Synechocystis sp. PCC 6803
wurden wieder die zwei verschiedene Plasmidtypen verwendet. Einmal das replikative
Plasmid pKT210 und das integrative Plasmid pJM8. pKT210 beinhaltet ein Replikon mit
einem oriT fur die unabhéngige Replikation in Synechozystis sp. und Gene fir die eigene
Mobilisierarkeit mob-Gene. pJM8 besteht aus einem pUC 18 Vektor mit einem grofien
chromosomalen DNA-Fragment aus Synechocystis sp. PCC 6803. Das Insert enthélt das
psbA1-Gen, von welchem ca. 60% aus der Mitte herausgeschnitten sind und durch eine Cm-
Kassette  (aus Tn9) ersetzt wurde. Die Homologie des Inserts zum psbAl-Gen in
Synechocystis sp  ermdglicht die Integration der Resistenzkassette in das
Cyanobakteriengenom durch homologe Rekombination.

Fur die Uberpriifung der Transformierbarkeit des Wildtyps und MSJ3 wurden je 100pl einer
exponentiell wachsenden Kultur mit 0,2ug pJM8 Plasmid DNA oder mit 2ug pKT210
Plasmid DNA gemischt. Diese Zell DNA Suspension wurde tber Nacht in der Klimakammer
unter Licht kultiviert. Danach wurden die Zellen zwei Tage auf nicht selektiv en BG 11-TS
Agarplatten in der Klimakammer unter Licht weiter inkubiert. Fir die weitere selektive

Kultivierung wurden die Platten mit Weichagar mit Selektivmedium Uberschichtet. Nach 2
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Wochen in der Klimakammer unter Licht wurden die resistenten Kolonien ausgezéhlt. Mit
Hilfe des viable count = lebende Zelle pro ml, wurde die Transformationsrate berechnet.

Transformationsraten

pJM8 pKT210
(0,2ug DNA) (2ug DNA)
Viable Count | Transformanten Transformations- Rate Transformanten Transformations- Rate
x10 © x10 ¢ x10 ®
Wildtyp 21,5 1366+/-1179 63,53 36+/-32 1,69
MSJ3 31,7 43350+/-38862 1367,5 1740+/-1060 54,88

Die Transformationsrate wurde drei Mal unabhdngig angesetzt und ausgewertet. Es wurde
jedesmal ein Unterschied in der Transformationsrate um einen Faktor 100 zwischen dem
Wildtyp und der MSJ3 Mutante beim integrativen Plasmid pJM8 gefunden. Die MSJ3
Mutante ist also 100-mal besser transformierbar mit homologer DNA als der Wildtyp.

Beim replikativem Plasmid pKT210 zeigte sich auch eine héhere Transformierbarkeit der
MSJ3 Mutante gegentiber dem Wildtyp, aber nur um ca. einen Faktor 10.

Letztendlich zeigte auch diese recJ neg. Resistenz neg. Mutante ein phanotypischen

Merkmal: eine gesteigerte Transformierbarkeit auf nattirlichem Weg.

Intraspezifische Konjugation

1994 wies Muro-Pastor et al. [13] den konjugativen Gentranfer zwischen zwei
Cyanobakterien nach. Ein Megaplasmid wurde von einem Anabena-Stamm auf einen anderen
Ubertragen. Dieser Vorgang war DNase resistent, die DNA muss sich in einem geschitzten
Kompartiment befunden haben, was auf Konjugation hinwies.

Um zu untersuchen, ob die recJ Deletion auf die intraspezifische Konjugation Einfluss hat,
wurden der Wildtyp und die MSJ3 Mutante parallel untersucht. Dazu wurden beide Stamme
mit den Plasmiden pALUVS5, besitzt eine Chloramphenicolresistenzkassette, oder pALUVG,
besitzt eine Steptomycinresistenzkassette, transformiert (siehe Material/ Plasmide) und unter
selektiven Bedingungen weiter gezlchtet.

Es wurden exponentiell wachsende Kulturen vom Wildtyp und von MSJ3 (OD= 0,5) mit BG

11-TS Medium gewaschen und anschlieRend nach folgendem Schema gemischt unter Zugabe
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von DNase (10ug/pl). Die DNase Zugabe soll die naturliche Transformirbarkeit- Aufnahme
von freier DNA von Synechocystis sp. unterbinden.

Mischungsschema:

Wildtyp/ pALUVS und Wildtyp/ pALUV6

MSJ3/ pALUVS und MSJ3/ pALUVE

Wildtyp/ pALUVS und pALUV6- DNA

Wildtyp/ pALUV6 und pALUV5- DNA

MSJ3/ pALUVS und pALUV6- DNA

MSJ3/ pALUVG und pALUV5S- DNA

Diese Mischungen blieben UN in der Klimakammer unter Lichteinstrahlung. Am nachsten
Tag wurden dieser Kulturen auf einem Nitrozellulosefilter auf BG 11-TS Agarplatten nicht
selektiv ausgestrichen. Nach zwei Tagen auf nicht selektiven BG 11-TS Agarplatten wurden
die Filter auf selektives Medium transferiert und 2 Wochen in der Klimakammer unter Licht
kultiviert. Die resistenten Kolonien wurden ausgezahlt. Dieser Versuch wurde dreimal

unabhéngig angesetzt.

gemischte Stimme/ DNA Cm und Sm resistente
Kolonien
Wildtyp/ pALUVS5 und Wildtyp/ pALUV6 50+/-4
MSJ3/ pALUVS5 und MSJ3/ pALUV6E 52+/-8
Wildtyp/ pALUVS und pALUV6E- DNA 0
Wildtyp/ pALUV6 und pALUV5- DNA 0
MSJ3/ pALUV5 und pALUVE- DNA 0
MSJ3/ pALUV6 und pALUVS5- DNA 0

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die natlrliche Transformation erfolgreich unterbunden
wurde. Alle Kulturen mit nur einem Stamm und beigefiigter DNA konnten auf dem
selektivem Medium Cm+ und Km+ nicht wachsen. Die Kulturen mit den zwei
unterschiedlichen Stdammen hatten beide Resistenzen erworben und konnten Kolonien bilden.
Die Transformationshdufigkeit unterscheidet sich aber nicht zwischen Wildtyp und MSJ3.
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Daraus wurde geschlossen, dass die Deletion des recJ Genes nicht die intraspezifische
Konjugation in Synechocystis sp. PCC6803 beeinflulit.
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VERSUCH EINEN TRANSFORMATIONSNEGATIVEN STAMM + recJ DELETION
DURCH ELEKTROPORATION MIT EINZELSTRANGIGER DNA ZU
TRANSFORMIEREN

Uber den Mechanismus wie freie DNA von Synechocystis sp. PCC6803 aufgenommen und
verarbeitet wird flr eine homologe Rekombination, ist wenig bekannt. Synechocystis dirfte
DNA als single- stranded DNA aufnehmen, &hnlich wie es auch in anderen Backterien
beschrieben ist [14]. Wahrscheinlich wird die DNA nicht fragmentiert bei der Aufnahme in
die Zelle, wie es bei gram- positiven Bakterien beschrieben ist [15]. Es ist auch beschrieben,
dass eine Ca-abh&ngige Nuclease, vorhanden in oder auf der Zytoplasma Membran von
Synechocystis, die DNA wahrend der Aufnahme in die Zelle zu single- stranded DNA abbaut.
Denn eine Stunde nach kokultivierung mit ds- DNA, ist diese DNA single- stranded in
Synechocystis nachzuweisen [16].

Die MSJ3/pilAl- Mutante ist Transformationsnegativ durch eine Deletion im pilAl Lokus.
Dieses Gen gehort zu den Typ IV Pili [17,18], welche flr die natlrliche Aufnahme von DNA
wichtig sind. Es wurde versucht MSJ3/pilAl- mit einzelstrangiger DNA zu elektroporieren,
um zu sehen ob einzelstrangige DNA, direkt in die Zelle geliefert, homologe Rekombination
ausldsen kann.

Dafur wurde mit Hilfe eines Lamda Phagen M13KO7 eine Superinfektion eines E.coli
Stammes, der das Plasmid pJM8 enthielt, durchgefihrt. Kurz, eine log. wachsende E.coli
Kultur wurde mit diesem Phagen infiziert. Die infizierte Kultur wurde zwei Stunden mit 200
U/min bei 37°C geschttelt. Dann wurde Kanamycin in einer Konzentration von 70ug/ml
zugesetzt und weitere 16 Stunden kultiviert. Danach wurde die Kultur bei 8000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet. Die DNA wurde zwei Mal mit einer 2,5
M NaCl/ 20%Peg Losung zwei Stunden auf 4°C geféllt und in TE wieder geltst. Die
einzelstrangige DNA wurde Phenol/ Chloroform extrahiert (siehe Methodenteil). Die DNA
wurde auf einem 1% Agarose Gel auf Reinheit untersucht und die DNA Konzentration
photometrisch bestimmt.

Diese DNA wurde anschlieend in Synechocystis sp. PCC6803 elektroporiert (siehe
Methoden/ Elektroporation von Synechocystis sp. PCC 6803). Falls diese DNA in der Zelle
fur homologe Rekombination verwendbar ist, sollte das ca. 3000 bp grofe chromosomale
DNA Fragment aus Synechocystis sp. PCC 6803, enthalten in pJM8, in das Genom

inserieren kdnnen. Dieses Insert enthalt das psbA1-Gen, von welchem ca. 60% aus der Mitte
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herausgeschnitten sind und durch eine Cm-Kassette (aus Tn9) ersetzt wurden. Dadurch
konnen anschlielend die Cyanobakterien mit Cm auf Transformanten selektiert werden.

Dafur wurden 500ul einer exponentiell wachsenden MSJ3/pilAl Kultur mit 2ug bez. 10ug ss-
pJM8 DNA gemischt und elektroporiert. Diese Suspension wurde Uber Nacht in der
Klimakammer unter Licht kultiviert. Danach wurden die Zellen zwei Tage auf nicht selektiv
en BG 11-TS Agarplatten in der Klimakammer unter Licht weiter inkubiert. Flr die weitere
selektive Kultivierung wurden die Platten mit Weichagar mit Selektivmedium tberschichtet.
Nach 2 Wochen in der Klimakammer unter Licht wurden die resistenten Kolonien ausgezahlt.
Folgendes Schema zeigt die verschiedenen Versuchsansatze und die Ergebnisse. Die

Versuchsreihe wurde zwei Mal unabhéangig durchgefuhrt.

MSJ3/pilAl- : +/-DNA, +/-Elektroporation | Cm resistente Kolonien
MSJ3/pilAl- : 0 ug DNA, - Elektroporation 0
MSJ3/pilAl- : 2 ug DNA, - Elektroporation 0
MSJ3/pilAl- : 2 ug DNA, + Elektroporation 0
MSJ3/pilAl- : 2 ug DNA, + Elektroporation 0
MSJ3/pilAl- : 10 ug DNA, + Elektroporation 0
MSJ3/pilAl- : 10 ug DNA, + Elektroporation 0

Es wurden in keiner Gruppe Transformanten erhalten. Die Kontrolle fur die Spontanmutation
(MSJ3/pilAl- : 0 pg DNA, - Elektroporation ) und die Kontrolle ob MSJ3/pilAl-
(MSJ3/pilAl- : 2 ug DNA, - Elektroporation ) wirklich nicht nat. transformierbar ist, zeigten
keine Ausreilier. Somit kann man hypothetisieren, ss- DNA durch Elektroporation direkt in

die Zelle gebracht, kann nicht in das cyanobakterielle Genom integrieren.
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DISKUSSION

Die Herstellung einer homozygoten recJ negativen Mutante war problemlos. RecJ wurde aus
dem Genom von Synechocystis sp. PCC 6803 deletiert und mit einer Resistenzkassette ersetzt.
Die Funktion des RecJ- Proteins wird in E.coli als 5-3° Exonuklease von ss-DNA
beschrieben [6]. In E.coli hat die einfache recJ Mutation keinen Phé&notyp da die
verschiedenen Rekombinationswege redundant sind. Es gibt also andere Proteine, die das
Fehlen von RecJ kompensieren kénnen.

Die Untersuchung von MSJ1 auf einen Phanotyp zeigte bei der Uberpriifung der natiirlichen
Transformierbarkeit mit zwei verschiedene Plasmidtypen einen auffallenden Unterschied in
der Transformationsrate um einen Faktor 100 zwischen dem Wildtyp und der MSJ1 Mutante
beim integrativen Plasmid pJM8. Die MSJ1 Mutante ist also 100-mal besser transformierbar
mit homologer DNA als der Wildtyp. Beim replikativem Plasmid pKT210 zeigte sich auch
eine hohere Transformierbarkeit von MSJ1 gegenuiber dem Wildtyp, aber nur um ca. einen
Faktor 10.

Uber Gene, die bei der homologen Rekombination beteiligt sind ist in Synechocystis sp. PCC
6803 nicht viel bekannt. Die Gesamtsequenz von Synechocystis sp. PCC 6803 ist seit 1996
bekannt [2] und ber Homologievergleiche wurden vermutete Rekombinations-Gene
identifiziert. Den recBCD- und den recET- Weg dirfte es in Synechocystis nicht geben, da
keinerlei Homologie zu den E.coli Genen gefunden wurde. Fir recA, recd, recR, recG und
xerC gibt es gute Homologieen. Es gibt im Cyanobakterium Synechococcus Untersuchungen
zu recA. Die Versuche von Murphy et al. [19] eine recA neg. Mutante in Synechococcus sp.
PCC 7002 zu generieren, zeigten, dass recA fiir Synechococcus essentiell ist. Dieses Protein
wird in drei Rekombinationswegen flr die Bildung der Tripelhelix benétigt .In meiner
Diplomarbeit wurde versucht das recA Gen in Synechocystis sp. PCC 6803 zu deletieren.
Auch hier wurde keine homozygote Mutante MSA erhalten nach mehrmaliger selektiver
Zucht. So durfte das RecA Protein auch in Synechocystis esentiell sein. Die Deletion von recJ
in MSJ1 konnte hingegen recht einfach homozygot deletiert werden.

Um sicher zu sein, dass die verbliebenen 187bp des recJ in der MSJ1 Mutante nicht
ausreichen fur eine Restfunktion des Proteins, wurde erneut eine recJ Mutante, MSJ2; mit
einer kompletten Deletion des Genes hergestellt. Auch diese MSJ2 Mutante wurde leicht
homozygot. Der Unterschied in der Transformationsrate um einen Faktor 100 zwischen dem
Wildtyp und der MSJ2 Mutante beim integrativen Plasmid pJM8 und ein Faktor 10 beim
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replikativem Plasmid pKT210 wurden wieder gefunden. Die homozygoten Mutanten MSJ1
und MSJ2 wurden auf andere phénotypische Auffélligkeiten untersucht, wie UV-Mutagenese
und Spontanmutagenese. Es wurde kein Unterschied zum Wildtyp gefunden.

Um geniigend Selektionsmarker fiir gleichzeitige Mutagenesen in einer Zelle zu haben, fur
weitere Untersuchungen des Phanotypes, wurde die recJ negative Mutante erneut mit Hilfe
einer SacB Technik [9,10] hergestellt. Die MSJ3 Mutante konnte auch als homozygot mutiert
im recJ-Lokus hergestellt werden, aber der Aufwand diese homozygot zu bekommen, war
aufwendiger als bei MSJ1 und MSJ2. Die Untersuchung von MSJ3 auf einen Phanotyp zeigte
bei der Uberprifung der natiirlichen Transformierbarkeit mit den zwei verschiedenen
Plasmidtypen wieder den Unterschied in der Transformationsrate um einen Faktor 100
zwischen dem Wildtyp und der MSJ3 Mutante beim integrativen Plasmid pJM8. Beim
replikativem Plasmid pKT210 zeigte sich auch eine héhere Transformierbarkeit von MSJ3
gegenuber dem Wildtyp, aber nur um ca. einen Faktor 10. Auffalligkeiten bei der UV-
Mutagenese und Spontanmutagenese von MSJ3 konnten nicht gefunden werden.

Um zu untersuchen, ob die recJ Deletion auf die intraspezifische Konjugation Einfluss hat,
wurden der Wildtyp und die MSJ3 Mutante parallel untersucht. Da Muro-Pastor et al. [13]
den konjugativen Gentranfer zwischen zwei Cyanobakterien nachgewiesen haben, indem sie
die Ubertragung eines Megaplasmid von einem Anabena- Stamm auf einen anderen zeigten,
wurden zwei Plasmide mit unterschiedlichen Resistenzen verwendet fir diese Uberpriifung.
Da die natirliche Transformation von Synechocystis sp. PCC 6803 durch DNase Behandlung
unterbunden war und keine Kolonien mit beiden Resistenzen gefunden wurden bei den
Kontrollen, kann behauptet werden: aller Gentransfer der stattgefunden hat ist Uber
Konjugation geschehen. Die Kulturen mit den zwei unterschiedlichen Stdimmen hatten beide
Resistenzen erworben und konnten Kolonien bilden. Die Transformationshéaufigkeit
unterscheidet sich aber nicht zwischen Wildtyp und MSJ3. Daraus wurde geschlossen, dass
die Deletion des recJ Genes nicht die intraspezifische Konjugation in Synechocystis sp. PCC
6803 beeinflufit.

Uber den Mechanismus wie freie DNA von Synechocystis sp. PCC 6803 aufgenommen und
verarbeitet wird fir homologe Rekombination, ist wenig bekannt. Synechocystis diirfte DNA
als single- stranded DNA aufnehmen [14] und die DNA wird nicht fragmentiert bei der
Aufnahme in die Zelle [15]. Es ist auch beschrieben, dass eine Ca-abhdngige Nuklease,
vorhanden in oder auf der Zytoplasma Membran von Synechocystis, die DNA wahrend der
Aufnahme in die Zelle zu single- stranded DNA abbaut [16]. Die MSJ3/pilAl- Mutante ist
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Transformationsnegativ durch eine Deletion im pilAl Lokus. Dieses Gen gehort zu den Typ
IV Pili [17,18]. Es wurde versucht MSJ3/pilAl- mit einzelstrangiger DNA, produziert aus den
Plasmid pJM8, zu elektroporieren, Mehrmalige Versuche mit unterschiedlichen
Konzentrationen von DNA brachten keine resistenten Transformanten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Deletion des recJ Genes in Synechocystis
sp. PCC 6803 leicht homozygot erhalten werden kann. Dies ist in dieser Arbeit drei Mal
unabhéngig und mit unterschiedlichen Plasmid Konstruktionen gezeigt worden. Der
Phénotyp, eine erhohte Transformierbarkeit durch naturliche Transformation, konnte bei jeder
der drei Mutanten bestétigt werden. Alle anderen untersuchten Phanotyp Mdoglichkeiten,
Spontanmutationsrate, UV- Mutagenese und intraspezifische Konjugation, zeigten keinen
Unterschied zwischen Wildtyp und der recJ Deletionsmutante. Da Giber den Mechanismus wie
freie DNA von Synechocystis sp. PCC 6803 aufgenommen und verarbeitet wird fir homologe
Rekombination, wenig bekannt ist, wurde versucht eine Transformations negative, recJ
deletierte  MSJ3/pilAl- Mutante mit einzelstingiger DNA durch Elektroporation zu
transformieren. Hierbei wurden keine Transformanten erhalten. Es liegt die Annahme nahe,
dass die ss- DNA, die bei der Konjugation und der nat. Transformation in die Zelle gelangt,
durch irgendwelche Mechanismen/ Proteine vor dem Abbau geschitzt wird. Die Deletion
einer einzelnen ss- Exonuklease, ndmlich recJ, scheint nicht ausreichend zu sein um den
Abbau zu verhindern.

Trotz allem wurde in dieser Arbeit eine Mutante MSJ3 mit einem Phéanotyp, der erhéhten
Transformationsrate, gefunden. Dieser Phanotyp und die natlrliche Transformierbarkeit von
Synechocystis sp. PCC 6803 konnten eine gute Hlife beim genetic mapping von
Photosynthese Proteinen, Proteinen der Atmungskette in Cyanobakterien und bei der N,
Fixierung oder Zystenbildung in anderen Stdmmen nitzlich sein. Da man bei
Komplementationsversuchen immer nur geringe Mengen an DNA zur Verfligung hat, ist die
erhohte Transformierbarkeit von MSJ3, was impliziert, dass geringere Mengen an DNA zu

Transformanten fihren, von groRem Vorteil.
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MATERIALIEN

STAMME

CYANOBAKTERIELLE STAMME

Synechocystis sp. PCC6803
von R. Kunisawa als Aphanocapsa N-1 im Frischwasser in Californien, U.S.A. 1968 isoliert;
identisch mit dem Isolat Synechocystis sp. ATCC 27184 von R. Y. Stanier; Eigenschaften:
Durchmesser 2,3-2,5 um, keine Gasvakuolen, photoheterotroph, N, Fixierung negativ,
euryhalin, G+C 47,5 mol%, GenomgroRe : 3,57 Mbp

E.COLI-STAMME

a) DH5a (Nal")
Genotyp: F/endAl hsdR17 (ry’ m,") supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal") relAl
A(laclZY A-agrF) U169 deoR (®80dlacA(lacZ)M15)A" ; a-Komplementation mdglich

b) DH1
Genotyp: supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl;

c) JM109
Genotyp: (McrA") recAl endAl hsdR17 gyrA96(Nal") supE44 thi-1 A(lac-proAB)

lacl;

d) HB101 (Sm")

Genotyp: F* ara-14 leuB6 A(gpt-proA) 62 lacY1l ginV44(AS) galk2 LAM- recAl3
rpsL20(Sm") xylA5 mtl-1 thi-1 hsdS20; hat eine hohe Transformationseffizienz , gut
fir grolRe Plasmidpraparationen geeignet

PLASMIDE

1) pUC 19 (2686bp, Ampicillin®) [2]
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pUC 19 ist ein kleines E. coli Plasmid mit hoher copy-number. Es besitzt eine
Ampicillinresistenzkassette und einen Replikationsursprung der
Inkompatibilitatsgruppe ColE1. AuBerdem befindet sich auf diesem Plasmid ein lacZ-
Gen, welches in der Promotorregion einen Polylinker hat. Es ist a-Komplementation

ermoglicht.

2) pABL 109 ( ca. 6,4 kbp, Ampicillin, Kanamycin") [3]

Das Ursprungsplasmid pUC 118 enthalt ein ca. 3,2 kbp langes chromosomales DNA-
Fragment aus Synechocystis sp. PCC 6803, welches das petJ-Gen enthélt. Dieses
Fragment wurde in die Hindlll Schnittstelle des pUC 118 kloniert. Anstelle des ORF
des petJ-Gens wurde die Km-Kassette (aus pUC 4K) kloniert.

3) pRL 446 (Ampicillin’, Kanamycin" ) [unveroffenticht; C.P. Wolk, East Lansing,
MI]

Das Plasmid setzt sich zusammen aus pUC, L.EHE1, C.K2 (Nomenklatur siehe [4]).
Es enthédlt die Km-Kassette aus dem Transposon Tn903, welche man mit BamHI

ausschneiden kann.

4) pJM8 (ca. 5850 bp, Chloramphenicol” ) [unveroffentlicht; B. Diner, Wilmington,
DE]

Es besteht aus einem pUC 18 Vektor mit einem ca. 3000 bp grof’en chromosomalen
DNA-Fragment aus Synechocystis sp. PCC 6803. Das Insert enthélt das psbAl-Gen,
von welchem ca. 60% aus der Mitte herausgeschnitten sind und durch eine Cm-
Kassette (aus Tn9) ersetzt wurde. Die Cm-Kassette kann mit BamHI ausgeschnitten

werden.

5) pRL 463 (ca. 4,73 kbp, Ampicillin, Streptomycin/Spektinomycin")
[unveroffenticht; C.P. Wolk, East Lansing, Ml]

PRL 463 ist ein Derivat von pRL 183 (dieses ist ein pUC 118 mit einem L.HEH1-
Polylinker [20]. Es enthalt in der EcoRI Schnittstelle des L.HEH1-Polylinkers eine ca.
2 kbp grof3e Streptomycin/Spektomycinresistenzkassette vom Plasmid pHP 45Q [5]

6) pRL 250 (ca. 14,3 kbp, Chloramphenicol", Kanamycin' ,Sucrose®) [20,9]
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Das Plasmid setzt sich zusammen aus pDU1, L.EHE2 und C.K5. Aullerden enthélt es
das sacB Gen (codiert fur eine Levansucrase von B.subtilis). SacB und die Km
Kassette konnen gemeinsam durch einen Verdau mit Xbal ausgeschnitten werden und

ergeben eine Fragmentlange von ca. 3800 bp.

7) pKT210 (ca. 16,1 kbp, Chloramphenicol’, /Spektinomycin")
pKT210 beinhaltet ein Replikon mit einem oriT fir die selbststandige Replikation in
E.coli und in Synechozystis sp. und Gene fiir die eigene Mobilisierarkeit mob-Gene

neben den zwei Resistenzen, Chloramphenicol und Streptomycin.

8) pALUVS5 ( Chloramphenicol")

Aus dem Plasmid pKT210 wurde mit Nrul die Spektinomycinresistenzkassette
ausgeschnitten und der Vektor relegiert. Dieser Vektor beinhaltet ein Replikon mit
einem oriT fur die selbststandige Replikation in E.coli und in Synechozystis sp und
Gene fir die eigene Mobilisierarkeit mob-Gene neben nur mehr einer Resistenz,

Chloramphenicol.

9) pALUV6 ( Spektinomycin")

Aus dem Plasmid pKT210 wurde mit Pstl die Chloramphenicolresistenzkassette
ausgeschnitten und der Vektor relegiert. Dieser Vektor beinhaltet ein Replikon mit
einem oriT fur die selbststandige Replikation in E.coli und in Synechozystis sp und
Gene fiir die eigene Mobilisierarkeit mob-Gene neben nur mehr einer Resistenz,
Streptomycin.

WAHREND DIESER ARBEIT HERGESTELLTEN PLASMIDE:

10) pMSUV 5 (5541 bp, Ampicillin");

pUC 19 wurde mit Smal aufgeschnitten und das PCR-Produkt der Primer recJ-5"und
recJ-3" (2855 bp) aus Synechocystis sp. PCC 6803 (siehe Materialteil/Gensequenzen)
hineinkloniert. Die 3"-Seite des recJ-PCR Produkts liegt im Vektor bei der EcoRlI
Stelle.
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pUC19 3 recJ

A

1 ‘ ] | | L}
(Smal) (Smal) Ncol Ncol
EcoRlI

11) pMSUV 11 (4692 bp, Ampicillin’, Kanamycin");

Das Ausgangsplasmid war pMSUV 5. Aus dem ORF des recJ-Gens wurde mit Ncol
ein 2122 bp langes Stiick herausgeschnitten. Nach dem Abverdauen der berstehenden
Einzelstrdnge mit Mungbean Nuklease wurde in diese Stelle die Km-Kassette aus pRL
446 (mit BamHI ausgeschnitten und Mungbean Nuklease behandelt) kloniert. Der
Leserahmen der Km-Kassette ist parallel zum Leserahmen des recJ-Gens. 465 bp und
287 bp sind die verbleibenden chromosomalen DNA Fragmente von Synechocystis sp.
PCC 6803 fir die homologe Rekombination.

pUC19 5 Km

I | 1 [ ) 1
]

. é RI I I
(smal) (smal) (Ncol) (Ncol)

12) pMSUV 25A (4454 bp, Ampicillin', Kanamycin");

Das Ausgangsplasmid war pMSUV 11. Durch eine revese PCR des Plasmides
pMSUV11l mit den Primern recJ-Bglll-1 und recJ-Bglll-2 bleiben vom offenen
Leserahmen des RecJ Proteins nur mehr 25 bp tbrig. Nach der DNA Aufreinigung
wurden die Km-Kassette aus pRL 446 (mit BamHI ausgeschnitten) und das PCR
Produkt ligiert und in E.coli. kloniert. Der Leserahmen der Km-Kassette ist parallel
zum Leserahmen des recJ-Gens. 465 bp und 129 bp sind die verbleibenden
chromosomalen DNA Fragmente von Synechocystis sp. PCC 6803 fir die homologe

Rekombination.

pUCI9 . [ Kmo

(%)

i | | | |
(Smal)EcoR1 (Smal) (BglI) (BglI)
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13) pMSUV 29 (3250 bp, Ampicillin");

Das Ausgangsplasmid pMSUV 25A wurde mit Xbal verdaut um die Km-Kassette
herauszuschneiden. Das aufgereinigte 3250 bp lange Fragment, der Vektor ohne Km-
Kassette, wurde relegiert. Vom recJ-Gen sind die verbleibenden chromosomalen DNA
Fragmente von Synechocystis sp. PCC 6803 flr die homologe Rekombination 465 bp
und 110 bp lang.

LS )

pUC19

I |
Hindlll (Xpal)

14) pMSUV 30 (7061 bp, Ampicillin’, Kanamycin' ,Sucrose®)

Das Ausgangsplasmid pMSUV 25A wurde mit Xbal verdaut um die Km-Kassette
herauszuschneiden. Das aufgereinigte 3250 bp lange Fragment, des Vektor ohne Km-
Kassette, wurde mit der SacB/ Km Kassette (ca. 3800 bp) aus pRL250 ligiert. Vom
recJ-Gen sind die verbleibenden chromosomalen DNA Fragmente von Synechocystis
sp. PCC 6803 fiir die homologe Rekombination 465 bp und 110 bp lang.

pUCI19 sacB ~ Km

1
Hindlll (Xpal) (Xpal)

GENSEQUENZEN

recJ (sl11354) und Umgedung

recJ-5"Primer —
CGATCGCCTAGGGTCGATGTCTTCATCTTCCGCCAATACAACGGAAAAACTTTTGCCCAC
800 +————————— Fo—— Fo—— Fo—— Fo—— Fo—— 859
GCTAGCGGATCCCAGCTACAGAAGTAGAAGGCGGTTATGTTGCCTTTTTGAAAACGGGTG
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860

920

980

1040

1100

1160

1220

1280

1340

1400

1460

1520

recJ-PCR-Produkt = 2855bp
TAGGGTTGGGAATATGGCCCCTGACAACAACTCCTTAGGCAACCACAACGGGCCTAGCCA
S —— S —— S —— S —— S —— S —— 919
ATCCCAACCCTTATACCGGGGACTGTTGTTGAGGAATCCGTTGGTGTTGCCCGGATCGGT

AGGCTTCCCTAGGGCAGTCCCCCTCATTGACCAAGCCCAACGACAACAATTGATTTCTCT
o o o o o o 979
TCCGAAGGGATCCCGTCAGGGGGAGTAACTGGTTCGGGTTGCTGTTGTTAACTAAAGAGA

GCTGGAACAGGAAGAAACTAATGTTTGGAATAAATTACGCCATACCCTCATTTCCCGGCA
o oo o o o o 1039
CGACCTTGTCCTTCTTTGATTACAAACCTTATTTAATGCGGTATGGGAGTAAAGGGCCGT

AATAAGAAACTTTGGCGATCGCCTTTCAAGTTGGGGGAACGAATATGGCTGGGAAGATTT
Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e 1099
TTATTCTTTGAAACCGCTAGCGGAAAGTTCAACCCCCTTGCTTATACCGACCCTTCTAAA

ACACACCTATGGTCAGAGCATTATCAAGGCTTTGGAAAATTTTGATAGCCGTCGATTGGA
e ——— e ——— e —— e —— e —— e —— 1159
TGTGTGGATACCAGTCTCGTAATAGTTCCGAAACCTTTTAAAACTATCGGCAGCTAACCT

GCAACTTATGGGTCAATTTCCCCAATATAGAGCTAGTCTGACGGAAGTTTCTGCCGGAGT
Fom o — —— Fom o —— Fom——_— — —— Fom——_— — —— Fom——_— — —— Fom——_— — —— 1219
CGTTGAATACCCAGTTAAAGGGGTTATATCTCGATCAGACTGCCTTCAAAGACGGCCTCA
Stop-s111353
GGATGGTAAGCATGCTTCCGAGTAGGCAAAAAAGTTAGTATGGAATCCCTTTCAATTCTC
o Fomm o oo oo oo oo 1279
CCTACCATTCGTACGAAGGCTCATCCGTTTTTTCAATCATACCTTAGGGAAAGTTAAGAG
Ncol
TAACCATGGCCCAATTTCGTTGGCAGTTAATTCCCCCTGTTACTCCCCCGGCTATTTTTG
o Fomm o oo oo oo oo 1339
ATTGGTACCGGGTTAAAGCAACCGTCAATTAAGGGGGACAATGAGGGGGCCGATAAAAAC
M A Q FRWOQUL I PPV TPUPAILI F V-
TCGAACAGGTGCGTCGCCATTGTGGCCAATCCAGCGGTCAATTTGCCGCCCAATTACTGT
AGCTTGTCCACGCAGCGGTAACACCGGTTAGGTCGCCAGTTAAACGGCGGGTTAATGACA
E Q VR RHCG QS S GQF AAOQL L W-
GGCAAAGGGGCATTCAGTCAGCGGATCAGTTGGGTGGGTTTCTTTCCCCGGATTGTTATA
CCGTTTCCCCGTAAGTCAGTCGCCTAGTCAACCCACCCAAAGAAAGGGGCCTAACAATAT
Q R 66GI Q S ADQL G GF UL S P DT CY T-
CTCCCACCAGCCCTTGGGAATTTGGCCAGGAAATGAAATGGGCTGTACAAAGGTTGGGCC
GAGGGTGGTCGGGAACCCTTAAACCGGTCCTTTACTTTACCCGACATGTTTCCAACCCGG
P T S P WEVFGQEMIKWAYV QRL G Q-
Ncol
AGGCCATGGCCCAGAAGGAAAAAGTCACCATTTGGGGGGATTTCGATGCCGACGGCATTA
TCCGGTACCGGGTCTTCCTTTTTCAGTGGTAAACCCCCCTAAAGCTACGGCTGCCGTAAT

AAMAQK EKV TI1I WGDUFDADTGTIHI T-
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1580

1640

1700

1760

1820

1880

1940

2000

2060

2120

2180

CTTCCACTGCAGTGTTATGGGAAGGATTGGGGCAATTTTTTCCCCAGGATAGCCAGTTGA
o o o o o o

GAAGGTGACGTCACAATACCCTTCCTAACCCCGTTAAAAAAGGGGTCCTATCGGTCAACT
S TAVLWETGTLTGO QFTFPO QDS SOQTLT
CCTACACCATCCCTAACCGTTTACGGGAGTCCCACGGCCTCAACCGACCGGGACTAGAAC
COATGTOGTAGGOATTGOCARATGCCCTCAGGETOCCEEACT T6GCTOOCCCTOATOTTS
Y T1 PNRLRETSHGLNTE RPGTLER
GCTTAGCAACCCAGGGTACAAAGTTAATTGTCACCTGCGACACTGGCAGTACAAATTTGG
COARTCOTTGGGTOCATGT T TCAAT TAACAGTGOACGCTCTOACCOTCATGTT TAAACE
LATQGTIKTLTIHIVTCDTGSTNTLTD
ACGAAATTGTCTATGCCCAGCAGTTGGGCATGGATGTAATTGTCACCGACCACCATACGT
TOCTTTAACAGATACGGGTCETCAACCCGTACCTACATTAACAGTGGCTGETGOTATGOA
E I VYAQOQLGMDVIVTDUHUHTL
TGCCAGACGATCGCCCGGAGGTGGTGGCCATTATTAACCCCCGTTACTTTGCCGATGGCC
ACGGTCTOOTAGCGEE0CTCOACCACCEGTART ART TGGO0GCAT GARACGGCTACCSS
PDDRPEVVATILITINTPRYTFATDTGH
ATCCCCTGTTTAACCTTTCCGGAGTAGCAGTGGCTTTTAAGTTGGTGGAAGCTCTCTACA
TAGGGOACAMATTGOAAAGGCCTCATCETCACCOAAMATTCARCCACC T TCOAGAGATGT
PLFNLSGVAVATFZKTLVEA ATLYN
ACCAATATCCCACAGTGCCCCAACAACCCTTGGAGGATTTACTAGATTTAGTGGCGATCG
TGO TTATAGEGTGTCACOO06TTOTTEBOAACCTCOTARATGATCT AMATCACCOCTAGS
Q YPTVPQQPLETDTLTLTDTLVATISGSG
GTCTAATTGCCGATTTGGTTACCCTGCAAGGTGATTGTCGTTACCTAGCCCAACGGGGCA
CAGATTAACGGCTARACCARTGGOACGTTCOACT ACAGCAATGBATCOGGTTOCCCCET
L 1 ADLV TLO QGDTCRYTULAGQ QTR RTEG.'I
TTGCCCAACTCCGTACCCAAAAAGATCCAGCCACTGCCACCCGCCCTGGCATCCATGCCC
AACGOOTTOAGOOATEOGT T TTTCTAGGTCOGTGACGETGO0CEE0ACCETAGGTACGSS
A QLRTOQ KTDGPATATR RTPGTIHATL
TACTTAACCTTTGCAATCGCAACGGCGATCGGCCCACAGACATTGGTTTTGGTATTGGCC
ATOAATTGAAACGTTAGCGTTO0CECTAGCCEOGTOTCTGTAACCARMACCATAACCSS
L NLCNRNGDRTPTDIGTFGTIGEP
CCCGCATCAACGCCATCAGTCGCATTAAAGGGGATGCTAGCTTTGGAGTAGAACTACTCA
o o o o o o

GGGCGTAGTTGCGGTAGTCAGCGTAATTTCCCCTACGATCGAAACCTCATCTTGATGAGT

R 1 NAI1I S RI1 KGDASUZFSGVE L LT

1639

1699

1759

1819

1879

1939

1999

2059

2119

2179

2239
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2240

2300

2360

2420

2480

2540

2600

2660

2720

2780

2840

CCAGTCGGGACACAAAAGTTTGTAACCAATTGGCGGCCGAAGCGGAAACCCTCAACAGTA
o o o o o o

GGTCAGCCCTGTGTTTTCAAACATTGGTTAACCGCCGGCTTCGCCTTTGGGAGTTGTCAT
S R DTIKVCNOQLAAEAETIULNSR

GACGCAAGGGATTACAGAAATCTGTCATTATCGAAATTGACCAACGACTCCAAAACATTG
o o o o o o

CTGCGTTCCCTAATGTCTTTAGACAGTAATAGCTTTAACTGGTTGCTGAGGTTTTGTAAC
R K GL Q K S Vv 1 1 E 1 DQRL QNTT1D

ACCTATCCACCACCGGGGTAGTAGTACTCACCGATCCCCAGTGGCCTACAGGGGTTTTGG
o o o o o o

TGGATAGGTGGTGGCCCCATCATCATGAGTGGCTAGGGGTCACCGGATGTCCCCAAAACC
L s TTGVV VLTHDUZPQWZPTSGV L G

GCCTAGCCGCCAGTCATGTAGCCCAAACCTGTGGCCGTCCGGCCATTTTGCTCAACACCC
Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e

CGGATCGGCGGTCAGTACATCGGGTTTGGACACCGGCAGGCCGGTAAAACGAGTTGTGGG

L AASHVAQTT CGIRPAILILLNTDOQ
AAGATGGGAAAATTGCCAAAGGATCAGCCCGTTCTGTGGCCAACATTGACCTTTATGCCC
o o o o o o

TTCTACCCTTTTAACGGTTTCCTAGTCGGGCAAGACACCGGTTGTAACTGGAAATACGGG
D GK1 AKOGSA AR SV ANITDILY AL
TACTGCACAGTCAACGACATTTAATGCTGGGCTTTGGAGGCCATCCCTTTGCCGCCGGTT
ATGACGTGTOAGTTOCTGT AT TACCACCCOARCCTCCGETACGGARCSGCGGCCAR
L HS QRHLMULGFGGHUPFAAGL
TGAGCTTGCCTTTGGATAAATTGCCGTTGTTCACGGAAGCGGTCAATCAACAGTTTTGGC
ACTOGAACGGARACCTATTTAACGGCAACAAGTGOCTTOGCCAGTTAGTTETCAAAACCS
S LPLDIKWLWPLUFTEAVNA QOQFWAQ
AAAGCTACGGAGCCCAGATCAGCTTGGATCCGATTCTGGCAGTGGATCTCCAAGTGAAGG
TTTOOATO0CTOGGGTCTAGTCOAACCTAGGCT AGACCGTCACCTAGAGG T TCACTTCC
S Y G AQ1 S L DUPI1T L AV DULAGQV KV
TGGCAGATTTAGGACAGGACCTCTTTCGGGAATTTAATTTGCTTGAACCCTATGGCATGG
ACCGTCTARATCCTGTCCTGRAGAAAGCCCTTAAAT TARACGAACTTGGGATACCSTACS
ADLGQDL FREFNILULEWPYG MG
GTAACCCCGCACCCAAACTACTACTGGAAAATGTGCAAGTCGGGAGGCCCAGCTTTCGCA
CATTOO000GTOOGTTTGATGATGACCTTTTACACSTTCAGCOCTOOGGGTCOARAGCET
NP AP KLULILENVQV GRP S F RN
ATATCAAAGACCGCACTGGTAATAAAGTGTCCTACCTAAAAACCAGCTTTCGGGTAACGG
Fomm Fom Fom Fom Fom Fom

TATAGTTTCTGGCGTGACCATTATTTCACAGGATGGATTTTTGGTCGAAAGCCCATTGCC

Il K DR TGN KV S Y L KTSF RV TD

2299

2359

2419

2479

2539

2599

2659

2719

2779

2839

2899
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2900

2960

3020

3080

3140

3200

3260

3320

3380

3440

3500

3560

ACTATCCGCCTAAAACCGATGACGATGGCCAAGTTGTTCAATGCCCTGGGGTTTGGTGGG
o o o o o o

TGATAGGCGGATTTTGGCTACTGCTACCGGTTCAACAAGTTACGGGACCCCAAACCACCC
Y pP P K TDDDGQV V Q CPGV WWG

GCCACCATCCCGATGAACTGCCCCAAAATGAACCGTTGGATCTGGTGGTGGAATTAGACT
o o o o o o

CGGTGGTAGGGCTACTTGACGGGGTTTTACTTGGCAACCTAGACCACCACCTTAATCTGA
H HPDEWLWPIOQNZEWPLUDULVV E L DF

TCAACACCTACGACCGGCAGTATGAAGTGCGCCTGATCGATTTCCGCTTACATCAACCCC
o o o o o o

AGTTGTGGATGCTGGCCGTCATACTTCACGCGGACTAGCTAAAGGCGAATGTAGTTGGGG
N T Y DI RIQYEVRLIDUZFRTILUHZOQPNOQ

AAGGAATTGCCCCTAGTCAAACTAGTACCAATTTAATTGACCGCCGTTCCCCCCATGCCC
Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e

TTCCTTAACGGGGATCAGTTTGATCATGGTTAAATTAACTGGCGGCAAGGGGGGTACGGG
G I APSQTSTNLI DRI RSUPHAP

CAGACCAGGATCTTTCTCCCCAAGGTCATGTCCTCCGCACCTGTCCCAGCAGTTGGTCAG
o o o o o o

GTCTGGTCCTAGAAAGAGGGGTTCCAGTACAGGAGGCGTGGACAGGGTCGTCAACCAGTC

D Q DL SPQGHV L RTT CWPS S W S E
AATTGCGCCGGGCCTACCAACAGGCGATCGCCGCCCAGCAACCCCTAGTGTTGGATTATC
e o o o o o

TTAACGCGGCCCGGATGGTTGTCCGCTAGCGGCGGGTCGTTGGGGATCACAACCTAATAG
LRRAYQQATILIAAQOQO QPLVTLTGDYH

ATTTCTTACCCCAATGCCCTAGTAGCTTAGTGGCCGAACTAGAAGCCCAATGGCATGGGC
o o o o o o

TAAAGAATGGGGTTACGGGATCATCGAATCACCGGCTTGATCTTCGGGTTACCGTACCCG

FLPQCWPSSLVAETLEA AU QWHGR
Ncol

GGGAAACGGCCCAACTTTCTCCCCTCAGCTTGCAAAAACAATGGGATTTTAGCCATGGCT

o o o o o o

CCCTTTGCCGGGTTGAAAGAGGGGAGTCGAACGTTTTTGTTACCCTAAAATCGGTACCGA
E T A QL S PL SLQ K QWDF S HG L

TAGCAAGTCAAATTCTGGTCCTAATCCAAGAGTACGGCCCAGCGTTAAACTCAGGCAGTG

o o o o o o
ATCGTTCAGTTTAAGACCAGGATTAGGTTCTCATGCCGGGTCGCAATTTGAGTCCGTCAC
A S Q I L v L I Q EY GPALNSSGSA

CTTGGCCGAAAGCTTTGGTCCGCCAAATTGAAACTTTAATTGCAGAAGAACAATTCCAAA
o o o o o o

GAACCGGCTTTCGAAACCAGGCGGTTTAACTTTGAAATTAACGTCTTCTTGTTAAGGTTT
WP KALVUROQIETTLTIATETETZ QTFOQK

AGCAATATTTCAGCCAGGTGTCCCTAACCCCCGAGCTTTTGGCCACCGTACCCGACAAGC
o o o o o o

TCGTTATAAAGTCGGTCCACAGGGATTGGGGGCTCGAAAACCGGTGGCATGGGCTGTTCG

Q Y F S QVSsSLTWPEVLULATVZPDIK@F®P

Ende sl111354
CATGAAAATTATTTTGCGATGCTGGGAATTTAGTGTATCATTGTTAACTGTCCGTTGGAG
Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e Fom e
GTACTTTTAATAAAACGCTACGACCCTTAAATCACATAGTAACAATTGACAGGCAACCTC

2959

3019

3079

3139

3199

3259

3319

3379

3439

3499

3559

3619
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a * _
< recJ-3 Primer
AAACAGACAAGGCTTGGTAGCTCAGTTGGTTAGAGCAGGGGACTCATAAGCCCAAGGTCG

3620 +-———————— o e e e e 3679
TTTGTCTGTTCCGAACCATCGAGTCAACCAATCTCGTCCCCTGAGTATTCGGGTTCCAGC

PCR PRIMER

1) fur die Entfernung des recJ-Gens (Cyanobase: sll1354)
5:rec)-5° 5-GATGTCTTC ATC TTC CGC CAATAC-3
3:rec)-3¥ 5-CCAAGCCTTGTCTGT TTC TTC AAC-3°

2) fir die reverse PCR des recJ-Gens aus pMSUV11
recJ-Bglll-1 5-GAA GAT CTT CAA AGG GAT TCC ATACTAAC -3
recJ-Bglll-2 5-GAA GAT CTT CCC CAC CCT ACC CCA CAA GCC-3

3) fir die Uberpriifung der Deletion des recJ-Gens
recJ2-Kpnl  5"-GGG GTA CCA CTA AAT TCC CAG CAT CGC-3
recJ2-Sphl  5"-CCA TAT AGA GCT AGT CTG ACG GAA G-3

LANGENSTANDARDS FUR AGAROSEGELE

a) Lambda-DNA () Hind 111 verdaut; 500 ug ml™, 1ul pro Ansatz verwendet, ca. 10
min.bei 37°C vor Zugabe der Stoplosung inkubiert
23130bp, 9410bp, 6557bp, 4361bp, 2322bp, 2027bp, 564bp, 125bp

b) pBR322-DNA Msp | verdaut; 1ug ml™, lul pro Ansatz verwendet
622bp, 527bp, 404bp, 307bp, 242bp*, 238bp*, 217bp, 201bp*, 190bp*, 180bp*,
160bp*, 147bp*, 123bp*, 110bp*, 90bp*, 76bp*, 67bp*, 34bp*, 26bp*, 15bp*,
9bp*

*... diese DNA-Fragmente sind auf 1m/v% Agarosegelen nicht mehr unterscheidbar
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c) DNA-Langenstandards X; 0,25ug pl™, 2pl pro Ansatz verwendet, ca. 10 min. auf
37°C vor dem Zugeben der Stoplésung
12216bp, 11198bp, 10180bp, 9162bp, 8144bp, 7126bp, 6108bp, 5090bp, 4072bp,
3054bp, 2036bp, 1636bp, 1018bp, 517/506bp, 396bp, 344bp, 298bp, 220/201bp,
154/134bp, 75bp

ANTIBIOTIKUMRESISTENZKASSETTEN

a) Kanamycinresistenzkassette
(Km": ntp-Genprodukt = Neomycinphosphotransferase )
Die Kassette ist mit BamHI aus pRL 446 auszuschneiden. Sie ist 1273bp lang. Die
urspriingliche Resistenzkassette stammt aus dem Tn903.
Konzentrationen von Kanamycin fir
E.coli 50ug mi™
Synechocystis sp. PCC 6803 50ug ml™

b) Chloramphenicolresistenzkassette
(Cm": CAT-Genprodukt = Chloramphenicolacetyltransferase )
Diese Kassette wird mit BamHI aus pJM 8 ausgeschnitten. Sie ist 1385bp lang. Die
urspriingliche Resistenzkassette stammt aus dem Tn9.
Konzentrationen von Chloramphenicol fur
E.coli 20ug mi™
Synechocystis sp. PCC 6803 10ug ml™

c) Streptomycin/Spektinomycinresistenzkassette
(Sm/Sp": aadA-Genprodukt )
Das BamHI -Fragment aus pRL 463 ist ungeféhr 2000bp lang. Die urspriingliche
Resistenzkassette stammt aus dem Plasmid pHP 45Q [5].
Konzentrationen von Streptomycin flr
E.coli 50ug mi™
Synechocystis sp. PCC 6803 10ug ml™
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Alle Antibiotika werde mittels Sterilfilter (Minisart N, 200nm ) sterilfiltriert und bei
4°C gelagert.

METHODEN

ZUCHT VON ESCHERICHIA COLI (E.coli)

E.coli werden in LB-Medium (Medium nach Luria &Bertani oder L-Broth) geziichtet.

LB:  Trypton 10g1?
Hefeextrakt 59l
NaCl 10g1*

sterilisiert durch Autoklavieren (20 min; 1 bar), Lagerung bei RT

Plattenkulturen
30 ml LB-Medium mit 1,5w/v% Bakto-Agar (vorher autoklaviert) in eine Petrischale geben.
Antibiotika werden direkt dem LA (= LB mit 1,5w/v% Bakto-Agar) zugesetzt. Von IPTG
(Isopropylthiogalactosid)(20 mg ml * ) und Xgal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-
galaktopyranosid) (2 w/v% in DMF (Dimethylformamid)) werden jeweils 40ul auf den festen
Agar aufgetragen. Die Zucht erfolgt im Brutschrank bei 37°C UN. Im Kuihlschrank sind die

Platten mehrere Wochen lagerfahig.

Minikulturen fur die Stammbhaltung, Koch-Qick-Préparationen und als VVorkultur
Maxikulturen
3-6 ml LB-Medium + Antibiotika werden in eine sterile Glaseprouvette mit Metallkappe in
einem Schdttler bei 210 rpm und 37°C UN inkubiert.

Maxikulturen fur die IH-Maxi-Praparation
1 | LB-Mebium wird in einem 2 I-Fernbachkolben autoklaviert. Nach Abkihlen werden die
entsprechenden Antibiotika und die 5 ml Vorkultur zugesetzt und bei 210 rpm und 37°C (N
im Schttler inkubiert.

ZUCHT VON SYNECHOCYSTIS SP. PCC6803 UND DEREN MUTANTEN

61



Die Zucht von Synechocystis sp. PCC 6803 erfolgt im Zuchtmedium BG11-TS. Die
Herstellung dieses Mediums erfolgt durch Mischen der vier Stammldsungen (I, II, I, 1V),
von TES® und der Zugabe von Na-Thiosulfat nach untenstehendem Schema und
anschlieBendem Autoklavieren (120°C, 1 bar).

Bei der Zucht ohne zugesetztem Kupfer (Kupfermangel) wurde kein Na-Thiosulfat zugegeben
und zur Herstellung der Stammldsungen teilweise suprapure Chemikalien (um die Menge an

Kupfer durch Verunreinigung der Chemikalien selbst zu minimieren) verwendet = BG11-Cu'.

BG11 TS: Stammlsg. | 0,1 vIvo!
Stammlsg. Il 1 viv% (BG11 Cu: ohne CuSQ,)
Stammlsg. 111 0,1 vIv%

Stammisg. IV 0,1 viv%
TES? 1 vIiv% (nicht bei BG11 Cu)
Na-Thiosulfat (s) 0,3w/%  (nicht bei BG11 Cu)
Stammlsg. | (10°) K,HPO,.3 H,0" 40 g I
Stammlsg. 11 (10%) MgS04.7 H,0 3,7 g It
CaCl,.4 H,0" 4,75 g I
NaNO;" 150 g I
As-Spuren (10%) 100 ml It
— MoO; 230 mg I
— HsBO, 2,86 g It
F— MnCL4HO 181 9 It
F— 2Zns0,.7H,0 220 mg I
— CuSO45H,0 80mgl* (nicht bei BG11

Cu)

L—  Co(NO;).6 H,0 50 mg I
Stammlsg. 111 (10°) Na,MgEDTA* 1 g I
Fe(NH,)-Citrat 6 g It
Zitronensaure 6 g It
Stammlsg. IV (10%) Na,CO3" 20 g I?
TES-HCI (10%) 1 M (pH 8,0
Die Stammldsungen und das TES werden nach Autoklavierung bei 4
°C gelagert

* ... bei Zucht ohne zugesetztem Kupfer suprapure Chemikalien (Merck)

W% ... Volums-Volumsprozent
2TES ... 2-([2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethylJamino)ethansulfonséure (trivial: N-tris-
hydroxymethyl-2-aminoethansulfonséure; ein ‘Good Buffer’
% ... solidus (fest)
‘EDTA ... Ethylendiaminetetraacetic acid; ein Chelator fiir zweiwertige lonen
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verwendet um die Menge an Kupfer durch Verunreinigungen der Chemikalien zu
minimieren.

Plattenkulturen

30 ml von BG11-TS oder BG11-Cu™ -Medium mit 1,5w/v% Bakto-Agar (vorher autoklaviert)
in Petrischalen geben. Die Antibiotika, Glucose (10mM), Fructose (10mM), DCMU (3-(3,4-
Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff) (10uM), CuSO, (bis 1,3uM) etc. werden direkt in das
noch fliissige Medium zugegeben.

Fur Transformationen werden zusétzlich sterilisierte Filter (Schleicher & Schuell Protran BA
85, 0,45um) auf die Platten gelegt.Die Zucht erfolgt in einer Heraphyt-Klimakammer bei

32 °C, 80 % Luftfeuchtigkeit und Dauerlicht (ca. 60umol m? s ) ein bis zwei Wochen.
Zusétzlich werden die Platten in eine durchsichtige Plastikschachtel mit Deckel gegeben um
ein Austrocknen zu vermeiden. Danach koénnen die Platten einige Zeit bei RT gelagert

werden.

Flussigkulturen (50 ml)
In einen 100 ml Erlenmeyerkolben werden 50 ml BG11-TS oder BG11-Cu™ Medium
gegeben, mit Watte und Alufolie verschlossen und autoklaviert. Nach dem Auskihlen werden
wahlweise Antibiotika, Glucose etc. Zugegeben und mit einem Aliquot einer Fllssigkultur
oder einer Einzelkolonie angeimpft. Gezlichtet wird in einem controlled environment
Incubator Shaker bei 32°C, 150 rpm, Dauerlicht (60 umol m™ s™) und zusétzlich wurde der

Inkubatorraum mit CO, begast um besseres Wachstum zu erziehlen.

STAMMSAMMLUNG

Die verschiedenen E.coli- und Cyanobakterien-Stdamme werden im -80°C Gefrierschrank

eingefroren.

E.coli-Stdmme:
1 ml einer UN Kultur wird mit 145pl sterilem 80 v/v% Glycerin vermischt und in einem

sterilen Nunc-Rohrchen eingefroren.

Cyanobakterien-Stamme:
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Eine dichte 50 ml Kultur wird abzentrifugiert (10 min., 2000 rpm), der Uberstand weitgehend
entfernt und die Zellen im Rest der Flussigkeit suspendiert. 1 ml dieser Zellsuspension wird
mit 300ul frischem DMSO (Dimethylsulfoxid) vermischt. Die Zellen im Nunc-Rohrchen

werden mit fliissigem N, schockgefroren und bei -75°C gelagert.

KOCH-QUICK-PRAPARATION (Small-Scale-Plasmid-Praparation aus E.coli nach
Holmes und Quigley)

3 ml einer UN-Kultur von E.coli werden 1 min. bei 12000 rpm in einem Eppendorfgefal
geerntet und das Pellet in 350ul STET (0,1M NaCl; 10mM Tris-HCI(pH 8,0); 1mM EDTA
(Ethylendiaminetetraacetic acid)(pH 8,0) die bis jetzt aufgezahlten Ingredienzien autoklaviert
verwenden; 5v/v% Triton X-100; 8w/v% Saccharose; Lagerung bei RT) resuspendiert.

Dazu werden 25ul Lysozym (10mg ml™, frisch zubereitet) zugesetzt und anschlieBend 40 sec.
in Wasserbad gekocht.

Sofort danach 15 min. bei 14000 rpm und 4°C zentrifugeirt und anschlieBend das flaumige
Pellet (enthalt Membranen und die dort anhaftende chrom. DNA) mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt.

Die zurickbleibende Plasmid-DNA wird mit 350ul Isopropanol gefallt und 15 min. bei 14000
rom und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgehoben und das Pellet kurz im
Exsikkator getrocknet.

Das trockene Pellet wird in 20-50ul TE (L0mM Tris-HCI; ImM EDTA (pH 8,0)) gelost.

Zur Uberprifung der Ausbeute kann ein Aliquot auf einem Agarose-Minigel uberpriift

werden.

IH-MAXI-PRAPARATION (Large-Scale-Plasmid-Préparation aus E.coli nach Ish-
Horowicz)

1 | einer E.coli UN-Kultur wird in 500ml-Zentrifugenbecher 10 min. bei 6000 rpm und RT
geerntet. Die Pellets werden in je 10ml IH I-Lésung (50mM Glucose; 25mM Tris-HCI (pH
8,0); 10mMEDTA (pH 8,0); Lagerung bei 4°C) resuspendiert und in einem Becher vereint.

Nun werden 5mg ml™ festes Lysozym zugegeben und mindestens 5 min. bei RT inkubiert.
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Dann werden 40ml IH 11-Losung (10v/v% 2M NaOH; 1w/v% SDS(Sodium dodecylsulfate);
Lagerung bei RT) zugegeben und vorsichtig gemischt bis das Pellet sich geldst hat. Danach 5
min. auf Eis kuhlen.

Jetzt werden 30ml IH 111-Loésung (3M Kaliumacetat; 11,5v/v% Eisessig; Lagerung bei 4°C) ,
auf Eis vorgekunhlt, zugegeben und geschwenkt bis zur vollstdndigen Prazipitation. Es wird
weitere 5 min. auf Eis inkubiert, dann 20 min. bei 10000 rpm und 4°C abzentrifugiert.

Der Uberstand wird mit dem 0,6 fachen Volumen Isopropanol bei RT gefallt, abzentrifugiert,
das Pellet zweimal mit 70v/v% Ethanol (-20°C) gewaschen und 10 min. im Exsikkator
getrocknet.

Das Pellet wird in 10ml TE gel6st. Die Trennung der chrom. DNA und der Plasmid DNA

erfolgt mit Hilfe einer CsCIl-Gradientenzentrifugation.

DNA-SPEKTROSKOPIE

Die DNA Konzentrationen von Plasmid- und chromosomalen-Maxi-Préparationen werden
photometrisch bei 260nm mit einem Zweistrahlphotometer in Quarzkiivetten bestimmt. Die
gemessene OD sollte mindestens 0,1 betragen. Die DNA Konzentration in der Kiivette (c)
ergibt sich aus: ODago = 0,02 * ¢ (ug ml™)

Um das Ausmald der Proteinkontamination abschétzen zu konnen, misst man zusatzlich die
OD bei 280nm. Liegt das Verhéltnis OD,g/ODogo bei 1.8-2 oder hoher, so ist der

Proteinanteil gering und obige Berechnung gilt in guter Naherung.

RESTRIKTIONSVERDAU VON PLASMID-DNA

Fur ca. 1ug DNA einer Koch-Quick Prap. oder einer CsCl-Prép. werden standardmaRig 2u
Restriktionsenzym (eine Unit ist definiert als die Menge Enzym, die vollstandig 1ug einer
bestimmten Standard-DNA innerhalb von 1 h bei einer spezifischen Temperatur schneidet)
eingesetzt. Der Verdau wird in einem Gesamtvolumen von 20ul bis 100ul pro Ansatz bereitet,
je nachdem ob man einen Kontrollverdau oder einen praparativen Verdau bereitet.

Der Ansatz enthalt weiter 10v/v% eines 10x Puffers (der vom Restriktionsenzyms abhangt)
und 10v/v% RNAse A (2mg ml™* RNase A; 100mM Natriumacetat (pH 5,2) :1mM EDTA
(pH 8,0); 10 min. kochen = DNase-Inaktivierung; bei -20°C lagern und vor Verwendung 1

:100 verduinnen).
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Bei Doppelverdauen mit zwei verschiedenen Enzymen, die nicht im gleichen Puffer
schneiden, kann man zuerst mit einem Enzym schneiden. Dann kann man auf den Puffer des
zweiten Enzyms einstellen (hinzufiigen von Komponenten) und mit dem zweiten Enzym
schneiden.

Ist ein Pufferwechsel nicht moglich, so kann man die DNA zwischen den Verdauen nach
einmaliger Extraktion mit Chloroform mit 10v/v% 2,5M Natriumacetat (pH 5,2) und
2,5fachen Volumen Ethanol féllen. Danach das Pellet in der gewunschten Menge H,O
aufnehmen.

Der Verdau erfolgt standardméfig 2 h bei 37°C.

Mit 10v/v% Stop-Losung (25mM  Tris-HCI (pH 8); 50v/v% Glycerin; 0,25m/v%
Bromphenolblau; 0,25m/v% Xylencyanol FF; bei 4°C gelagert), die zugleich als
Auftragspuffer fir das Agarosegel fungiert, wird der Verdau gestoppt.

Bei partiellen Verdauen wird dieser durch Zugabe von Stop-LOsung und gleichzeitiger
Inkubation auf Eis abgestoppt.

DNA-AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Mini-Gel (zur qualitativen Kontrolle und Quantifizierung bei Koch-Quick-Prap., IH

Small und Maxi-Préap. und Large-scale-Gesamt-DNA-Prap. aus Cyanobakterien)
0,3m/v% - 2m/v% Agarose (jenachdem welche Molekulargewichte man unterscheiden
mochte) werden in 50ml 1XTAE (50x TAE: 242g I* Tris; 57ml I Eisessig; 50mM EDTA
(pH 8); autoklaviert und bei RT gelagert; zur Verwendung 1 : 50 mit Wasser verdinnt) im
Mikrowellenherd aufgekocht und dann auf ca. 60°C abgekihlt. Nun werden 5ul
Ethidiumbromid-Lésung (10mg ml™) zugegeben und in den abgedichteten Gelschlitten
geleert. Der entsprechende Kamm wird gleich eingesetzt. Nach dem Festwerden der Agarose
kann der Kamm entfernt werden und der Schlitten in die Gelwanne, gefillt mit 1x TAE,
gelegt werden.Die Proben und Langenstandards werden aufgetragen und der Lauf bei 70 Volt
2-4 h je nach Auftrennung durchgefihrt.
Die Dokumentation der Banden erfolgt mit einem UV-Transilluminator (maximale emittierte
Wellenldange 302nm) einem UV-Filter, einem Kodak 22A Wratten-Filter und einer Polaroid
MP4 Kamera auf einem Polaroid Schwarzweil3-Photo (Typ 57).

66



Maxi-Gel (bei Kontrollverdauen, bei paparativen Verdauen und zur Auftrennung von
PCR-Produkten)
0.3-2m/v% Agarose in 300ml 1x TAE im Mikrowellenherd aufkochen lassen, auf ca. 60°C
abkiihlen lassen mit 30ul Ethidiumbromid-Lésung (10mg ml™) versetzt und in den
abgedichteten Gelschlitten gielRen. Den entsprechenden Kamm einsetzen und abkihlen lassen.
Gelschlitten in die Apparatur geben und mit 1x TAE fiillen. Die Proben werden aufgetragen
und der Lauf entweder 4-7 h bei 130 V ober UN bei 50 V gemacht.
Die Dokumentation erfolgt wie oben.

DNA-ISOLIERUNG AUS AGAROSEGELEN MITTELS QIAEX 11

Gewiinschte Bande aus dem Agarosegel uber dem UV-Transiluminator (so kurz wie mdoglich
mit UV-Licht bestrahlen, um DNA-Schaden zu vermeiden) ausschneiden und in ein
Eppendorfgefal? geben. Nun werden 3x Volumen von Puffer QX1 zu 1x Volumen des
Agarosegelstiickes gegeben.

Dazu werden 10ul (wenn man < 2ug DNA extrahieren will) QIAEX 11-Glasmilch gegeben
und kurz gevortext.

Das Gemisch wird fir 10 min. auf 50°C gestellt, wobei zwischendurch mehrmals gevortext
wird. Durch die Gelbfarbung des Puffers kann man gut erkennen, ob sich das Gelstiickchen
vollstandig geldst hat. Schlagt die Gelbfarbung des Puffers in orange oder in violett um, so
hat sich der pH zu stark gedndert. Das kann man durch Zufiigen von 10ul Natriumacetat 3M
pH 5 wieder beheben.

Dann wird die Probe 30 sec. bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgehoben. Das
Pellet wird mit 500ul Puffer QX1 gewaschen, danach 2mal mit je 500ul Puffer PE gewaschen
und das Pellet 10-15 min. trocknen gelassen, bis seine Farbe Weil3 ist.

Jetzt kann die DNA von der Glasmilch eluiert werden. Dazu pipettiert man die entsprechende
Menge TE oder H,O zur Milch, mischt und lasst es 10 min. bei RT stehen. Danach wird kurz
abzentrifugiert und der Uberstand, der die DNA enthalt, in ein frisches EppendorfgefaR
gegeben. Etwas bessere Ausbeuten kann man erreichen, wenn man nochmals eluiert und die

Ubersténde vereinigt.
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PLASMID-KONSTRUKTION (Ligation)

Die Ligation erfolgt in moglichst kleinem Volumen (um 10 pl) mit zwei bis zehnfachem
UberschuB an Insert (um ca. eine fragmentgroRenabhingige Aquimolaritat der zu ligierenden
DNA-Fragmente zu erreichen) bei 16 °C UN. Der Ansatz enth&lt 10 v/v% 10xLigasepuffer
(660mM Tris-HCI (pH 8,0); 100mM MgCl,; 10mM EDTA (pH 8,0); 1mM ATP; 100mM
DTT (Dithiothreitol); Lagerung bei -20 °C und vor Verwendung auf Eis auftauen lassen (ATP
1)), die DNA-Fragmente und 5u (ein unit T4-DNA-Ligase ist jene Enzymaktivitat, die bei
37°C in 20 min. 1nMol [**P] aus Pyrophosphat in Norit-absorbierbare Substanz austauscht)
T4-DNA-Ligase (5u pl™).

Prinzipiell existieren zwei Maoglichkeiten, ndmlich “sticky-end’ und *blunt-end’ Ligationen.
Bei ‘sticky-end’ Ligation (d.h. Ligation zweier Fragmente, die dieselben Einzelstrang
Uberhénge haben) inkubiert man vor Zugabe des Puffers 5 min bei 45 °C und stellt
anschlieBend gleich auf Eis, um die intramolekularen kohésiven Enden zu denaturieren.

Wenn das Plasmid, in welches das gewinschte DNA-Fragment ligiert werden soll, nur mit
einem Restriktionsenzym, das ‘sticky-end’ schneidet, geschnitten wurde, kann man vor der
Ligation das linearisierte Plasmid durch eine Phosphatasebehandlung an der Religation
hindern.

Bei nicht kompatiblen tiberhdngenden Enden kann man entweder durch S1- oder Mung-bean-
Nuklease Verdau oder durch Auffillen der 5’-tUberhdngenden Enden mittels Tag-DNA-
Polymerase ‘blunt-ends’ erzeugen.

Der Nuklease Verdau erfolgt direkt nach dem Restriktionsverdau durch Zugabe von 10 v/v%
10xS1-Puffer (33mM Natriumacetat; 50mM NaCl; 0,03mM ZnSQO,; Lagerung bei RT) und
40u (ein unit S1-Nuklease ist die Enzymaktivitéat, die in 1 min. bei 37°C 1ug dNTPs aus
denaturierter DNA freisetzt) S1-Nuklease oder Mung-bean-Nuklease (400u pl™; vor
Verwendung in S1-Puffer 1 : 10 verdiinnen). Das Gesamtvolumen des Ansatzes sollte dabei
zusatzlich verfiinffacht werden, um den Restriktionsenzympuffer zu verdiinnen.

Der Ansatz fur das Auffillen mittels Tag-DNA-Polymerase enthédlt die nach dem
Restriktionsverdau mit Chloroform extrahierte, gefallte und wiederaufgenommene DNA, 10
vIv% 10xTaq-Puffer(Zusammensetzung s. Kap. PCR), je 0,AmM dNTP und 2,5u Tag-DNA-
Polymerase und wird bei 72 °C 15 min. lang inkubiert. Die Isolierung des erwiinschten DNA-

Fragments erfolgt in allen Fallen tber Agarose-Gelelektrophorese und ‘Gene-Clean’.
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ELEKTROPORATION VON E.COLI

ELEKTROKOMPETENZ

Eine logarithmische 200 ml-Kultur (ODggo ~2) des entsprechenden E.coli-Stammes in SOB-
Medium (5g I Hefeextrakt; 20g I Trypton; 0,5g I NaCl; 2,5mM KCI; mit NaOH auf pH
7,0 stellen, autoklavieren und vor Verwendung 10 mM MgCl, (sterilfiltriert) zugeben)

10 min. auf Eis kihlen, dann ernten (5 min bei 5000 rpm und 4 °C) und die Zellen zweimal
mit je 100ml eisgekihltem 10v/v% Glycerin (autoklaviert) waschen. Das Pellet dann in wenig
Restflissigkeit resuspendieren und in 60ul Aliquots aufteilen. Nach Schockfrieren in fl. N,
werden die Aliquots bei -75 °C gelagert.

ELEKTROPORATION

60 ul der elektrokompetenten Zellen auf Eis auftauen lassen, 0,1ul einer Koch-Quick-
Praparation (s. Kap. Koch-Quick-Prép.) oder bis zu 4pul eines Ligationsansatzes (s. Kap.
Ligation) (beide DNA-L6sungen vor Entnahme der Aliquots kurz abzentrifugieren) zugeben,
die DNA mindestens 5 min. auf Eis an die Bakterienzellen binden lassen, dann die Zellen in
Ethanol gespulte, trockene, eisgekiihlte Elektroporationskivetten geben, auflen gut
abtrocknen und in den -20°C vorgekuhlten und abgetrockneten Kuvettenhalter stellen. Den
Kivettenhalter in das Geh&use schieben und durch Dricken der beiden Pulskndpfe den
Kondensator zur Entladung bringen (Einstellungen am Bio-Rad Gene Pulser: 2,5 kV; 25 uF;
200 Q).

Die Zellen in der Kiivette sofort mit 1 ml SOC-Medium (5g I"* Hefeextrakt; 20g I Trypton;
10mM NacCl; 2,5mM KCI; 20mM MgCl,; 20mM MgSO,; autoklavieren und 20mM Glucose
zusetzen; Lagerung bei RT) mischen, in eine sterile Eprouvette transferieren und dann ca. 1
Stunde bei 250 rpm und 37 °C zur Expression der Plasmid vermittelten Antibiotikumresistenz
schiitteln.

Dann die Zellen ernten und in 10 %- und 90 %-Aliquoten auf LA-Platten (mit Antibiotika
oder/und IPTG und Xgal) ausplatieren (s. Kap. Zucht von E.coli). Die Zucht erfolgt 4N und
sollte besonders bei der Selektion mit Ampicillin nicht verlangert werden, da dann
Satellitenkulturen auftreten.

Bei Screening mit dem Farbstoff Xgal l4i3t sich die Farbentwicklung durch eine mehrstiindige

Inkubation im Kihlschrank verstarken.
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Die Plasmid-DNA der erhaltenen Transformanten wird schlieBlich nach Anzucht einer
Minikultur in selektivem LB-Medium durch Koch-Quick-Préparation isoliert und mittels
verschiedener Kontrollverdaue auf ihre Richtigkeit berprift.

Die E.coli-Kultur die das richtige Plasmid enthélt wird nochmals iGN in selektivem LB-

Medium angeziichtet und dann in der Stammbhaltung eingefroren (s. Kap. Stammhaltung).

TRANSFORMATION VON E.COLI NACH DER CaCl,-METHODE

KOMPETENZ

Eine logarithmisch wachsende 100ml-Kultur des entsprechenden E.coli -Stammes in LB-
Medium (ODgpo~2) wird bei 4°C und 5000rpm geerntet. Der Uberstand wird quantitativ
weggeschdttet.

Nun wird das Pellet in 50ml eiskalter CaCl,-L6sung (50mM CaCl,; 10mM Tris-HCI pH 8)
resuspendiert und 20 min. auf Eis stehen gelassen. Danach wieder abzentrifugieren und das
Pellet wird nochmals in 50ml eiskalter CaCl,-Losung gelost. Danach wie oben
abzentrifugieren.

Das Pellet in 6ml eisgekihlter CaCl,-L6sung resuspendieren (nicht warm werden lassen) und
900ul 80% Glycerin dazugeben und vortexen.

Dann wird die Suspension in Eppendorf-GefaRen zu je 200ul aufgeteilt und mit flissigem
Stickstoff schockgefroren. Lagerung bei -70°C.

TRANSFORMATION

Die kompetenten Zellen werden langsam auf Eis aufgetaut. Zugabe der gewiinschten DNA zu
den Zellen und 20 min. bei 0°C inkubieren.

Jetzt werden die Zellen 45 sec. bei 42°C inkubiert und danach rasch 2 min. auf Eis
inkubieren.

Dann werden 1ml SOC-Medium (siehe Elektroporation) dazugegeben und 1 h bei 37°C
geschuttelt.

Nach dem Konzentrieren der Zellen auf 100-200ul werden diese auf selektieven (Antibiotika,
X-Gal +IPTG) Agarplatten ausplatiert. Die Platten werden N bei 37°C inkubiert.
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TRANSFORMATION VON SYNECHOCYSTIS SP. PCC6803 UND DEREN
MUTANTEN
zur Theorie vgl. Kap. Cyanobakterien-Genetik

NATURLICHE TRANSFORMATION von Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC6803 ist natlrlich, d.h. von Natur aus, kompetent fir die Aufnahme von
freier DNA und daher sehr einfach zu transformieren.

Zur Durchfuhrung braucht man eine frische, sich in logarithmischer Wachstumsphase
befindliche, Cyanobakterienkultur (OD730 zwischen 1 und 3) und gereinigte Plasmid-DNA.
100pl BG11 TS-Medium mit ca. 10" Cyanobakterien (eine OD73o von 0,5 entspricht ca. 10
Cyanobakterien pro ml) werden mit 2 bis 15ug (bei integrativen Plasmiden bis zu 15ug; fir
replizierende Plasmide reichen 2ug DNA) Plasmid-DNA (in moglichst geringer Menge
sterilem TE gel6st) gemischt und dann ca. 24 h in einem Eppendorfgefal im Lichtbrutschrank
(32°C, 80% Luftfeuchtigkeit, starkes Dauerlicht) inkubiert.

FILTERTECHNIK

Am ndchsten Tag werden die Cyanobakterien dann auf einem autoklavierten Membranfilter
(Protran BA 85; 0,45um), welcher sich auf einer nichtselektiven BG11l TS-Agarplatte
befindet, ausplattiert und wieder 1 bis 2 Tage im Lichtbrutschrank inkubiert.

Wahrend dieses Zeitraums kann die doppelte homologe Rekombination in eines der 10 - 20
Chromosomenkopien stattfinden und das Antibiotikumresistenzgen exprimiert werden.
SchlieRlich wird der Membranfilter (mit den Cyanobakterien) auf eine selektive BG11 TS-
Agarplatte (mit dem(n) entsprechenden selektiven Antibiotikum(a)) transferiert und bis zum
Erscheinen der ersten Einzelkolonien im Lichtbrutschrank inkubiert.

WEICHAGARTECHNIK

Am néchsten Tag werden die Cyanobakterien dann mit 5 ml BG11 TS-Weichagar (ca. 45 °C)

gemischt und auf eine BG11 TS-Agarplatte gegossen. Die Platte mit dem ausgeharteten Agar

wird anschliefend 2 Tage im Lichtbrutschrank inkubiert. Danach wird die Platte mit 5 ml

BG11 TS-Weichagar, welcher das Antibiotikum fur die Selektion enthalt, tberschichtet. Bis

zum Erscheinen von Einzelkolonien wird die Platte im Lichtbrutschrank inkubiert.

Diese Einzelkolonien (d.h. Transformanten, welche das erwinschte Konstrukt und die

Antibiotikumresistenzkassette durch homologe Rekombination an der richtigen Stelle ins

Chromosom integriert haben) werden dann wieder auf selektiven BG11l TS-Agarplatten
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ausgestrichen. Mit den auf diesen Platten erhaltenen Einzelkolonien kdnnen dann

Flussigkulturen mit selektivem BG11 TS oder BG11 Cu’-Medium angeimpft werden.

Nach Isolation der Gesamt-DNA dieser Kulturen (s. Kap. Small-Scale-Prép. und Large-Scale-

Prap. aus Synechocystis) wird zur Uberpriifung auf Homozygotie im entsprechendem Locus

PCR mit entsprechenden auRenliegenden Primern (s. Kap. PCR-Primer und Gensequenzen)

durchgefinhrt.

Aulenliegende Primer (im Gegensatz zu innenliegenden Primern) bedeutet in diesem Fall,

dass sich die Primerbindungsstellen knapp auBerhalb des deletierten DNA-Bereichs befinden

und folgende PCR-Produkte bei den drei mdglichen Genomsituationen liefern (s. Abb.
folgend):

a) Homozygot wildtyp (Situation im Ausgangsstamm): ein PCR-Produkt mit der L&nge des
Bereichs zwischen den zwei Primern auf dem Chromosom (Wildtyp-Allel)

b) Homozygot deletiert (kein intaktes Gen mehr vorhanden): ein PCR-Produkt mit der Lange
des Bereichs zwischen den zwei Primern auf dem Chromosom minus Lange des
herausgeschnittenen (deletierten) Bereichs plus Lénge der Antibiotikumresistenzkassette.

c) Heterozygot (wildtyp und deletiert) im entsprechenden Gen-Locus (Situation nach
doppelter homologer Rekombination aber vor vollstdndiger Segregation): zwei PCR-
Produkte mit den L&ngen wie unter a) und unter b) beschrieben, ann&hernd in dem
Mengenverhéltnis wie diese zwei Allele (wildtyp und deletiert) in der der PCR zugesetzten
chromosomalen DNA (und somit in dem Genompool der Kultur) vorkommen (voraus-

gesetzt, dass die PCR die unterschiedlichen Templates in gleichem Ausmalie vermehrt).
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Abb. : PCR Produkte der drei méglichen Genomsituationen (a) homozygot
wildtyp, b) homozygot deletiert und c) heterozygot nach Transformation mit
einem nichtreplizierenden Plasmid, das einen chromosomalen (und somit
homologen) Bereich besitzt, aus dem ein Stiick DNA deletiert und durch

eine Antibiotikumresistenzkassette ersetzt wurde.

Falls die Kulturen nicht homozygot mutiert im entsprechenden Locus sind (d.h. noch immer
eine Bande am Agarosegel sichtbar ist, die der L&nge nach dem Wildtyp-Allel entspricht)
kann versucht werden, ob durch weitere sukzessive Zucht in selektivem Medium entweder in
Flussigkultur oder (ber Einzelkolonieausstriche (wahlweise unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen wie Photoautotrophie, Mixotrophie oder Chemoorganoheterotrophie
oder/und mit steigender Antibiotikumkonzentration), die gewilnschte homozygote Mutante
erhalten wird. Welches nur méglich ist, wenn die gewilinschte Homozygotie nicht prinzipiell
unmaoglich ist.

Ist ein Mutantenstamm homozygot mutiert (d.h. ist am Agarosegel nur mehr das PCR-Produkt
zusehen welches dem unterbrochenen Allel entspricht) kann man den Mutantenstamm zur
Kontrolle mehrmals hintereinander in nichtselektivem Medium (um die méglicherweise noch

vorhanden Wildtyp-Allele wieder zu vermehren) zlichten.
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Eine weitere PCR zeigt dann ob noch Wildtyp-Allele nachweisbar sind, und falls nicht kann
der Mutantenstamm nach einem Einzelkolonieausstrich und einer bis zur stationaren

Wachstum Phase geziichteten Flussigkultur in der Stammhaltung eingefroren werden.

ELEKTROPORATION von Synechocystis sp. PCC 6803

Eine logarithmische wachsende Cyanobakterienkultur wird 3-mal mit sterilem Hepes (1mM,
pH 7,5) gewaschen. 60 ul der Zellsuspension werden mit der entsprechenden Menge DNA
vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Danach wird das DNA-Zellgemisch in eine
Elektroporationskiivette gefiillt und mit einem Biorad Elektroporator gepulst. Einstellungen
am Gerét: 1cm Kivette — R =200 Q, C =25 pF, U =2,5kV; 0,1cm Kiivette - R =200 Q, C =
25 uF, U = 1,8kV AnschlieBend werden die Zellen in 1 ml BG11 T aufgenommen und
Platten transferiert. Danach wird 2 Tage im Lichtbrutschrank inkubiert. Fir die spezifische
Selektion mit Antibiotikum wird der Filter auf selektives Medium transferiert und bis zum
Erscheinen von Einzelkolonien im Lichtbrutschrank inkubiert.

SMALL-SCALE-GESAMT-DNA-PRAPARATION AUS SYNECHOCYSTIS SP.
PCC6803

Um die vielen im Rahmen dieser Arbeit zu Uberprifenden Mutantenstdamme rasch auf
Homozygotie Uberprifen zu kénnen, wurde eine neue, sehr rasche Methode entwickelt, um

gentigend DNA aus Synechocystis fur einen PCR Versuch zu erhalten.

2x1,5 ml einer sehr frischen aber schon dichten 50 ml-Kultur 5 min bei 12000rpm und RT

abzentrifugieren und den Uberstand auf 500 pl verringern (durch Abheben der

uberflussigen Flissigkeit)

e 100 pl 10w/v% N-Laurylsarcosine zugeben und dabei das Pellet resuspendieren

e ca. 300 mg trockene, hitzesterilisierte glass beads (Sigma: G-9143) (KorngroRe 212 - 300
um; mit halbkonzentrierter HNO3; waschen; ausgiebig mit H,O spilen; trocknen bei
100°C; hitzesterilisieren bei 180°C fur ca. 2 h) zugeben und 3 min. kréftig vortexen

e 2 min. ins kochende Wasserbad stecken und dann 5 min. bei 14000rpm und 4°C

abzentrifugieren
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den Uberstand (ca. 400pul) in einem frischen Eppendorfgefa mit 5ul Glasmilch (QIAEX
I, sieche DNA-Isolierung) und 300ul Puffer QX 1 vermischen und 10 min. auf Eis
inkubieren, ab und zu vortexen

2 min. bei 14000rpm und 4°C abzentrifugieren, den Uberstand quantitativ abheben
(notfalls nochmals kurz abzentrifugieren) und das Glasmilch-Pellet 2x mit 200ul Puffer PE
waschen

2 min bei 14000rpm und RT abzentrifugieren und den Uberstand wieder quantitativ
abheben, das Pellet trocknen lassen bis es weil} ist

das Pellet in 20ul TE resuspendieren und 10 min. bei RT inkubieren

2 min. bei 12000rpm und RT abzentrifugieren und den Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefal? transferieren

davon 5pl zum PCR-Ansatz zusetzen (s. Kap. PCR)

LARGE-SCALE-GESAMT-DNA-PRAPARATION AUS SYNECHO-CYSTIS SP.
PCC6803

ernten einer dichten 50 ml-Kultur in JA-20 R6hrchen 10 min. bei 10000rpm und RT

das Pellet mit wenig TE in ein Eppendorfgefal transferieren und mit TE auffillen
abzentrifugieren (Eppendorfzentrifuge: 10 min., 12000rpm, RT) und in 400ul TE
aufnehmen (kraftig vortexen)

ca. 150ul trockene, hitzesterilisierte glass-beads (s. Kap. Small-DNA-Prép. aus
Cyanobakterien), 20l 10w/v% SDS und 450ul Phenol/Chloroform (1:1) zugeben

10 mal hintereinander 1 min. vortexen und 1 min. auf Eis stellen

15 min. bei 4°C in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugieren und den wassrigen Uberstand
hintereinander mit je gleichem Volumen an Phenol, Phenol/Chloroform (1:1),
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) und schlieRlich Chloroform extrahieren

nach abschatzen des Volumens der wéssrigen Phase wird die DNA durch Zugabe von
10v/v% 2,5 M NaAcetat (pH 5,2) und 2,5-fachem VVolumen an Ethanol p.A. geféllt

nach 15 min. Zentrifugation bei 4°C in der Eppendorfzentrifuge wird das Pellet mit
70v/v% Ethanol (- 20°C) gewaschen, im Exsikkator getrocknet und in 50ul TE gelost

zur Kontrolle wird ein Aliquot (1 pl) auf einem Mini-Gel (0,3m/v%; s. Kap.
Gelelektrophorese) tberpruft
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LARGE-SCALE-GESAMT-DNA-PRAPARATION AUS SYNECHOCYSTIS SP. PCC
6803 OHNE PHENOL

e 30ml einer frischen, halbwegs dichten Kultur in einem Falkonréhrchen ernten und den
Uberstand abheben

e ca. je 500ul Zellen in ein Eppendorf geben

e 150ul glass-beads (siehe Small-DNA-Prép. aus Cyanobakterien), 100ul SDSw/v% und
200ul NH4OH (3M) dazugeben

¢ 6 mal hintereinander 1 min. vortexen und 1 min. auf Eis stellen

e 4min. in kochendes H,O-Bad halten

e 15min. bei 4°C und 12000rpm abzentrifugieren und den Uberstand in ein neues
Eppendorfgefal? geben

e die gleich Menge Isopropanol (~600pl) dazugeben und mischen

e 10min. bei -20°C féllen lassen

e 20min. bei 4°C und 12000rpm zentrifugieren, Uberstand abheben und das Pellet trocknen

e das Pellet in 500ul TE l6sen und 500ul Isobutanol (TE geséttigt) dazugeben, mischen und
1min. abzentrifugieren

o klare (untere) , farblose Phase in ein neues Eppendorf geben

e die gleiche Menge Isopropanol dazugeben, 10min. bei -20°C fallen und 15min. bei
12000rpm und 4°C abzentrifugieren

e Pellet mit 70% Ethanol waschen und trocknen

e Pellet in 50-100ul TE aufnehmen

PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

PCR-Ansatz:

- DNA Gesamt-DNA von Synechocystis sp. PCC 6803:
5ul einer Small-scale-Gesamt-DNA-Préaparation
1ul einer Large-scale-Gesamt-DNA-Praparation
Plasmid-DNA aus E.coli:
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0,1pl einer Koch-Quick-Praparation oder
IH-Quick-Préparation oder IH-MaxiPraparation

- 10xTag-Puffer 5ul
(200mM Tris- HCI; 15mM MgCl,; 500mM KCI; pH 8,3 (20 °C))
- dATP (0,1mM) 5ul (ImM)

(1 : 100 Verdinnung der 100mM Ld&sungen von Boehringer Mannheim)

-dTTP (0,21mM) 5ul (ImM; wie oben)
-dCTP (0,1mM) 5ul (ImM; wie oben)
- dGTP (0,1mM) 5ul (ImM; wie oben)
- 5’- Primer (1uM) 0,5ul (0,2mM)
- 3’- Primer (1uM) 0,5ul (0,2mM)

-Tag-DNA-Polymerase (2,5u) 0,5ul (5u/ul)
(ein unit Tag-DNA-Polimerase ist definiert als die Menge an Enzym, die
10nmol dNTPs in Dna innerhalb von 30 min. bei 72°C einbauen kann)

- H,0O ad 50pl

PCR-Parameter (GeneAmp PCR System 2400 von Perkin Elmer):

5 min 94°C

30 sec 94°C —
30 sec 45°C fir petJ-Primer |
50°C fiir cytM-Primer |
58°C fur petE-Primer  |— 30 Zyklen
56°C fur Cm-Primer |
55°C fur Tn -Primer |
55°C furrecA, G, J,R |
xerC-Primer |

1-15min 72°C —
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5 min 72 °C
8 4°C

20pl des PCR-Ansatzes mit 10v/v% Stopldsung mischen, auf ein groRes Agarosegel auftragen

und UN bei 30 - 50mA laufen lassen. Am ndchsten Tag uber einem UV-Transilluminator

photographieren (s. Kap. Gelelektrophorese).
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