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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Trotz der rigiden Zellwand, die sie umgibt, stellen Pflanzenzellen keine isolierten Einheiten
dar, sondern sind Uber Zell-Zell Kontakte namens Plasmodesmata (PD) zu einem
suprazellularen Netzwerk verbunden. Der Transport und die Zell-zu-Zell Kommunikation
durch PD ist ein hochregulierter Prozess. Doch selbst nach mehr als 100 Jahren
Forschung ist Uber die Proteine, die diese hochentwickelten Zell-Zell Kontakte definieren
und die zugrunde liegenden Mechanismen nur wenig bekannt. Pflanzenviren haben sich
dieses System fir ihre Verbreitung durch die Pflanze zunutze gemacht, indem sie fur
spezialisierte Movementproteine (MP) kodieren und mit Wirtsfaktoren interagieren.
Demnach stellt die funktionelle Analyse viraler MP ein wichtiges Werkzeug fir die
Identifikation von PD-Proteinen dar. In der vorliegenden Arbeit wurde das 17 kDa grof3e
Movementprotein (MP17) des Potato leafroll virus (PLRV) zur Analyse von PD verwendet.
Im ersten Teil sollte die fur die PD-Lokalisation verantwortliche Aminosauresequenz, bzw.
Doméane des Proteins identifiziert werden. Zu diesem Zweck wurden GFP-fusionierte
MP17-Deletionsvarianten sowie MP17-Phosphorylierungs-mutanten generiert und
lokalisiert. Die Analysen zeigten, dass das PD-Targeting von MP17 durch ein
Zusammenspiel von drei verschiedenen Teilen des Proteins vermittelt wird: dem C-
Terminus, der Phosphorylierung der Serinreste S71 und/oder S79 und einer N-terminalen
Domaéne. Der zweite Fokus der vorliegenden Arbeit galt der Identifikation von Elementen
des Makromolekdltransportes. MP17 lokalisiert spezifisch an verzweigte PD in
Sourceblattern, jedoch nicht an die strukturell unterschiedlichen simplen PD in
unausgereiftem Gewebe. Wahrend der Seneszenz kommt es zu einem allméhlichen
Verlust der plasmodesmalen Assoziation von MP17, vermutlich aufgrund struktureller
Veranderungen der Plasmodesmata in diesem Entwicklungsstadium. Beide Merkmale,
Bindung an PD in Sourceblattern und Verlust der Bindung in seneszenten Blattern,
bildeten die Grundlage fur ein vorwarts gerichtetes genetisches Screening nach
Arabidopsismutanten mit einer veranderten PD-Bindung von MP17, genauer einer
Reduktion der PD-Bindung in Sourceblattern und einer verstarkten PD-Bindung in
seneszenten Blattern. Durch eine Kombination aus klassischer Marker-gestitzter
Kartierung und next generation sequencing konnte fiir eine der im Sourcescreening
identifizierten Mutanten (SO15A) eine Mutation in CHER1, einem Protein der
Plasmamembran Cholintransporter-Familie, nachgewiesen werden. Die Mutation in der
zweiten Transmembrandoméane beeintrachtigte die Plasmamembran-Lokalisation des
Proteins und fihrte stattdessen zu einer Akkumulation im Endoplasmatischen Retikulum

(ER). Die Herunterregulierung der CHER1 Transkriptmengen in der T-DNA Insertionslinie

1



ZUSAMMENFASSUNG

cherl-4 sowie den generierten artificial micro RNA-Pflanzen fir CHER1 phanokopierte die
Mutante SO15A. Alle CHER1-Mutanten sind durch eine extreme Wachstumsverzégerung,
eine stark reduzierte PD-Lokalisation von MP17 sowie einen reduzierten Assimilatexport
gekennzeichnet. Interessanterweise konnte eine Reduktion des Gehaltes an
Phosphatidylcholin 759,0 um etwa 14 % in den CHER1-Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp Col-0 detektiert werden, was mit einem entsprechenden Anstieg an Phosphatidyl-
ethanolamin 718,7 einherging. Ebenso war der Level von Lysophosphatidylcholin 518,5,
einem lipid messenger, signifikant verringert. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine
veranderte Plasmamembranzusammensetzung fur den charakteristischen Phénotyp der
CHER1-Mutanten verantwortlich ist. In der Transkriptomanalyse konnte zudem eine
Transkript-Herunterregulierung bei downstream Targets des lipid messengers
Phosphatidsaure beobachtet werden, v.a. fur Ethylen-abhangige Prozesse, Abwehr-
assoziierte Prozesse, sowie in den Bereichen signalling und Vesikeltransport. Weiterhin
fiel eine vermehrte Herunterregulierung von Genen der Sterolsynthese sowie von Genen,
die potentiell an der Synthese von sehr langkettigen Fettsduren (very long chain fatty
acids, VLCFA), welche fur die Synthese von Sphingolipiden bendtigt werden, auf. Da
sowohl Sphingolipide als auch Sterole Komponenten von lipid rafts in Pflanzen darstellen,
konnte dies auf eine beeintrachtigte Ausbildung von lipid rafts in den CHER1-Mutanten
hinweisen. Trotz der Tatsache, dass der genaue Zusammenhang zwischen dem
Cholintransporter CHER1 und der PD-Lokalisation von MP17 noch ungeklart ist, deuten
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die Mutation in CHER1 oder die
Herunterregulierung des CHER1 Transkriptlevels in einer veranderten Plasmamembran-
zusammensetzung resultiert. Diese wiederum beeinflusst eine Vielzahl an Prozessen,
darunter auch die PD-Lokalisation von MP17. Die Ergebnisse unterstreichen die
Bedeutung von Phospholipiden, besonders im Kontext der PD-Struktur und -Funktion und
als Bindestellen fur Plasmamembran- oder PD-assoziierte Proteine, was lange Zeit

vernachlassigt wurde.



SUMMARY

Summary

Despite the rigid cell wall surrounding plant cells, they do not represent isolated units but
are connected to a supracellular network by the presence of cell-to-cell contacts called
plasmodesmata (PD). The regulation of macromolecular trafficking and cell-to-cell
communication through plasmodesmata is a tightly regulated process. But even after
more than 100 years of research our knowledge about the proteins defining these
sophisticated cell-to-cell contacts and the ongoing processes is still rudimentary. Plant
viruses have hitchhiked this system to enable their spread throughout the plant by
encoding for specialized movement proteins (MP) and interacting with the host cell
machinery. Thus the functional analysis of viral movement proteins represents an
essential tool to uncover proteins required for PD structure and function. This study made
use of the 17 kDa movement protein (MP17) of the Potato Leafroll virus (PLRV). The first
aim was the identification of the sequence or domain responsible for the PD-localisation of
MP17:GFP. Fusion experiments with distinct deletion variants and site-directed
mutagenesis of the identified phosphorylated serine residues of MP17 revealed that PD-
targeting of MP17 is dependent on the C-terminus, phosphorylation of S71 and/or S79
and an N-terminal domain. The focus of the second part was the identification of elements
involved in the macromolecular transport. MP17 specifically localises to branched PD in
source tissues but not to the structural dissimilar simple PD in immature tissues. During
senescence a gradual decrease of plasmodesmal association of MP17 can be observed
possibly due to structural changes of PD in this developmental stage. Both features,
association of MP17 to PD of source leaves and dissociation from PD of senescent
leaves, built the basis for a forward genetic screening for Arabidopsis mutants with altered
PD-binding of MP17, more precisely a reduction of PD-binding in source leaves and a
gain of PD-binding in senescent leaves. Map-based cloning and next-generation
sequencing of one of the mutants identified in the source screening, SO15A, revealed a
mutation in the plasma-membrane choline transporter family protein CHER1. The
mutation in the second transmembrane domain abolished plasma membrane localisation
of the protein, which instead was retained in the endoplasmic reticulum (ER). The
knockdown of CHERL1 transcript levels in the T-DNA insertion line cherl-4 as well as in
generated artificial micro RNA plants for CHER1 phenocopied the mutant SO15A. All
CHER1 mutants are characterised by an extreme stunted growth, strongly reduced
binding of MP17 to PD of source leaves and a reduced assimilate export. Interestingly, the
level of phosphatidylcholine 759,0 was significantly reduced by about 14 % in CHER1

mutants compared to wildtype Col-0, whereas levels of phosphatidylethanolamine 718,7
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showed a corresponding increase. Additionally, levels of lysophosphatidylcholine 518,5
showed a significant decrease. This suggests that an altered plasma membrane
composition may be responsible for the characteristic phenotype of CHER1 mutants.
Transcriptome analysis revealed a down-regulation of potential phosphatidic acid
involving processes like ethylene-mediated processes, vesicle trafficking, signalling and
defense processes, indicating an impairment of lipid signalling. The down-regulation of
genes involved in the synthesis of sterols and very long chain fatty acids needed for
sphingolipid synthesis, both important constituents of plant lipid rafts, may indicate that the
formation of lipid rafts might be impared in CHER1 mutants. Despite the fact that the exact
mechanism of how the choline transporter influences PD-localisation of MP17 remains
unclear, there is growing evidence that the mutation or down-regulation of CHER1
transcript levels leads to an altered plasma membrane composition which influences a
variety of processes including the PD-localisation of MP17. These findings highlight the
emerging role of phospholipids, especially in the context of PD structure and function as
well as potential binding sites for plasma membrane- and PD-associated proteins, which

has been neglected for a long time.



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Plasmodesmata

Im Unterschied zu tierischen Zellen sind Pflanzenzellen von einer rigiden Zellwand
umgeben. Dennoch stellen sie keine isolierten Einheiten dar, sondern sind Uber
sogenannte Plasmodesmata (PD) zu einem suprazellularen Netzwerk verbunden (Lucas
und Lee, 2004). PD fungieren als Kontrollstellen fir den passiven Transport von
Photoassimilaten (Turgeon und Medville, 1998; Turgeon und Medville, 2004; Turgeon und
Wolf, 2009) sowie fiir den selektiven Transport von Informationsmolekilen und
Makromolekilen wie Transkriptionsfaktoren und RNA (Haywood et al., 2002; Lucas und
Lee, 2004; Oparka, 2004; Kim und Zambryski, 2005; Maule, 2008; Lucas et al., 2009).
Dadurch nehmen sie eine Schlusselrolle fur die Koordination von Pflanzenwachstum und
-entwicklung, aber auch von Abwehrprozessen ein (Xu und Jackson, 2010; Lee und Lu,
2011). Jedoch birgt die durch PD gegebene symplastische Kontinuitat auch Risiken flr
die Pflanze, da die Zell-Zell Kontakte Angriffspunkte fiir Pflanzenviren und andere
Pathogene darstellen. So Uberrascht es nicht, dass Pflanzenviren verschiedenste
Strategien entwickelt haben, um sich dieses System zunutze zu machen und somit ihre

Verbreitung durch die Pflanze zu gewahrleisten (Lee und Lu, 2011).

1.1.1 Aufbau von Plasmodesmata

Erste Informationen zum strukturellen Aufbau (siehe Abbildung 1) dieser Zell-Zell
Verbindungen lieferten hauptsachlich Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahmen
(Robards, 1971; Ding et al., 1992; Botha et al., 1993; Overall und Blackman, 1996;
Waigmann et al., 1997). PD sind mit Plasmamembran ausgekleidete Poren in der
Zellwand, die sowohl das Cytoplasma als auch die Membransysteme benachbarter Zellen
miteinander verbinden. Die PD-Pore wird von einer Pektin-angereicherten Zellwand
umgeben. Durch Kalloseablagerung an den Porenenden, der sogenannten neck region,
der PD kann zusatzlich die GroRRe der Porendffnung modifiziert werden (Radford et al.,
1998; Levy et al., 2007). Das zentrale axiale Element, der Desmotubulus, besteht aus
modifiziertem kortikalem endoplasmatischen Retikulum (ER), wobei das ER-Lumen auf
einen Durchmesser von geschatzt 2 nm komprimiert wird (Robards und Lucas, 1990;
Oparka et al., 1994; Kragler, 2013). Der Raum zwischen Desmotubulus und
Plasmamembran wird als Cytoplasmaschlauch bezeichnet (Esau und Thorsch, 1985).

Dieser wird durch speichenartige Strukturen, welche an der Plasmamembran und dem
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Desmotubulus verankerte globulare Proteine verbinden, in ca. 3 nm breite Mikrokanale
unterteilt (Ding et al., 1992; Overall und Blackman, 1996; Brecknock et al., 2011).

Abbildung 1: Struktureller Aufbau von PD.
Abgebildet ist die Struktur simpler PD inklusive der
Caicse Lokalisation bisher identifizierter PD-assoziierter
- Proteine (siehe Kapitel 1.1.5); modifiziert nach
R — Benitez-Alfonso et al. (2010).

globulére Proteine ZW = Ze”Wand

globulére Proteine DT= DesmOtUbL”US

::;::m PDCB1 = PD-callose-binding protein 1

i PDLP1= Plasmodesmata-located protein 1
. HEEs RLK= Receptor-like kinase

BABKS RGP2= reversibly glycosylated polypeptide 2
PAPK1= Plasmodesmal-associated protein kinase

jTeex—=§

o}

Durch eine gezielte Kontraktion und Expansion dieser Elemente kénnte dementsprechend
eine Kontrolle des Makromoleklltransportes (ber eine Regulation der basalen
AusschlussgréfRe der PD erfolgen. Diese wird auch als size exclusion limit (SEL)
bezeichnet und beschreibt die maximale Gréf3e von Molekiilen, die PD passieren kdnnen.
Overall und Blackman (1996) postulierten, dass der Desmotubulus von helikal
angeordneten Aktinstrangen umwunden wird. Diese Hypothese wurde durch die
Identifizierung von Aktin und Myosin innerhalb der PD unterstitzt (White et al., 1994; Ding
et al.,, 1996; Radford und White, 1998; Reichelt et al.,, 1999; Golomb et al., 2008).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Depolymerisierung des Aktinskelettes unter
Verwendung des Inhibitors Cytochalasin D zu einer Erh6hung des SEL fihrte (White et
al., 1994; Ding et al., 1996). Diesen Effekt scheinen sich auch Pflanzenviren zunutze zu
machen, um ihre Verbreitung von Zelle zu Zelle zu ermdglichen. So besitzen die
Movementproteine des Tobacco mosaic virus (TMV MP30) und des Cucumber mosaic
virus (CMV MP) die Fahigkeit, F-Aktin Strdnge zu durchtrennen und somit das SEL zu
erhohen (Su et al.,, 2010). Durch Markierung von Aktinfilamenten mit einer GFP-Talin
Fusion konnte eine Bewegung der Aktinfilamente durch PD jedoch ausgeschlossen
werden (Crawford und Zambryski, 2000). Somit dient Aktin vermutlich eher als
Strukturkomponente sowie als Gerlstprotein fir einen Myosin-vermittelten Transport von
Proteinen (Roberts und Oparka, 2003). Zudem wurde postuliert, dass Myosin VIII
madglicherweise an der Verankerung und Organisation von Aktin beteiligt sei oder als
Stutze fur kortikale ER-Elemente fungieren koénnte (Volkmann et al., 2003; Roberts,
2005). Tilsner et al. verweisen jedoch darauf, dass die raumliche Limitierung innerhalb der
Pore sowohl Aktin als auch Myosin als PD-Komponente ausschlief3t (Tilsner et al., 2011).

So wird der Durchmesser der Desmotubulus-assoziierten Proteine auf 2,5-4,5 nm
6
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geschatzt, wohingegen Aktinfilamente einen Durchmesser von ca. 7 nm aufweisen
(Holmes et al., 1990; Ding et al., 1992; Botha et al., 1993).

Es ist davon auszugehen, dass in Zukunft durch Methoden wie Computertomographie
und hochauflosende Fluoreszenzlichtmikroskopie neue Einblicke in die PD-
Zusammensetzung gewonnen werden konnen und die korrekte Lokalisation der

identifizierten PD-Proteine genauer bestimmt werden kann (Bell und Oparka, 2011).

1.1.2 Entstehung von Plasmodesmata

Bezuglich der Art ihrer Entstehung kann zwischen priméren Plasmodesmata und
sekundaren Plasmodesmata unterschieden werden (Ehlers und Kollmann, 2001). Primare
Plasmodesmata entstehen wahrend der Zellteilung, wenn bei der Ablagerung des neuen
Zellwandmaterials Strdnge des kortikalen endoplasmatischen Retikulums in die
entstehende Zellplatte eingeschlossen werden (Hepler, 1982; Staehelin und Hepler, 1996;
Ehlers und Kollmann, 2001). Durch Umhillung der neuen Zellwand mit Plasmamembran
und Zusammenpressen des ER-Stranges entsteht schlieBlich die Plasmodesmata-
Struktur (Jones, 1976). Als sekundare Plasmodesmata werden Plasmodesmata be-
zeichnet, welche in existierenden Zellwanden neu gebildet werden. Hierfir werden zwei
verschiedene Moglichkeiten diskutiert. Zum einen kann es bei der Zellwandexpansion zu
einer lokalen Ausdinnung der Zellwand durch das Zusammenspiel von Expansinen,
zellwandabbauenden Enzymen und Auxin-vermittelter Azidifizierung kommen. Durch den
Turgordruck des Cytoplasmas in der Zelle wird die Zellwand weiter ausgedinnt und
kortikales endoplasmatisches Retikulum in die Ausbuchtung eingelagert. Wird die
Zellwand schlieBlich komplett durchtrennt, kommt es zu einer Umhillung der Bruchstelle
mit Plasmamembran und einer kompletten Einlagerung des ER (Jones, 1976; Lucas et
al., 1993; Ehlers und Kollmann, 2001; Burch-Smith und Zambryski, 2012). Zum anderen
kénnen bereits bestehende simple Plasmodesmata als Template fir die Bildung
sekundarer Plasmodesmata, der sogenannten twinned PD, dienen. Dies kénnte z.B.
durch eine Langsteilung vorhandener Poren erfolgen, wobei zunéchst ein zweiter
Desmotubulus innerhalb der Pore entsteht und daraufhin die Ablagerung von neuem
Zellwandmaterial die Teilung initiiert. Ebenso mdoglich ware der Abbau von Zellwand-
material nahe der Porendffnung bereits existierender Plasmodesmata von beiden Seiten
aus, einhergehend mit einer Vernetzung sich simultan bildender Desmotubuli (Faulkner et
al., 2008).

Zum Zeitpunkt ihrer Entstehung sind sowohl priméare als auch sekundare Plasmodesmata

eher einfach strukturiert und bestehen aus einer linearen, zylindrischen Pore. Sie werden
7
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deshalb als simple PD bezeichnet und sind hauptséachlich in unausgereiftem
Pflanzengewebe, wie z.B. Embryonen (Burch-Smith und Zambryski, 2010), Sinkblattern
(Oparka et al., 1999) und Wurzelmeristemen (Zhu et al., 1998) zu finden. Simple PD
kénnen sowohl alleine als auch in Paaren mit einem Abstand von weniger als 100 nm,
den sogenannten twinned PD, oder in pit fields, d.h. Gruppierungen mehrerer PD,
vorkommen (Faulkner et al., 2008). Im Laufe der Entwicklung kdénnen diese einfachen
Poren jedoch zu verzweigten Strukturen mit mehreren Kanalen sowie einem zentralen
Hohlraum modifiziert werden und so weisen vollentwickelte Gewebe wie z.B.
Sourceblatter Uber-wiegend verzweigte PD auf (Ding et al., 1992; Ehlers und Kollmann,
1996; Oparka et al., 1999; Ehlers und Kollmann, 2001). Die Verzweigung kann dabei
durch Verbindung benachbarter simpler PD (Roberts et al., 2001), Ablagerung von
sekundarem Zellwand-material (Fry, 2001) oder Bildung neuer Desmotubulus-Strukturen

(Kollmann und Glockmann, 1999) erfolgen.

1.1.3 Transport durch PD

Grundsatzlich wird zwischen einem ungerichteten (durch Diffusion) und einem gerichteten
Transport durch PD unterschieden (Crawford und Zambryski, 2001). Durch den
spezifischen Aufbau der Plasmodesmata ergeben sich fir den ungerichteten Transport
verschiedene Transportwege durch diese Zell-Zell Verbindungen. Der Transport kleinerer
Molekile, wie etwa Zucker, Aminosauren und lonen, erfolgt tUber Diffusion durch die
Mikrokanale des Cytoplasmaschlauches (Tucker et al.,, 1989). Dies wurde in ersten
Studien insbesondere durch die Verwendung von niedermolekularen Farbstoffen in
verschiedenen Geweben demonstriert (Goodwin, 1983; Tucker et al., 1989; Oparka et al.,
1991; Duckett et al., 1994; Roberts et al., 1997). In einer neueren Studie wurde die
Diffusionsrate durch PD in Wurzeln von Arabidopsis mittels Carboxyfluorescein und FRAP
(fluorescence recovery after photobleaching) untersucht, wobei ein Flux von 3,3-8,5 pms™
ermittelt werden konnte (Rutschow et al., 2011). Aber auch l6sliche Makromolekile, wie
z.B. das green fluorescent protein (GFP), kdnnen Uber PD von einer Zelle zur ndchsten
diffundieren. Die Verwendung von monomeren sowie multimeren Formen ermoglicht
zudem die Analyse des plasmodesmalen SEL in verschiedenen Bedingungen und
Geweben (Kim et al., 2005; Stadler et al., 2005). Entscheidend fir die Passage von
Molekilen durch PD ist vor allem deren hydrodynamischer Radius, der sogenannte
stokes radius, der fur GFP 2,82 nm betragt (Terry et al., 1995). Versuche mit Reporter-
farbstoffen an Trichomen in Nicotiana benthamiana konnten zeigen, dass auch dieser

Transportweg eine gewisse Selektivitat und Direktionalitat nicht ausschlieft, da nach einer
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Injektion in die Trichombasiszelle eine Verteilung des Farbstoffes in die Trichomzellen
erfolgte, nicht jedoch in die darunterliegende Epidermiszelle (Christensen et al., 2009).
Eine weitere mogliche Route fiir den ungerichteten Transport stellt der Desmotubulus dar.
Einerseits kann die Passage durch das Lumen des Desmotubulus erfolgen, was z.B. fir
Carboxyfluorescein und Fluoreszenz-gekoppelte Dextrane in Nicotiana tabacum und
Torenia fournieri gezeigt werden konnte (Cantrill et al., 1999). Andererseits kénnen
Molekile auch Uber die Desmotubulusmembran transportiert werden. Guenoune-Gelbart
et al. (2008) postulierten, dass TMV MP30, ein integrales ER-Membran Protein, einen
Komplex mit viraler RNA (VRNA) bildet und dass dieser Komplex tber passive Diffusion in
der ER-Membran als Folge des vorhandenen Konzentrationsgradienten zwischen
infizierter und nicht infizierter Zelle durch Plasmodesmata gelangt. So Uberrascht es nicht,
dass fluoreszierende Lipide sowie Phospholipidanaloga, die in der ER-Membran
lokalisieren, durch PD diffundieren kdnnen. Im Gegensatz dazu ist eine Diffusion der PM-
lokalisierten Lipide nur innerhalb der Zelle mdglich, nicht jedoch Gber PD hinweg (Grabski
et al., 1993). Dies spricht dafir, dass sich die Zusammensetzung der PD-

Plasmamembran von der auRerhalb liegenden Plasmamembran unterscheidet.

Makromolekiile wie RNA oder Proteine, die das basale SEL lberschreiten, bewegen sich
Uber einen gerichteten Transport durch PD von Zelle zu Zelle (Haywood et al., 2002;
Oparka, 2004; Lucas et al., 2009; Kragler, 2013). Mikroinjektionsstudien lassen vermuten,
dass der gerichtete Transport zwei verschiedene Prozesse beinhaltet (Haywood et al.,
2002). Zuerst werden die zu transportierenden Proteine durch spezifische PD pathway
receptors erkannt und zu den Zell-Zell Kontakten transportiert. Dort folgt die Erkennung
der Proteine durch spezifische docking-Komplexe, welche die PD-Passage durch
strukturelle Modifikationen des Proteins sowie durch Modifikation des plasmodesmalen
SEL steuern (Haywood et al., 2002; Lucas und Lee, 2004; Oparka, 2004; Ruiz-Medrano
et al., 2004; Kragler, 2013). Generell werden Proteine, die Gber PD transportiert werden,
als non cell autonomous proteins (NCAPs) bezeichnet. Bis zum heutigen Zeitpunkt
wurden viele endogene Makromolekiile beschrieben, die auf diese Weise zu ihrem
Wirkungsort gelangen. Dabei handelt es sich hauptséchlich um Transkriptionsfaktoren,
MRNAs und smallRNAs wie microRNAs und siRNAs (small interfering RNA), welche fur
die Koordination von Wachstum und Differenzierung und fur die Reaktion auf aul3ere
Einflisse unabdingbar sind (zusammengefasst in Burch-Smith et al., 2011). Nicht zell-
autonome Transkriptionsfaktoren sind beispielsweise KNOTTED1 (Lucas et al., 1995),
SHOOTMERISTEMLESS und KNOTTED1-like homeobox protein 1 (Kim et al., 2003) aus
der Familie der KNOX Transkriptionsfaktoren, der pflanzenspezifische Transkriptions-

faktor LEAFY (Sessions et al., 2000), SHORTROOT aus der GRAS Familie (Helariutta et
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al., 2000; Nakajima et al., 2001), der MYB-Transkriptionsfaktor CAPRICE (Wada et al.,
2002) sowie die MADS Doménen Transkriptionsfaktoren AGAMOUS (Urbanus et al.,
2010) und GLOBOSA (Perbal et al., 1996). Die strenge Regulation des PD-Transports
zeigt sich daran, dass Transkriptionsfaktoren nur tber eine bis wenige Zellen transportiert
werden (Nakajima et al.,, 2001; Kim et al., 2002; Kim et al., 2003; Burch-Smith et al.,
2011). Der Transport des Homeodomainproteins KNOTTED1 (KN1) durch PD beruht
neben einer VergréRerung der Pore auch auf dessen Entfaltung (Kragler, 2013). Die
korrekte Faltung von KN1 im Anschluss an dessen PD-Passage wird durch einen Typll
Chaperoninkomplex, welcher auch den KN1-Interaktionspartner CCT8 enthélt, vermittelt
(Xu et al.,, 2011). Diese Ergebnisse lassen eine Beteiligung von Chaperonen fir den
selektiven Transport von Makromolekilen vermuten (Haywood et al.,, 2002). In
Ubereinstimmung dazu konnten Aoki et al. (2002) zeigen, dass ein Chaperon der HSP70-
Klasse aus dem Phloemexudat von Cucurbita maxima das SEL von PD erhdhen kann
und durch PD transportiert wird. Ebenso wurde in Tabak das endogene Protein
NtNCAPP1 (Nicotiana tabacum NON-CELL-AUTONOMOUS PATHWAY PROTEIN1)
identifiziert, welches eine ER-Lokalisation aufweist und das PD-Trafficking vieler Phloem-
proteine erméglicht (Lee et al.,, 2003; Taoka et al., 2007). Auch Pflanzenviren werden
durch einen selektiven Transport durch PD transportiert, worauf in Punkt 1.2 noch
genauer eingegangen wird.

Trotz der steigenden Anzahl an identifizierten NCAPs, sind die Mechanismen ihres
Transports durch PD weitestgehend ungeklart. Mutantenanalysen und Domanenshuffling
mit bekannten NCAPs lassen jedoch erahnen, dass die Motive, welche den interzelluléaren
PD-Transport vermitteln, hochdivergent sind (Lucas et al., 1995; Aoki et al., 2002; Kim et
al., 2005; Lough et al., 2006; Thomas et al., 2008; Gallagher und Benfey, 2009; Vatén et
al., 2011; Kragler, 2013).

1.1.4 Regulation des plasmodesmalen SEL

Anfanglich wurden PD als mehr oder weniger statische Poren betrachtet, durch die ein
eher passiver Makromolekdltransport erfolgt. Im Laufe der Jahre wurde jedoch deutlich,
dass PD dynamische Kanéle darstellen und dass der plasmodesmale Transport ein
spezifischer, hochkontrollierter und -regulierter Prozess ist. Die wichtigsten Mechanismen
sollen im Folgenden kurz erlautert werden (zusammengefasst von Sager und Lee, 2014).

Ein Parameter fur die langerfristige, bzw. andauernde Regulation des Zell-zu-Zell
Transportes ist die Veranderung der Plasmodesmata-Frequenz. Zum einen kénnen PD

wie unter Punkt 1.1.2 erwdhnt auch de novo in post-zytokinetischen Zellwanden
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entstehen und zum anderen kann es auch zu einem kompletten Verschluss durch
Ablagerung von Kallose und zum Abbau existierender PD kommen. Beispielweise kommt
es bei der Reifung und Differenzierung von Schliel3zellen zu einer symplastischen
Isolierung, d.h. einem kompletten Verlust der PD, welche diese mit den angrenzenden
Epidermiszellen verbinden (Willmer und Sexton, 1979; Wille und Lucas, 1984). In sich
verlangernden Baumwollfasern ist die voriibergehende Inhibierung der plasmodesmalen
Konnektivitat fur die Aufrechterhaltung des fur die Elongation notwendigen Turgors
unabdingbar (Ruan et al., 2001). Zusatzlich kann das plasmodesmale SEL auch durch
strukturelle Veranderungen existierender PD, insbesondere durch die Integration von
Verzweigungen und mehreren Kanalen, beeinflusst werden (Ehlers und Kollmann, 2001).
So sind verzweigte PD-Strukturen, welche hauptséchlich in ausgereiften Geweben zu
finden sind, durch ein reduziertes SEL gekennzeichnet, wahrend simple PD in Sink-
geweben eine erweitere PD-Pore aufweisen (Oparka et al., 1999; Crawford und
Zambryski, 2000). Ein extremes Beispiel fur die Modifizierung von PD stellt die Bildung
von Siebporen dar. Diese entstehen urspriinglich aus primdren PD durch eine
Hyperakkumulation von Kallose und der darauffolgenden Entfernung des Desmotubulus
mit erneutem Abbau der Kallose (Esau und Thorsch, 1984, 1985).

Im Gegensatz dazu erfordert die Reaktion auf Umwelteinflisse oder physiologische
Bedingungen eine schnelle Regulation des plasmodesmalen Transports. Eine
Schlusselrolle nimmt hierbei die gezielte Ablagerung von Kallose, einem 3-1,3-Glukan, in
der PD neck region ein (Chen und Kim, 2009; Epel, 2009; Hofmann et al., 2010). Durch
die konzertierte Aktion von Kallose-Synthasen und Glukanasen fir die Synthese, bzw. fir
den Abbau, wird die Kalloseablagerung streng reguliert (Dong et al., 2008; Zavaliev et al.,
2010; Rinne et al., 2011). In Arabidopsis gibt es insgesamt zwolf Gene, die fur Glukan
Synthasen (Callose Synthase, CALS) kodieren (Saxena und Brown Jr, 2000; Verma und
Hong, 2001). Speziell fir CALS3, CALS7 und CALS10 konnte eine Wirkung auf den
molekularen Transport Uber PD oder Siebelemente demonstriert werden (Guseman et al.,
2010; Barratt et al., 2011; Vatén et al., 2011; Xie et al., 2011). Der Abbau von Kallose
erfordert die Beteiligung von R3-1,3-Glukanasen (Glykosyl Hydrolasen), von denen im
Arabidopsis-Genom insgesamt etwa 50 vorhanden sind. Doch nur Glukanasen der
Glycosylphosphatidylinositol-verankerten Glykosyl Hydrolase Famile 17 Uben einen
Einfluss auf die Kalloseablagerung an PD aus und sind an Prozessen wie z.B. der
Brechung der Keimruhe oder dem lateralen Wurzelwachstum beteiligt (Levy et al., 2007;
Rinne et al., 2011; Zavaliev et al.,, 2011; Benitez-Alfonso et al., 2013). Zusatzliche
Komplexitat ergibt sich durch die Beeinflussung der Kalloseablagerung durch weitere

Faktoren. Beispielsweise resultiert die Uberexpression der PD-assoziierten Proteine
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PDCB1 und RGP2 in einer Hyperakkumulation von Kallose und einer Reduktion des SEL
(Simpson et al., 2009; Zavaliev et al., 2010). Zudem offenbarten mehrere Studien einen
Zusammenhang zwischen Kallose und der Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS, reactive oxygen species) wie Wasserstoffperoxid und Superoxid. So induzierte
eine Aluminium- oder Cadmium-Exposition die ROS-Produktion und Kalloseablagerung,
was eine reduzierte interzellulare Verbreitung von symplastischen Farbstoffen bewirkte
(Sivaguru et al., 2000; Ueki und Citovsky, 2005; Jones et al., 2006). Ebenso konnte der
Einfluss von ROS durch Mutantenanalysen manifestiert werden. Mutanten, die in der
Synthese des lipophilen Antioxidants Tocopherol betroffen waren, wiesen eine erhdhte
Kalloseablagerung an PD und eine reduzierte PD-Permeabilitat auf (Russin et al., 1996;
Botha et al., 2000; Hofius et al., 2004). Weiterhin brachte ein screening nach Mutanten mit
einer gestorten Phloementladung von freiem GFP unter Kontrolle des Geleitzell-
spezifischen AtSUC2-Promotors (pSUC2:GFP) die Mutante gatl (gfp arrested trafficking
1) zum Vorschein, bei der das plastidare Thioredoxin m3 (TRX-m3), ein ROS-
detoxifizierendes Enzym, mutiert ist (Benitez-Alfonso et al., 2009). Dementsprechend
konnten auch in der Mutante gatl erhéhte ROS-Level und eine Hyperakkumulation von
Kallose detektiert werden (Benitez-Alfonso et al., 2009; Benitez-Alfonso und Jackson,
2009). Die Uberexpression von TRX-m3 im Blattgewebe resultierte tbereinstimmend
dazu in einer erhohten Verteilung von GFP (Benitez-Alfonso et al., 2009). In einem
Mutantenscreening nach Arabidopsis-Embryonen mit einer vermehrten symplastischen
Verteilung des Markers HPTS und somit einem erhéhten SEL, konnten die Gene ISE1
und ISE2 (increased size exclusion limit) identifiziert werden, welche fir eine
mitochondriale DEAD-box RNA Helikase und eine DEVH-box RNA Helikase kodieren
(Kim et al., 2002; Kobayashi et al., 2007; Stonebloom et al.,, 2009; Burch-Smith und
Zambryski, 2010). Eine Mutation dieser Gene fihrte zu einem erhéhten SEL und einer
erhdhten Frequenz an verzweigten PD und twinned PD (Burch-Smith und Zambryski,
2010). Interessanterweise resultierte das Silencing von ISE1 in einer Erh6hung der ROS-
Konzentration (Stonebloom et al., 2009). In diesem Zusammenhang wurde in einer
unabhangigen Studie eine Beteiligung ROS-produzierender Enzyme an Prozessen der
Zellwand-Remodellierung postuliert (Liu et al.,, 2014). Die eben beschriebenen
Mutantenanalysen illustrieren die Divergenz der Ergebnisse bezliglich der Bedeutung der
ROS-Konzentration fur die plasmodesmale Konnektivitdt. Moglicherweise scheint dabei
der Ort der ROS-Produktion, also Mitochondrien versus Chloroplasten, einen unterschied-
lichen Einfluss auszuliben, was die gegensatzlichen Effekte einer erhthten ROS-
Konzentration in isel- und gatl-Mutanten erklaren kdnnte. Die Dosis-abhangige Wirkung

von H,0, wurde in einer neueren Studie von Rutschow et al. (2011) demonstriert, welche
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die Diffusionsrate durch PD in Wurzeln von Arabidopsis mittels Carboxyfluorescein und
FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) ermittelten. Dabei bewirkte eine
zweistlindige Applikation von H,O, in geringen Konzentrationen von 0,6 mM einen
Anstieg der plasmodesmalen Konnektivitat um den Faktor 2, wohingegen eine hohe H,0,-
Konzentration von 6 mM diese fast vollstandig zum Erliegen brachte.

Des Weiteren konnte auch eine Beteiligung von Pflanzenhormonen an der Regulation des
plasmodesmalen SEL gezeigt werden. So bewirkt die Aktivierung des Salicylsaure-
Biosyntheseweges das VerschlieRen der PD durch die Induktion von PDLP5, indem
PDLP5 die Ablagerung von Kallose durch Aktivierung von Kallose-Synthasen Uber einen
bisher unbekannten Mechanismus hervorruft (Lee et al., 2011; Wang et al., 2013; Sager
und Lee, 2014). Weiterhin resultierte bei Arabidopsis-Keimlingen die Applikation von
Salicylsaure in einem verstarkten Auftreten verzweigter PD-Strukturen (Fitzgibbon et al.,
2013). Das Phytohormon Gibberelinsaure (GA) bewirkt den gegenteiligen Effekt und ist an
der Erweiterung der PD-Pore beteiligt. Wie bereits erwéhnt kommt es wahrend der
Dormanz zu einer kompletten Versiegelung der PD durch die Ablagerung von Kallose,
was z.B. im apikalen Sprossmeristem in Birkenpflanzen durch eine inhibierte Ausbreitung
des mikroinjizierten Farbstoffes LYCH visualisiert werden konnte (Rinne et al., 2001). Die
Brechung der Dormanz durch Kaltebehandlung fihrte zu einem Abbau der PD-Kallose,
was mit einer Wiederherstellung der symplastischen Verbreitung des Farbstoffes
einherging (Rinne et al., 2001). Eine spatere Studie konnte zeigen, dass durch die
Kaltebehandlung Gene der GA-Biosynthese induziert werden und dass daraufhin
Gibberelin GA; die 3-1,3-Glukanasen der GH17 Familie induziert (Rinne et al., 2011). Es
wird davon ausgegangen, dass diese Glukanasen wahrend der Dormanz im apikalen
Sprossmeristem in sogenannten lipid bodies, welche mit dem kortikalen ER assoziiert
sind, lokalisieren. Bei der Brechung der Dormanz werden diese lipid bodies zu PD und an
Siebplattenporen transportiert, wo die freigesetzten Glukanasen den Abbau der Kallose
bewirken. Durch einen Anstieg der Temperatur wird schliellich Gibberelin GA, aktiviert,
welches daraufhin weitere R-Glukanasen induziert, was zu einem vollstandigen Abbau der
Kallose an PD in Zellen des apikalen Sprossmeristems fuhrt (Rinne et al., 2001; Rinne et
al., 2011; Sager und Lee, 2014).

Pysiologische Experimente ergaben, dass die PD-Permeabilitat héherer Pflanzen durch
Veranderungen des cytoplasmatischen Calciumgehaltes beeinflusst wird und ein Anstieg
in cytosolischem freiem Calcium zu einem VerschlieBen der PD fuhrt (Tucker, 1990;
Tucker und Boss, 1996; Holdaway-Clarke et al., 2000). Die Annahme einer Calcium-
abhangigen Regulation des plasmodesmalen SEL wird durch die PD-Lokalisation von

Centrin, einem Calcium-regulierten kontraktilen Zytoskelettprotein, sowie Calreticulin,
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einem Calcium-bindenden Protein, unterstiitzt (Baluska et al., 1999; Blackman et al.,
1999; Baluska et al., 2001).

1.1.5 Identifizierung von Plasmodesmata-Proteinen

Wie bereits erwahnt, konnten die ersten PD-Elemente, hauptsachlich Strukturelemente
wie Myosin und Aktin, durch Elektronenmikroskopie ermittelt werden. Diese wurden im
weiteren Verlauf Uber Immunlokalisationsstudien bestétigt und néher charakterisiert
(Olesen, 1979; Badelt et al., 1994; White et al., 1994; Overall und Blackman, 1996;
Blackman und Overall, 1998; Blackman et al., 1999; Reichelt et al., 1999; Faulkner et al.,
2008; Faulkner et al., 2009). Dadurch konnten einige PD-Grundbausteine identifiziert
werden, eine genaue Bestimmung dieser Proteine war jedoch nicht moglich (Faulkner und
Maule, 2011).

Ein Ansatz, der eben dies ermoglichen sollte, war die proteinbiochemische Isolation von
PD-Proteinen aus Zellwandpraparationen aus Mais, Arabidopsis oder der Griinalge Chara
corallina (Epel et al., 1995; Epel et al., 1996; Bayer et al., 2004; Faulkner et al., 2005;
Bayer et al.,, 2006; Levy et al.,, 2007). In ersten Zellwandpraparationen aus Mais
Mesokotyl und Arabidopsis konnten beispielsweise RGP2 (reversibly glycosylated
polypeptide 2) und die 3-1,3-Glukanase AtBG_ppap als PD-Proteine identifiziert werden,
wobei beide Proteine einen Einfluss auf die plasmodesmalen Kalloselevel ausiiben (Sagi
et al., 2005; Levy et al.,, 2007). So induziert die Uberexpression des Arabidopsis-
Homologs AtRGP2 in Nicotiana tabacum die Ablagerung von Kallose an PD, was mit
einer reduzierten Verteilung von Photoassimilaten und einer verminderten TMV-
Verbreitung einhergeht (Zavaliev et al., 2010). Ebenso sind AtBG-ppap knockout-Pflanzen
durch eine verminderte Ausbreitung von GFP gekennzeichnet (Levy et al., 2007). Im
weiteren Verlauf konnte die Anreicherung von PD-Fraktionen durch die Verwendung von
Zellsuspensionssystemen aufgrund der einfacheren Disruption der Zellen optimiert
werden. PD-angereicherte Zellwandfraktionen aus Tabak BY2-Zellen brachten u.a.
NCAPP1 (NON-CELL-AUTONOMOUS PROTEIN PATHWAY 1) (Lee et al.,, 2003),
Hsp70- und Hsp40-Proteine (Aoki et al., 2002) sowie die PD-assoziierte Proteinkinase
PAPK1 (Lee et al., 2005) zum Vorschein. Interessanterweise konnte fur PAPK1 die
Phosphorylierung des TMV MP30 C-Terminus in vitro gezeigt werden (Lee et al., 2005).
Bayer et al. (2006) gelang es, die Kontaminationen in ihren PD-angereicherten
Zellwandfraktionen aus Arabidopsis Suspensionskulturen durch Intensivierung der
Fragmentierung und der Waschschritte drastisch zu minimieren. Durch eine Kombination

aus 2D-Flussigchromatographie und Tandemmassenspektrometrie konnten insgesamt
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792 Protein identifiziert werden, von denen mittels bioinformatischer Analysen 89 Proteine
entweder als klassische Zellwandproteine oder als Zellwand-assoziierte Membranproteine
klassifiziert wurden (Bayer et al., 2006). Im Anschluss wurde deren Lokalisation tber N-,
und C-terminale GFP-Fusionen analysiert. Diese Analysen brachten zwei neue Klassen
an PD-Proteinen zum Vorschein, zum einen PDLP1 (Plasmodesmata-located protein 1;
Thomas et al., 2008) und zum anderen PDCB1 (PD-callose-binding protein 1; Simpson et
al., 2009). PDLP1 gehort zu einer pflanzenspezifischen Proteinfamilie von Typ-1-
Transmembranproteinen. Im Anschluss an ein N-terminales Signalpeptid und zwei
extrazellulare DUF26 Domanen sind sie durch eine einzige Transmembrandoméne und
einen kurzen cytoplasmatischen C-terminalen Schwanz gekennzeichnet, wobei die 21
Aminosauren lange Transmembrandomane das plasmodesmale Targeting vermittelt
(Thomas et al., 2008). Die Uberexpression von PDLP1 fiihrt zu einer beeintrachtigten
Diffusion von freiem GFP, wohingegen bestimmte Doppel-knockouts eine erhdhte
Verteilung des Fluorophors aufweisen (Thomas et al.,, 2008). PDLP1 ist eines der
wenigen Beispiele eines PD-lokalisierten Proteins, welches auch eine Rezeptorfunktion
fir Movementproteine von Tubuli-bildenden Viren ausiibt (Amari et al., 2010). Uber FRET-
FLIM (Forster Resonance Energy Transfer Fluorescence-Lifetime Imaging Microscopy)
konnten Amari et al. (2010) die direkte Interaktion von PDLP1 - und auch den anderen
PDLPs - mit den Movementproteinen der Tubuli-bildenden Viren Grapevine fanleaf virus
und Cauliflower mosaic virus an der Tubuli-Basis zeigen. In Ubereinstimmung hierzu ist
die Ausbildung der Tubuli und dadurch auch die Virusverbreitung in pdipl-pdip2-pdip3
Triplemutanten deutlich reduziert (Amari et al., 2010). PDCB1 gehort ebenfalls zu einer
groReren Proteinfamilie und ist ein GPIl-verankertes Protein, welches eine N-terminale
extrazellulare X8-Domane mit Kallosebindeaktivitdt, sowie einen C-terminalen
unstrukturierten Arm aufweist (Simpson et al., 2009). Es wird postuliert, dass PDCB eine
Ankerfunktion zwischen der extrazellularen Plasmamembran und den Kalloseab-
lagerungen in der Zellwand an PD auslbt, was auch auf eine Beteiligung an der
Regulation des plasmodesmalen SEL schlieen lasst. Dementsprechend resultiert die
Uberexpression von PDCB1 in einer Hyperakkumulation von Kallose und einer
reduzierten Verbreitung von freiem GFP (Simpson et al., 2009). Fernandez-Calvino et al.
(2011) kombinierten schlieBlich die Methoden von Bayer et al. (2006) und Levy et al.
(2007), indem sie die Zellwand von Arabidopsis Suspensionszellkulturen vor der
Préaparation enzymatisch verdauten und anschlieBend sensitivere Detektionssysteme,
genauer nano-liquid chromatography und Orbitrap ion-trap tandem mass spectrometer,
einsetzten. Auf diese Weise konnten insgesamt 1341 Proteine identifiziert werden, wobei

35 % als Kontaminationen und 21 % als Membranproteine definiert wurden. Von 15
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ausgewahlten analysierten Proteinen aus der Gruppe der Membranproteine konnte bisher
fur drei Rezeptor-dhnliche Kinasen, ein Tetraspanin und ein Protein mit unbekannter

Funktion eine Lokalisierung an PD detektiert werden (Fernandez-Calvino et al., 2011).

Neben den soeben beschriebenen vielversprechenden Proteomanalysen gab es auch
noch andere Anséatze zur Identifizierung von plasmodesmalen Komponenten. Die
generelle Bedeutung der Zell-Zell Kontakte stellt eine grof3e Hirde fur die genetische
Identifizierung von PD-Komponenten dar, da davon auszugehen ist, dass das
Ausschalten von Genen, die essentiell fur die Struktur und Funktion von PD sind, letal ist.
So konnten bislang durch vorwérts gerichtete genetische Mutantenscreenings keine
direkten PD-Proteine identifiziert werden. Zwei Ansétze basierten auf einer Mutagenese
von Markerlinien, welche GFP unter Kontrolle des Geleitzellen-spezifischen AtSUC2-
Promotors exprimieren, mit anschliefender Durchmusterung nach einem veranderten
symplastischen Movement von GFP. Wenig et al. (2013) identifizierten die Mutante main-
1 (maintenance of meristems). Das kernlokalisierte Protein MAIN ist Mitglied einer bisher
nicht charakterisierten pflanzenspezifischen Proteinfamilie und scheint ein essenzieller
Faktor fur den Erhalt der Meristeme und der Genomintegritat in meristematischen Zellen
zu sein (Wenig et al.,, 2013). Ein unabhangiges Screening von Benitez-Alfonso et al.
(2009) brachte eine weitere Mutante namens gatl (gfp-arrested trafficking 1) mit
reduzierter Entladung von GFP und Mutation im plastiddren Thioredoxin TRX-m3 zum
Vorschein. Wie bereits unter Punkt 1.1.4 ndher erlautert, war dies jedoch eher die Folge
eines indirekten Effektes durch eine Veranderung des ROS-Levels. Gleiches gilt auch fir
die Mutante isel (increased size exclusion limit 1), welche eine erhthte symplastische
Verteilung des Markers HPTS aufwies und bei der eine mitochondriale DEAD-box RNA
Helikase mutiert war (Kim et al., 2002; Kobayashi et al., 2007; Stonebloom et al., 2009;
Burch-Smith und Zambryski, 2010). Ein Screening nach Regulatoren der Schlief3zellen-
Strukturierung fihrte zur Isolierung der Mutante chorus (chor), die eine erhdhte
makromolekulare Diffusionsrate zwischen Epidermiszellen zeigte (Guseman et al., 2010).
Die durch CHOR kodierte Kallosesynthase GLUCAN SYNTHASE-LIKE 8 (GSLS8) ist an
der Ablagerung von Kallose an der Zellplatte, den Zellwdnden und an PD beteiligt. Dies
l&sst darauf schliel3en, dass eine Drosselung der symplastischen Konnektivitat fur die
Stomata-Entwicklung erforderlich ist. Xu et al. (2011) entwickelten einen Screening-
Ansatz fir KNOTTED1 Trafficking-Mutanten. Hierfir wurde der Myb-Transkriptionsfaktor
GLABROUSYI, der fir die Trichombildung in Epidermiszellen erforderlich ist, an die fir das
Trafficking verantwortliche C-terminale Homeodoméane von KNOTTED1 (KN1°) und an
GFP fusioniert und das Fusionsprotein GFP-GL1-KN1® in der Trichom-defizienten

Mutante gl1 exprimiert. Die Samen der erhaltenen Linie wurden einer EMS-Mutagenese
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unterzogen. Fir die in der Durchmusterung von Keimlingen der MZ2-Generation
identifizierte Untereinheit des Typ Il Chaperoninkomplexes, CCT8, wird eine Beteiligung
an der Neufaltung von KN1 und anderen nicht-zellautonomen Proteinen im Anschluss an
den Transport durch PD postuliert (Xu et al., 2011; Fichtenbauer et al., 2012).

Eine Methode, die bisher nur wenig vielversprechend zu sein scheint, ist die
Durchmusterung von cDNA-Banken. Escobar et al. (2003) fusionierten beispielweise eine
cDNA-Bank aus Nicotiana benthamina an GFP und analysierten die Lokalisierung in
Tabak nach erfolgreicher Expression tber einen TMV-basierten Expressionsvektor. Auf
diese Weise konnte fur zwolf Fusionsproteine eine Lokalisation an PD detektiert werden,
so z.B. fur das Ras-ahnliche Protein Rabl11l (Escobar et al., 2003). Jedoch scheiterte die
Bestétigung dieses Lokalisierungsmusters mit den Volllangen cDNAs (Faulkner und
Maule, 2011).

Eine Ubersicht der Lokalisation der wichtigsten bisher identifizierten PD-Proteine ist in

Abbildung 1 zu erkennen.

1.2 Pflanzenviren

Pflanzenviren gehdren neben Bakterien, Pilzen und Nematoden zu der Gruppe der
Hauptpflanzenpathogene. Sie nehmen jedoch eine Sonderstellung ein, da sie
ausschlieBlich im Symplasten der Pflanze zu finden sind (Schoelz et al., 2011). Eine
erfolgreiche Verbreitung in der Pflanze basiert bei nicht Phloem-begrenzten Viren
zunachst auf einem effizienten Zell-zu-Zell Transport vom Infektionsort zu den
benachbarten Zellen der Epidermis und des Mesophylls innerhalb des lokal infizierten
Blattes. Die systemische Ausbreitung erfolgt schlie3lich mit dem Phloemstrom von
Sourcegeweben zu Sinkgeweben (Leisner und Turgeon, 1993). Der Eintritt in das Phloem
ausgehend vom Mesophyll erfordert jedoch den Transport des Virusgenoms Uber
verschiedene Zelltypen - den Biundelscheidenzellen, Phloemparenchymzellen und
Geleitzellen - hinweg. Diese kdnnen sich in Form, Anzahl und Verteilung der PD deutlich
unterscheiden (Turgeon und Wolf, 2009; Ehlers und van Bel, 2010; Fitzgibbon et al.,
2010). Um ihre Verbreitung in der Pflanze zu gewahrleisten, haben Pflanzenviren ein
hochentwickeltes System etabliert. Zum einen kodieren sie fur spezialisierte
Transportproteine, welche auch als Movementproteine (MP) bezeichnet werden. Diese

besitzen die Fahigkeit, virale RNA/DNA zu binden sowie zu PD modifizieren. Zum
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anderen rekrutieren Pflanzenviren auch endogene Proteine fir ihren inter- und

intrazellularen Transport.

1.2.1 Transportstrategien pflanzlicher Viren

Pflanzenviren sind mit einem Durchmesser der Viruspartikel von 10-200 nm viel zu grof3,
um Uber passiven Transport durch eine unmodifizierte PD-Pore zu gelangen (Scholthof,
2005). Deshalb haben die verschiedenen Virusfamilien fur ihren Transport unterschied-
liche Strategien entwickelt, von denen die wichtigsten im Folgenden kurz erlautert werden
sollen. Generell kann zwischen einem Tubuli-unabhangigen Transport und einem Tubuli-
vermittelten unterschieden werden. Einige Virusfamilien, wie z.B. Tobamoviren mit dem
Tobacco mosaic virus (TMV) als bekanntesten Vertreter, benétigen fir den Tubuli-
unabhangigen Transport nur ein einzelnes hochspezialisiertes MP, welches das
Virusgenom direkt bindet und einen Nukleoproteinkomplex bildet. Durch die Lokalisation
des MP an PD und Modifikation des plasmodesmalen SEL wird schlie3lich der Transport
des Nukleoproteinkomplexes in die Nachbarzellen ermdglicht (Ghoshroy et al., 1997;
Lazarowitz und Beachy, 1999). Die stabile Expression des TMV MP30 resultierte
dementsprechend in einer Erhéhung des SEL wvon 1 kDa auf 10 kDa in
Tabakmesophylizellen (Wolf et al., 1989). Alternativ dazu kodieren einige Virusfamilien,
wie z.B. Carmoviren oder Hordeiviren, flr zwei, bzw. drei Movementproteine, welche
demzufolge als double gene block oder triple gene block bezeichnet werden, und
unterschiedliche Aufgaben erfiillen. Das TGBp1l Protein von Hordeiviren ist beispielsweise
an der Bildung des Nukleoproteinkomplexes beteiligt. Dieser assoziiert an die integralen
Membranproteine TGBp2 und TGBp3 und gelangt Uber TGBp3-vermitteltes Targeting an
PD. Dort bewirken TGBp2 und TGBp3 vermutlich durch die Interaktion mit PD-
Rezeptorproteinen eine VergroRerung der Pore mit anschlieBendem Transport des
TGBpl-vRNA Komplexes durch die Pore (McGeachy und Barker, 2000; Morozov und
Solovyev, 2003; Lim et al., 2008; Jackson et al., 2009; Niehl und Heinlein, 2011). Der Zell-
zu-Zell Transport anderer Virusfamilien erfordert zusétzlich zu einem oder mehreren MP
noch die Beteiligung weiterer Proteine. Potexviren wie der Potato virus X benétigen
zusatzlich zum TGB noch das Capsidprotein (CP) fur ihre Verbreitung (Chapman et al.,
1992; Verchot-Lubicz, 2005). Ebenso ist die Ausbreitung von Bromoviren wie dem Brome
mosaic virus und dem Cucumber mosaic virus CP-abhangig (Takeda et al., 2004; Sasaki
et al., 2005). Closteroviren, wie z.B. der Beet yellows virus (BYV), bendtigen sogar
mehrere Proteine fur ihren interzellularen Transport, darunter auch ein HSP70-Homolog

(Karasev et al., 1992; Medina et al., 1999; Peremyslov et al., 1999; Alzhanova et al.,
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2001; Dolja et al., 2006). Ein Extrembeispiel stellen Potyviren dar, die kein spezielles
Movementprotein aufweisen und deren Transport auf einem Zusammenspiel von
mindestens vier multifunktionalen Proteinen basiert (Revers et al., 1999; Wen und
Hajimorad, 2010; Vijayapalani et al., 2012). Geminiviren setzen zudem ein nuclear shuttle
protein ein, welches das ssDNA-Genom zum Zwecke der Replikation in den Kern
transportiert. Im Anschluss werden DNA-NSP Komplexe in das Cytoplasma transportiert,
wo sie mit dem MP interagieren und zu PD transportiert werden (Niehl und Heinlein, 2011;
Fondong, 2013; Hanley-Bowdoin et al., 2013).

Im Gegensatz zu den eher gemaRigten Veranderungen der PD-Struktur bei den eben
beschriebenen Transportvarianten, ist der Tubuli-vermittelte Transport durch eine
drastische strukturelle Modifikation der PD-Pore gekennzeichnet. So kommt es zu einer
MP-induzierten Ausbildung tubulérer Strukturen Uber die komplette Pore hinweg, was mit
einer Deletion des Desmotubulus einhergeht. Diese Tubuli ermdglichen eine Virus-
verbeitung in Form von Virionen mit einem Durchmesser von bis zu 50 nm (Schoelz et al.,
2011). Diese Transportform ist bei RNA-Viren wie auch bei DNA-Viren zu finden (Perbal
et al., 1993; Storms et al., 1995; Pouwels et al., 2004; Sanchez-Navarro et al., 2010).

1.2.2 Interaktion mit Wirtsfaktoren

Sowohl der intrazellulare Transport von MP und MP-RNA Komplexen zu den PD als auch
der interzellulare Transport derselben durch die Pore erfordert eine Interaktion mit
Wirtsfaktoren. In diesem Zusammenhang konnten eine Vielzahl verschiedenster
Interaktionen durch diverse Methoden gezeigt werden (zusammengefasst von Niehl und
Heinlein, 2011). Pflanzenviren machen sich haufig Elemente des Zytoskeletts fir ihre
Verbreitung zunutze. So belegen zahlreiche Studien die Bedeutung von Aktin (McLean et
al., 1995; Prokhnevsky et al., 2005; Wright et al., 2007; Harries et al., 2009; Harries et al.,
2009; Genoves et al., 2010; Su et al., 2010; Feng et al., 2013) und Mikrotubuli (Heinlein et
al., 1995; McLean et al., 1995; Boyko et al., 2000; Boyko et al., 2000; Boyko et al., 2000;
Boyko et al., 2002; Ashby et al., 2006; Ferralli et al., 2006; Seemanpillai et al., 2006;
Boyko et al., 2007; Sambade et al., 2008; Ouko et al., 2010) sowie deren Motorproteinen
Myosin (Prokhnevsky et al., 2005; Avisar et al., 2008; Harries et al., 2009; Amari et al.,
2011; Yuan et al., 2011; Agbeci et al., 2013) und Kinesin/Dynein (von Bargen et al., 2001;
Paape et al., 2006) fur die Virusverbreitung. Ebenso scheinen Interaktionen mit der
Transportmaschinerie des Vesikeltraffickings (Huang et al., 2001; Laporte et al., 2003;
Kaido et al.,, 2007; Lewis und Lazarowitz, 2010; Kramer et al., 2011; Carluccio et al.,

2014) sowie dem Chaperonsystem (Soellick et al., 2000; von Bargen et al., 2001; Hofius
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et al., 2007; Lu et al., 2009; Shimizu et al., 2009; Krenz et al., 2010; Fichtenbauer et al.,
2012; Krenz et al., 2012; Mathioudakis et al., 2012; Du et al., 2013; Gorovits et al., 2013)
eine zentrale Rolle fir den Transport zu spielen. Die Wechselwirkung mit Kinasen kann
fur das trafficking viraler Movementproteine notwendig sein, da deren volle
Funktionsfahigkeit haufig auf einer, bzw. mehreren Phosphorylierungen basiert (Lee et al.,
2005; Lee, 2008). Kurzlich konnte die Interaktion zwischen dem Raft-Protein Remorin und
TGB1, dem PVX Movementprotein, gezeigt werden, was die generelle Bedeutung der
Lipidzusammensetzung der PD-Pore unterstreicht (Raffaele et al., 2009; Perraki et al.,
2014).

Eine Sonderstellung unter allen bekannten Interaktionen zwischen viralen Proteinen und
Wirtsfaktoren nehmen jedoch die Mitglieder der PDLP1-Familie ein, da diese bisher die
einzigen PD-lokalisierten Proteine darstellen, die als Rezeptoren fur Tubuli-bildende virale
Movementproteine fungieren (Thomas et al., 2008; Amari et al., 2010). Amari et al. (2010)
demonstrierten die Interaktion von PDLP1 - und auch den anderen Mitgliedern der PDLP-
Familie - mit den Movementproteinen des Grapevine fanleaf virus sowie des Cauliflower
mosaic virus und die Bedeutung dieser Interaktion fur die Ausbildung der tubularen

Strukturen.

1.2.3 MP17 — das Movementprotein des Potato leafroll virus

Fir die Analyse der inter- und intrazellularen Transportmaschinerie wurde in dieser Arbeit
das 17 kDa groRe Movementprotein (MP17) des Potato leafroll virus (PLRV; Familie
Luteoviridae, Genus Polerovirus) verwendet. PLRV verfiigt Gber ein 5,8 kb grof3es
einzelstrangiges (+) RNA Genom, welches fir acht offene Leserahmen kodiert (Taliansky
et al., 2003). MP17 wird von ORF4 exprimiert und erflillt die drei Schlisselqualifikationen
viraler MP. Uber Immunogold-Experimente und GFP-Fusionen in Tabak konnte gezeigt
werden, dass MP17 in Sourceblattern an verzweigte Plasmodesmata lokalisiert und zu
einer Erhéhung des SEL der PD zwischen Tabakmesophyllzellen fiihrt (Hofius et al.,
2001). Weiterhin wurde bestatigt, dass MP17 in der Lage ist, seine eigene virale RNA zu
binden (Tacke et al., 1991). In Arabidopsis thaliana fuhrt die konstitutive Expression von
MP17 oder MP17 mit C-terminaler GFP-Fusion (MP17:GFP) unter der Kontrolle des
CaMV-Promotors in der Arabidopsis-Linie mit der starksten Expression (Col-16) zu einem
Kohlenhydratexportblock, der sich phanotypisch durch eine Wuchsretardierung und der
Ausbildung von chlorotischen Sourceblattern &uf3ert (Kronberg et al., 2007). MP17
lokalisiert ausschlie3lich an verzweigte PD-Strukturen (Abbildung 2), welche tberwiegend

in Sourcegeweben zu finden sind (Hofius et al., 2007; Kronberg et al., 2007; Vogel et al.,
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2007). Im Unterschied dazu bindet das Movementprotein des Tobacco mosaic virus
(MP30) auch an simple PD-Strukturen, die aus einer einzigen, unverzweigten Pore
bestehen und in noch unentwickelten Sinkgeweben dominieren (Burch-Smith et al., 2011).
Aufgrund der fehlenden Bindung von MP17 an diese PD-Typen, erfolgt in Sinkgeweben
der Abbau von MP17 Uber das 26S-Proteasom. Wahrend der Seneszenz kommt es zu
einer allmahlichen Verringerung der plasmodesmalen Assoziation von MP17, was
wahrscheinlich auf strukturelle Veranderungen der PD in diesem Entwicklungsstadium
zurlckzufuhren ist (Kronberg et al., 2007). Durch die Verwendung von chemischen
Inhibitoren konnte in Vorarbeiten gezeigt werden, dass der Transport von MP17 zu PD die
Beteiligung von Aktinfilamenten sowie dem ER-Golgi-Transportsystem erfordert (Vogel et
al., 2007).

(A) Sink Source Seneszenz

- (] -
DO

(B)

Abbildung 2: Zusammenhang zwischen Plasmodesmatastruktur und der PD-Lokalisation von
MP17. (A) Die obere Reihe zeigt eine schematische Darstellung der Plasmodesmatastruktur in den
verschiedenen Entwicklungsstadien, wobei Zellwande rot und Desmotubulusstrukturen grau dargestellt
sind. In Sinkgeweben sind Uberwiegend simple PD in Form einer einfachen Pore zu finden. Mit
zunehmendem Blattalter erfolgt ein Shift zu verzweigten PD-Strukturen. Wéahrend der Seneszenz erfolgen
vermutlich weitere strukturelle Veradnderungen. (B) Repréasentative KLSM-Aufnahmen der MP17-
Lokalisation an PD fir die drei Entwicklungsstadien in der Arabidopsis-Linie Col-16. MP17:GFP
Fluoreszenz ist griin dargestellt, die Zellwande wurden durch Propidiumiodid rot gefarbt; GréRenstandard
entspricht 20 um (Sink), 17 um (Source) und 24 um (Seneszenz).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Der pflanzliche Makromolekiltransport ist ein komplexer Prozess. Die beteiligten
Komponenten und Mechanismen sind jedoch auch nach jahrelanger Forschung noch
weitestgehend ungeklart. Pflanzenviren haben sich dieses Transportsystem der Pflanzen
fur ihre Verbreitung von Zelle zu Zelle zunutze gemacht, indem sie endogene
Wirtsfaktoren fur den Transport viraler RNA verwenden und modifizieren. Die Lokalisation
viraler Movementproteine an PD macht diese zu besonders geeigneten Werkzeugen, um
bislang unbekannte Plasmodesmataproteine, fir die Virusverbreitung erforderliche
Interaktionen mit Wirtsfaktoren sowie Mechanismen des pflanzlichen

Makromolektltransportes zu entschlisseln.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die molekulare Analyse der plasmodesmalen Assoziation

des viralen Movementproteins MP17 des PLRV durch verschiedene Ansétze erfolgen.

1) Ein Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit dem plasmodesmalen Targeting von
MP17. Zunéachst sollte durch die Herstellung von N-, und C-terminalen MP17
Deletionsmutanten die verantwortliche Domane fur die Lokalisation von MP17 an
Plasmodesmata identifiziert und im Anschluss deren Struktur bestimmt werden.
Uber besondere Merkmale, wie etwa Ansammilungen von Ladungen oder
hydrophobe Bereiche, und Interaktionsstudien kodnnten somit maoglicherweise
weitere PD-Komponenten identifiziert werden. Bisherige Analysen konnten fur
MP17 zudem eine Phosphorylierung in planta an vier Serinresten nachweisen. Aus
diesem Grund sollte anhand einer gerichteten Mutagenese Uberprift werden, ob
die Phosphorylierung von Serin-/Threoninresten auch fir die Lokalisation und
Funktion von MP17 von Bedeutung ist. Weiterhin sollte die Rolle der Lysinreste fir

den Abbau von MP17 in Sinkgeweben ermittelt werden.

2) Der Hauptaugenmerk der Arbeit lag allerdings auf der Identifizierung von
Plasmodesmatakomponenten und Wirtsfaktoren, die das Targeting von MP17 an
PD beeinflussen. Das Ziel bestand darin, zum einen sogenannte change of
function Mutanten, d.h. Mutanten mit veranderten plasmodesmalen Bindungs- und
Transporteigenschaften, zu identifizieren, sowie zum anderen putative MP17-
Rezeptoren, bzw. PD-assoziierte MP17-Bindungspartner zu isolieren. In diesem
Zusammenhang erfolgte eine Durchmusterung von EMS-mutagenisierten Samen
der Arabidopsis-Linie Col16, welche MP17:GFP konstitutiv unter der Kontrolle des

35S-Promotors exprimiert, nach
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0

(I

Sourcemutanten, die sich durch eine Reduktion, beziehungsweise einen
kompletten Verlust, der MP17.:GFP Fluoreszenz in Sourceblattern

auszeichnen

Seneszenzmutanten, die eine unverandert starke plasmodesmale

Assoziation von MP17:GFP in seneszierenden Blattern aufweisen.
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2 Ergebnisse

2.1 Identifizierung der fur die PD-Lokalisation von MP17 verantwortlichen

Aminosaure-Motive

2.1.1 Generierung und Analyse von MP17-Deletionsmutanten

Bisherige Studien konnten zeigen, dass fur Proteininteraktionen vor allem nicht-globulare,
unstrukturierte Bereiche innerhalb eines Proteins von Bedeutung sind, die sich haufig
durch das Vorhandensein kurzer, linearer Peptidmotive, wie etwa der SH3-Bindestelle,
auszeichnen (Linding et al., 2003). Zur Identifizierung von linearen Motiven, d.h. putativen
Signalsequenzen, die fur die PD-Lokalisation von MP17 verantwortlich sein kdnnten,
wurde fuar MP17 mit Hilfe der Internetplattform GlobPlot 2.3 (http://globplot.embl.de/
cgiDict.py) eine Vorhersage fur die Anordnung von globularen Domanen und
unstrukturierten Bereichen erstellt. Wie in Abbildung 3 ersichtlich, weist der Hauptteil des
Proteins eine globulare Domanenstruktur auf, wohingegen die insgesamt drei
identifizierten unstrukturierten Bereiche, im Folgenden als DDI, DDII und DDIII bezeichnet

(DD = disordered domain), vor allem am N- und C-Terminus zu finden sind.

S71 S79 s137  s140  Konstrukt Lokalisierung
8 oo I oo | BN E— T P17 PD
[N I | VP17A1-18 PD
(I . | MP17A110-156 Nukleus/CS

I | VP17A1-109 Nukleus/CS
C I | VP17A1-99 Chloroplast
L 1T | vP17A1-89 Chloroplast
[ 1T | VP17A1-79 Chloroplast
| BN | VP17A1-66  Nukleus/CS
[ I | VIP17A1-53 Nukleus/CS
| B | VP17A1-40  Nukleus/CS
(I I | vP17A1-27 PD

[ globular WM unstrukturiert T putative Dimerisierungsdomane 3 Nukleinsaurebindedomane

Abbildung 3: Generierung von MP17-Deletionsvarianten. Schematische Ubersicht der MP17
Proteinstruktur in Anlehnung an ,GlobPlot‘, wobei vorhergesagte globuldare Doménen in grau und
unstrukturierte Bereiche (disordered domains, DD) in schwarz dargestellt sind. Die Position der drei
unstrukturierten Bereiche, DDI (AS 5-18), DDII (AS 30-37) und DDIIl (AS 110-143), sowie der vier
phosphorylierten Serinreste, der putativen Homodimerisierungsdoméane (HD, AS 38-54) und der
Nukleinsaure-Bindedoméane (NBD, AS 57-156) sind im unmutierten MP17 ersichtlich. Die intrazellulare
Lokalisation der jeweiligen C-terminalen GFP-Fusion ist rechts neben den Konstrukten aufgelistet.
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Darauf basierend wurden zunéchst zwei MP17-Deletionsmutanten erzeugt, bei denen
durch entsprechende Primerwahl zum einem 18 Aminosauren am N-Terminus (MP17A1-
18) und zum anderen 57 Aminosauren am C-Terminus (MP17A110-156) deletiert wurden,
was den vorhergesagten unstrukturierten Bereichen DDI und DDIII entsprach (siehe
Abbildung 3). Wahrend MP17A1-18 weiterhin an PD lokalisierte, flihrte die Deletion der C-
terminalen 57 Aminoséauren zu einer Akkumulation des Fusionsproteins im Cytoplasma
und im Zellkern (Abbildung 4B und C).

(A) MP17 @®) MP17481-18 - K & MP1(7A5‘0-156~ (D) MP17AL-109
- i J ’ ,'/

(E) MP17A1-99 (F) MP17A1-79

().MP17A1-89 (J) Chlorophyll (K), Uberlagerung

Abbildung 4: Intrazellulare Lokalisierung der MP17-Deletionsvarianten. Konfokale Aufnahmen der C-
terminalen GFP-Fusionen der MP17-Deletionsvarianten nach transienter Expression in N. benthamiana; (A-H)
Uberlagerung der MP17:GFP Fluoreszenz (griin) mit Propidiumiodid gefarbten Zellwanden (rot) in
Epidermiszellen. (I-K) Einzelaufnahmen der MP17:GFP Fluoreszenz der Deletionsvariante MP17A1-89 (1) und
der Chlorophyllautofluoreszenz (J, blau) sowie Uberlagerung der beiden Kanale (K) in Mesophylizellen.
GroRenstandard reprasentiert 20 pm

Um zu untersuchen, ob dieser Bereich alleine fur die Lokalisation an PD ausreicht, wurde
nur der C-Terminus (MP17A1-109) an GFP fusioniert. Jedoch lokalisierte auch diese
GFP-Fusion im Cytoplasma und im Zellkern (Abbildung 4D). Nachdem dies auch durch
einen Verlust der Tertiarstruktur aufgrund der Deletion des Hauptteils des MP oder durch
das Vorhandensein von Signalsequenzen innerhalb der vorhergesagten globularen
Domane verursacht werden konnte, wurden im weiteren Verlauf drei weitere Konstrukte

erzeugt, bei denen der MP17 C-Terminus um jeweils 10, 20 oder 30 Aminoséuren aus
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dem vorhergesagten globularen Bereich verlangert wurde (MP17A1-99, MP17A1-89 und
MP17A1-79; siehe Abbildung 3). Uberraschenderweise fiihrten alle drei Extensionen zu
einer Chloroplasten-Lokalisation des jeweiligen Fusionsproteins (Abbildung 4E, F, I-K).
Dieses Ergebnis konnte mit Hilfe des Internettools ,ChloroP* (http://www.cbs.dtu.dk/
services/ChloroP/) bestétigt werden, welches das Vorhandensein eines Chloroplasten-
Transitpeptides in den N-Termini dieser MP17-Deletionsvarianten mit einem Score von
0,543 fur MP17A1-99, von 0,545 fur MP17A1-89 sowie von 0,522 fir MP17A1-79
vorhersagte. Die nachsten drei Verlangerungen fiihrten wiederum zu einer erneuten
Akkumulation der Fusionsproteine im Cytoplasma und im Zellkern (Abbildung 4G,
MP17A1-66, MP17A1-53 und MP17A1-40). Eine Wiederherstellung der plasmodesmalen
Lokalisation trat erst fur die Deletionsvariante MP17A1-27 (Abbildung 4H) auf, welche den
zweiten vorhergesagten unstrukturierten Bereich, DDII, beinhaltete. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die PD-Lokalisation von MP17 vermutlich nicht auf eine einzige

kurze Signalsequenz zurtickzufiihren ist.

2.1.2 Analyse der Bedeutung der identifizierten Phosphorylierungsstellen

Weitere Studien ergaben, dass posttranslationale Modifizierungen, wie etwa
Phosphorylierungen, die Plasmodesmata-Lokalisation von viralen MP und somit die
Virusverbereitung beeinflussen kénnen (Citovsky et al., 1993; Matsushita et al., 2000;
Waigmann et al., 2000; Matsushita et al., 2002; Karger et al., 2003; Mddena et al., 2008).
In Vorarbeiten konnten Uber LC-ESI-MS/MS Analysen bereits vier phosphorylierte
Serinreste - S71, S79, S137 und S140 - innerhalb der MP17 Proteinsequenz identifiziert
werden (Vogel, 2009; Link et al., 2011). S71 und S79 liegen in der globuléaren Doméane in
der Mitte des Proteins, wohingegen S137 und S140 im unstrukturierten Bereich am C-
Terminus lokalisieren. Um die Bedeutung dieser Phosphorylierungen fir die PD-
Lokalisation von MP17 zu ermitteln, erfolgte ein sogenannter Alanin-Scan der
identifizierten Serinreste. Hierbei wurden die beiden Serinpaare einschlie3lich aller
angrenzenden Serine und Threonine, die putative Ersatz-Phosphorylierungsstellen
darstellen, gegen Alanin ausgetauscht (Schema siehe Abbildung 5). Die Lokalisierung der
MP17-Phosphorylierungsmutanten wurde anschlieBend mittels Konfokaler Laserscanning
Mikroskopie (KLSM) Uberprift. Die Alaninsubstitution von S137 und S140 am C-Terminus
(MP17A136-143) hatte keinen Einfluss auf das plasmodesmale Targeting von MP17
(Abbildung 5). Im Gegensatz dazu flhrte der Austausch von S71 und S79 gegen Alanin
(MP17A69-81) zu einem vollstandigen Verlust der plasmodesmalen Lokalisation und

stattdessen zu mobilen Aggregaten im Cytoplasma. Dies konnte ebenso fur die Doppel-
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Alanin-Mutante (MP17Aall), bei der beide Serinpaare durch Alanin ersetzt wurden,

beobachtet werden.
(A) 69 81 136 143
(I .
MP17 TTSWATPKEVSPS MP17 SSPTSTSS

MP17A69-81 AAAWAAPKEVAPA  MP17A136-143 AAPAAAAA
MP17D71 AADWAAPKEVAPA
MP17D79 AAAWAAPKEVDPA
MP17D7179 AADWAAPKEVDPA

MP17Aall AAAWAAPKEVAPA MP17Aall AAPAAAAA

(C) MP17A136-143_|(D) © MP17Aall

(E)  MP17D71

Abbildung 5: Einfluss der Serin-Phosphorylierungen auf das PD-Targeting von
MP17. (A) Art und Position der eingeflihrten Aminosaureaustausche in den MP17-
Phosphorylierungsmutanten innerhalb des MP17-Wildtypproteins; (B-G) Konfokale
Aufnahmen der jeweiligen MP17-Phosphorylierungsmutante nach transienter
Expression in N. benthamiana; gezeigt sind Uberlagerungen der MP17:GFP
Fluoreszenz (griin) mit Propidiumiodid gefarbten Zellwanden (rot) in Epidermiszellen.
GroRenstandard entspricht 20 pm;

Andere Phosphorylierungsstudien konnten zeigen, dass eine Serin-Phosphorylierung
durch das Einfligen eines Asparaginsaurerestes und somit einer negativen Ladung imitiert
werden kann (Waigmann et al., 2000). Diese Eigenschaft wurde fir eine unabhangige
Bestéatigung der identifizierten Phosphorylierungsstellen und deren Bedeutung fir die
Lokalisation verwendet. Basierend auf den MP17-Mutanten MP17A69-81 sowie MP17Aall
wurden S71 (MP17D71), S79 (MP17D79) oder beide gleichzeitig (MP17D7179) durch

Asparaginsaure (D) ersetzt. Sowohl durch die Asparaginsauresubstitution MP17D71 als
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auch durch MP17D79 wurde die plasmodesmale Lokalisation von MP17 wiederhergestellt
(Abbildung 5). Dementsprechend lokalisierte auch MP17D7179 an PD.

(A)

Abbildung 6: Asparaginsauresubstitution
von S71 kompensiert nicht den Verlust
des C-Terminus. Konfokale Aufnahmen der
C-terminalen GFP-Fusion von (A) MP17 und
(B) MP17A110-156D71 nach transienter
Expression in N. benthamiana; gezeigt sind
Uberlagerungen der MP17:GFP Fluoreszenz
(griin) mit Propidiumiodid geféarbten
Zellwanden  (rot) in  Epidermiszellen
GroRenstandard entspricht 20 pm;

MP17 (B)MP174110-156D71

Somit konnte gezeigt werden, dass die durch Phosphorylierung generierte negative
Ladung von S71 oder S79 in der globularen Doméane fur die PD-Lokalisation von MP17
essentiell ist. In diesem Zusammenhang erdéffnete sich die Option, dass die um den C-
Terminus verklrzte MP17-Variante MP17A110-156 aufgrund einer Fehlfaltung nicht mehr
als Substrat von der entsprechenden Kinase erkannt werden kann und infolgedessen
wegen der fehlenden negativen Ladung mislokalisiert und nicht aufgrund einer generellen
Bedeutung des C-Terminus. Um dies zu Uberprifen, wurde in dieser Deletionsvariante
(MP17A110-156D71),
unveranderten Lokalisation im Cytoplasma und im Zellkern fiihrte (Abbildung 6).

S71 durch Asparaginsaure ersetzt was jedoch zu einer

barley yellow dwarf virus MAMVRADADRESLG---EGLLSERSQWLWSLPTAQPGAED-AEDQLVLGE 46
cereal yellow dwarf virus MAMVRADADRESLG---EGLLSERSQWLWSLPTAQPGAED-AEDQLVLGE 46
beet chlorosis virus ---MEEDDHAGKHD----- ALGALSQWLWSKPLGQHNADLDDDEEVITGQ 42
beet western yellows virus ---MEEDDHAGKHD----- ALSALSQWLWSKPLGQHNADLDDDEEVITGQ 42
beet mild yellowing virus ---MEEDDHVGKRD----- ALSALSQWLWSKPLGQHNADLDDDEEAITGQ 42
cotton leaf roll dwarf virus ---MEEDDHVG-AT----- GVGKISQWLWSKPLGTHNAEDDEDEEVVIGQ 41
soybean dwarf virus MSQYNDDALVGQQD----- ALHEFSSWLFQRPPADHNAEDDNDDEGEVIE 45
sweet potato leaf speckling virus MALVNAHEEGETRG----- ALQEVSQWLWSQPLGTPGADD-VEDEVVEQL 44
potato Teaf roll virus MSMVVYNNQGGEEGNPFAGALTEFSQWLWSRPLGNPGAED-VEEEAIAAQ 49
barley yellow dwarf virus EELQDSEEQAVGRHLFSQRTHSLATPLEVSPSGRLYQTIRHSRMEYSRPT 96
cereal yellow dwarf virus EELQDSEEGAVARHLFSQRTHSRATPLEVSPSGRLYQTIRHSRMEYSRPT 96
beet chlorosis virus EELFLPEEQAQARHLFSRKTISREVPAEQSRSGRVYQTAQHSLMEYSRPT 92
beet western yellows virus EELFLPEEQAQARHLFSRKTISREVPVEQSRSGRVYQTAQHSLMEYSRPT 92
beet mild yellowing virus EELFLPEEQVRARHLFSQKTISREVPADQSRSGRVYQTARHSLMECSRPT 92
cotton Teaf roll dwarf virus EDAFLEDQELQARHLFSQKTVSREVPQDQSRSGRLYQIARHSAMECSRPT 91
soybean dwarf virus EEAIFPEDQARLTHSCFQRTASMVVPREVSLSGRLYQNASHSLMEYSRPT 95
sweet potato Teaf speckling virus  DELHFPEDEAYAKLSYSQRTTSRAVPQEVSPSGRLFQSASLSKVEYSRPS 94
potato Teaf roll virus EELEFPEDEAQARHSCLQRTTSWATPKEVSPSGRVYQTVRHSRMEYSRPT 99
barley yellow dwarf virus MNIRSQIVSYSSSARPLPQQPVPSLMSWTPIAKHLHLGQQSTSSRSPKLY 146
cereal yellow dwarf virus MSIRSQVVSYSSSARPLPQQPVPSLMNWTPIAKSLRSHQPTISSQSPKLYV 146
beet chlorosis virus MSIKSRWSFWSSSPKPLPKTPVPSLTSWTHTVDSTPFPRPSISSGSQSPG 142
beet western yellows virus MSIKSRWSFWSSSPKPLPKTPVPSLTSWTHTVGSTPFPQPSISSGSQSPG 142
beet mild yellowing virus MSIKSQWSFWSSSPKPLPKIPVPSLTSWTHTVNSVPFHQLSTSSGLQSPG 142
cotton leaf roll dwarf virus MNIRSQWSYWSSSPRPLQHPPVPSLTKWIHTVNCQPYPPRLTNSESPRTG 141
soybean dwarf virus MNIRSRVSYYSSSPRPLPPRQAPSLMSLTHTASTPKFNRYSINSVSQRAV 145
sweet potato leaf speckling virus MSIRSQTSYFSSSARPLQRPAVLSLMNWTPIVKYHPSPPPSTSSQLRKAV 144
potato Teaf roll virus MSIRSQASYFSSSARPLPPPPAPSLMSWTPIAKYHPSSPTSTSSKLRRAA 149
barley yellow dwarf virus RAASQRR-—— === === —m—mm oo 153
cereal yellow dwarf virus RGASQRR-==== == === m—m oo 153

beet chlorosis virus GGRLQRLTSTGRIGTTLPRTNSGSSTKAMVLHR-----====-= 175

beet western yellows virus GGRLQRLTSTGRIGTTLPRTNSGSSTKAMVLHR-----====-~ 175

beet mild yellowing virus GGHLQRLTSTGRTGTTLPRTNSGSSTKAMVLHR----------- 175
cotton leaf roll dwarf virus GSNLRRLSSMDRNGMTPPRTSSESYIKAMVPRR------—---- 174

soybean dwarf virus
sweet potato Teaf speckling virus
potato leaf roll virus

Abbildung 7: Sequenzanalyse verschiedener luteoviraler Movementproteine. Die im PLRV

PKLIKRG= === == === = === = = e

MP17 identifizierten Phosphorylierungsstellen sind in gelb hervorgehoben.
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Eine Sequenzanalyse von MP17 und acht weiteren luteoviralen Movementproteinen
brachte zum Vorschein, dass S71 und S79 hochkonserviert sind, wahrend S137 nur im
PLRV MP17 und S140 nur in einigen MP vorliegt (Abbildung 7).

2.1.3. Einfluss der Lysinreste auf den Abbau von MP17 in Sinkgeweben

MP17 bindet nur an verzweigte Plasmodesmata in Sourcegeweben, nicht aber an die
strukturell unterschiedlichen einfachen Plasmodesmata in Sinkgeweben, wo es durch das
26S-Proteasom abgebaut wird. In seneszenten Blattern kommt es zu einem allméhlichen
Verlust der plasmodesmalen Lokalisation von MP17, vermutlich aufgrund struktureller
Veranderungen der Plasmodesmata im Verlauf der Seneszenz. In der MP17-Sequenz

finden sich funf Lysinreste (K), die ubiquitinyliert werden kénnten (siehe Abbildung 8).

1 10 20 30 40 50 &0 70 80 a0
MEMVVYNNQGGEEGNPFAGALTEFS OWLWSRPLGNPGAEDVEEEAIAAQEELEFPEDEAQARHSCLORT TS WATPIMEVS PSGRVYQTIVRHERME
-

100 1o 120 130 140 150 157
YSRPTMSIRSQASYFSSSARPLPPPPAPSLMSWTPIAMYHPSSPTS TS SELRRAADEL IR G
- - 3 -

Abbildung 8: Aminosauresequenz von MP17; Die insgesamt funf Lysinreste (K) sind in tdrkis
hervorgehoben.

Um die Bedeutung der verschiedenen Lysine flir die Proteinstabilitdt und den Abbau
durch das 26S-Proteasom zu untersuchen, wurden K76 alleine (K1) sowie K132, K144,
K151 und K154 zusammen (K2) gegen Arginin ausgetauscht und in den Endvektor
pK7FWG2 eingebracht, wodurch eine C-terminale GFP-Fusion der Lysinmutanten erzeugt
wurde. Nach Agrobakterien-vermittelter transienter Expression in Nicotiana benthamiana
wurde die Lokalisierung der Lysinmutanten tber KLSM untersucht (Abbildung 9). Hierbei
konnte beobachtet werden, dass K1:GFP in Sinkblattern und jungen Pflanzen im Zellkern
und in cytoplasmatischen Aggregaten lokalisiert. Die Lokalisation an PD in Sourceblattern
wurde dagegen nicht beeinflusst. Das gleiche Fluoreszenzmuster zeigte sich auch fir
K2:GFP. Im Gegensatz dazu konnten nach transienter Expression von MP17:GFP in
Sinkblattern und jungen Pflanzen nur wenige kleine Aggregate detektiert werden. Dies
legt die Vermutung nahe, dass durch den Aminosaureaustausch Lysin gegen Arginin der
Abbau von MP17 deutlich beeintrachtigt wird.
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Source Junge Pflanze

K2:GFP

MP17:GFP

Abbildung 9: Lokalisation von K1:GFP, K2:GFP sowie MP17:GFP nach transienter Expression in
N.benthamiana. Epidermiszellen von N.benthamiana 48h nach Infiltration in Sinkblatter (Blatt 1-3),
Sourceblatter (Blatt 4-6) und junge Pflanzen (Zweiblattstadium); dargestellt ist MP17:GFP Fluoreszenz in
Uberlagerung mit Durchlichtbildern. GréRenstandard entspricht 20 um.
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2.2 Genetische Identifizierung von Elementen des inter- und intrazellularen

Makromolekultransportes

2.2.1 Beschreibung des Mutantenscreenings

Durch die Lokalisation an PD stellt das Movementprotein des Potato leafroll virus, PLRV
MP17, ein geeignetes Werkzeug dar, um Plasmodesmataproteine und Elemente des
pflanzlichen Makromolekultransportes zu identifizieren. Ethylmethylsulfonat (EMS) flhrt
als chemisches Mutagen zu Einzelbasenaustauschen sowie kleinen Deletionen in der
DNA und begulnstigt somit die Entstehung von ,change of function“-Mutationen. Aus
diesem Grund erfolgte auch fur die Arabidopsis thaliana-Linie Col-16, welche MP17:GFP
konstitutiv unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors exprimiert, eine EMS
Mutagenese. Die geschatzt 34.848 primar mutagenisierten Pflanzen (M1-Generation)
wurden zunéchst in 24 Parentalgruppen eingeteilt. Nach einer Anzucht von 1453 -/+ 58
Pflanzen pro Parentalgruppe wurden deren Samen vereinigt (LEHLE SEEDS; Round
Rock, TX, USA). Im Vorfeld dieser Arbeit wurden fur die genetische ldentifizierung von
Komponenten des inter- und intrazellularen Makromolekultransportes mit diesen EMS-
mutagenisierten Samen bereits zwei verschiedene Mutantendurchmusterungen
durchgefiihrt. Daniel Hofius (Hofius, 2003) beschrankte sich bei seiner Suche auf
Mutanten, die eine Reversion des Mutanten-Phanotyps aufwiesen, und konnte von
insgesamt 84.000 analysierten Pflanzen 31 moégliche Suppressormutanten selektieren. Im
Rahmen verschiedener Doktorarbeiten erfolgten daraufhin weiterfilhrende Analysen
ausgewahlter Mutanten (Hofius, 2003; Kronberg, 2008; Vogel, 2009; Thran, 2012).
Letztendlich konnten dabei aber vor allem Elemente der gene silencing Maschinerie
identifiziert werden (Vogel et al., 2011; Thran et al., 2012). Wie schon in Kapitel 1.2.3
erwahnt, hat MP17 die Eigenschaft, dass es nur an verzweigte Plasmodesmata in
Sourcegeweben lokalisiert, nicht aber an simple PD in Sinkgeweben (Hofius et al., 2001;
Kronberg et al., 2007). Mit zunehmender Seneszenz kommt es allméhlich zu einem
Verlust der plasmodesmalen Lokalisation von MP17, was vermutlich auf strukturelle
Veranderungen der PD wéhrend der Seneszenz zuriickzufihren ist (Kronberg et al.,
2007). Diese Eigenschaft des viralen Movementproteins machte man sich fir ein weiteres
Screening zunutze (Vogel, 2009). So wurden etwa 6000 EMS-mutagenisierte MP17:GFP
Arabidopsispflanzen Uber Stereofluoreszenzmikroskopie und KLSM auf Mutanten mit
Akkumulation von MP17:GFP in Sinkblattern durchmustert. Auf diese Weise konnten

letztlich zehn Sinkmutanten identifiziert werden, die durch kein oder wenig Chlorophyll
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und eine ausgepragte Wachstumsretardierung gekennzeichnet waren. Aufgrund ihrer
Sterilitat konnten diese allerdings nicht weiter untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Durchmusterung der EMS-mutagenisierten Samen
mittels Stereofluoreszenzmikroskopie und KLSM nach Besonderheiten in den zwei
verbleibenden Entwicklungsstadien. In zwei Runden wurden insgesamt 3840 Pflanzen auf
eine veranderte plasmodesmale Lokalisation von MP17 hin durchmustert. So diente der
erste Durchlauf der Suche nach Sourcemutanten, die sich durch eine deutliche Reduktion
der MP17:GFP Fluoreszenz in Sourceblattern auszeichnen. Ziel des zweiten Durchlaufs
war dagegen die Identifizierung von Seneszenzmutanten, die eine unverandert starke
plasmodesmale Assoziation von MP17:GFP in seneszierenden Blattern aufweisen. Fir
diesen Ansatz wurden zunachst die vorliegenden Samen der M2-Generation der 24
verschiedenen Parentallinien und der Kontrollen Col-0, Col-16 sowie Col-9 und Col-14,
die im Vergleich zu Col-16 weniger MP17:GFP exprimieren, auf Erde ausgeséat (Kronberg
et al., 2007). Nach einer Stratifikation flr drei Tage bei 4°C wurden die ausgesaten
Samen in Kurztagbedingungen Uberfuhrt und im Alter von 14 Tagen in 40 Multiflorplatten
a 104 Topfchen pikiert. Dabei wurde jede Multiflorplatte mit drei Col-0, drei Col-16 sowie
einem Col-9 und einem Col-14 Keimling bestiickt, wodurch pro Parentalgruppe 160
Pflanzen analysiert werden konnten. Die weitere Anzucht der Pflanzen bis zum Abschluss

der konfokalen Analysen erfolgte unter Kurztagbedingungen.

2.2.1.1 Screening der Sourceblatter

Wie schon erwahnt erfolgte im ersten Durchlauf eine Durchmusterung der Sourceblatter,
die im Normalfall eine stark ausgepragte MP17:GFP Fluoreszenz aufweisen. Hierbei galt
es Mutanten zu isolieren, bei denen die Fluoreszenz deutlich reduziert war. Uber eine
Primardurchmusterung der sechs Wochen alten Pflanzen am Stereofluoreszenzmikroskop
(MZ16F, Leica, Bensheim) und anschlieBender Verifikation mittels Konfokaler
Laserscanning Mikroskopie konnten schlie3lich drei verschiedene Gruppen an
Sourcemutanten identifiziert werden (siehe Tabelle 1), fur die exemplarische KLSM-
Aufnahmen in Abbildung 10 dargestellt sind. Die gro3te Gruppe zeigte einen kompletten
Verlust der MP17:GFP Fluoreszenz in Sourceblattern und umfasste 40 Pflanzen, von
denen etwa die Halfte durch ein Wildtyp-ahnliches Wachstum charakterisiert war.
Weiterhin konnte eine zweite Gruppe von funf Mutanten identifiziert werden, die eine
starke Reduktion der MP17:GFP Fluoreszenz aufwies, sowie eine dritte Gruppe
bestehend aus sechs Mutanten mit schwach reduzierter MP17:GFP-Fluoreszenz. Die

Mutanten der letzten beiden Gruppen fielen durch eine starke Wuchsretardierung auf.
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Tabelle 1: Ergebnis des Sourcescreenings

Gruppe Merkmal Bezeichnung der Mutante: SO + Anzahl

| Keine GFP-Fluoreszenz 3A, 4A, 4C, 4E, 5A, 6A, 6B, 7A, 8A, 40
8B, 9A, 9C, 10A, 11A, 12A, 13B, 14A,
14B, 14C, 15A, 15B, 17A, 17F, 18A,
18B, 18C, 18D, 19A, 19B, 20A, 20B,
20D, 21A, 21B, 22A, 22B, 23A, 23B,

23C, 23D
Il Reduzierte Fluoreszenz
stark reduziert 12D, 13A, 13E, 20C, 24A 5
schwach reduziert | 4G, 9B, 9D, 17B, 17C, 20E 6
i Unveranderte Fluoreszenz 3789

Bei der Benennung der Individuen stehen die jeweilige Zahl fur die parentale Gruppe (1-
24), aus der die Mutante stammt, und der jeweilige Buchstabe fir die chronologische
Reihenfolge identifizierter Pflanzen innerhalb einer parentalen Gruppe. Weiterhin wurden
die Mutanten des Sourcescreenings mit dem Kiirzel SO zu Beginn der Bezeichnung
versehen.

Abbildung 10: Repréasentative konfokale Aufnahmen fir die drei verschiedenen Gruppen des
Sourcescreenings; MP17:GFP Fluoreszenz ist in grin dargestellt, die Zellwdnde wurden durch
Propidiumiodid rot gefarbt; in der oberen Reihe sind die KLSM-Aufnahmen der Kontrollen dargestellt, die
untere Reihe zeigt reprasentative Bilder fiir jede Gruppe. Gro3enstandard fir Col-0 = 28 um, Col-16 = 30
pm, Col-9 = 25 pm, Col-14 = 26 um, SO6A = 30 um, SO13A = 26 pm und SO4G = 30 pm.

2.2.1.2 Screening der seneszenten Blatter

Nach insgesamt acht Wochen Kultivierung unter Kurztagbedingungen erfolgte direkt im

Anschluss an die Analyse der Sourceblatter eine Durchmusterung der gleichen Pflanzen
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auf Abweichungen der M17:GFP Fluoreszenz in seneszenten Blattern. In diesem
Blattstadium kommt es in der nicht mutagenisierten Col-16 Linie zu einem allméhlichen
Verlust der plasmodesmalen Lokalisation von MP17:GFP verbunden mit dessem
proteasomalen Abbau. Dies kénnte mdglicherweise auf strukturelle Verdnderungen der
PD wahrend der Seneszenz zurlickzufuihren sein. Ziel dieses Durchganges war also die
Isolierung von Mutanten, bei denen in seneszenten Blattern eine starkere MP17.:GFP
Fluoreszenz als in den jeweiligen Sourceblattern der gleichen Pflanze nachweisbar war.
Durch Analyse der seneszenten Blatter unter dem Stereofluoreszenzmikroskop und
anschlielend mittels KLSM wurden letztendlich zwei verschiedene Gruppen an

Seneszenzmutanten entdeckt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ergebnis des Seneszenzscreenings

[ GFP-Fluoreszenz SE>SO 5A, 10A, 20A 3
I keine F!uoreszenz in SO, 14E, 17A 2
normal in SE

Die erste Gruppe zeichnete sich durch das eben beschriebene Merkmal aus und
umfasste drei Mitglieder, von denen stellvertretend fir eine Mutante die konfokalen
Aufnahmen in Abbildung 11A dargestellt sind. Die beiden Mutanten der Gruppe Il zeigten
keine GFP-Fluoreszenz in Sink-, und in Sourceblattern, wahrend in seneszenten Blattern
eine deutliche MP17:GFP Fluoreszenz detektiert werden konnte (Abbildung 11B). Um zu
Uberprifen, ob diese Beobachtung lediglich auf eine Verzégerung der Blattentwicklung
zurlckzufihren war, wurden die Trichome der Seneszenzmutante SE14E Uber KLSM
naher analysiert, da bei alteren Sinkblattern an Trichombasiszellen MP17:GFP
Fluoreszenz detektierbar sein muisste. Wie in Abbildung 11C dargestellt ist, konnte bei
SE14E auch an Trichombasiszellen keine MP17:GFP Fluoreszenz beobachtet werden.
Dies legt die Vermutung nahe, dass in diesen beiden Mutanten die Struktur der PD in
seneszenten Blattern verdndert ist, beziehungsweise abweichend PD-Rezeptoren

vorhanden sind, die eine Assoziation von MP17:GFP an PD erlauben.
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(A) Col-16 Source SE5A Source (B) Col-16 Source SE14E Source

Col-16 Seneszenz SESA Seneszenz " Col-16 Seneszenz SE14E Seneszenz

(C) SE14E Sink SE14E Trichom Col-16 Trichom

Abbildung 11: Reprasentative konfokale Aufnahmen der Seneszenzmutanten. Abgebildet sind
Sourceblatter und seneszente Blatter der Seneszenzmutante SES5A (A) und SE14E (B); MP17:GFP
Fluoreszenz ist griin dargestellt, die Zellwande wurden durch Propidiumiodid rot gefarbt; (C) Die Analyse
der Sinkblatter der Mutante SE14E brachte die Abwesenheit von MP17:GFP Fluoreszenz an Trichomen
zum Vorschein; GréRenstandard: (A) Col-16 Source: 17 um, Col-16 Seneszenz: 24 um, SE5A Source und
Seneszenz: 17 um; (B) GréRenstandard entspricht 20 um; (C) SE14E Sink: 19 um; Trichombilder: 100 pm.

Mittels Northern und Western Blot Analyse konnte der Verlust des Transkriptes sowie des
Proteins in Sourceblattern der Seneszenzmutanten SE14E und SE17A bestatigt werden
(Abbildung 12).

(A) (B)
kDa 1234 1234

55 * | anti-MP17:GFP z MP17-GEP
- -

- -I anti-Transketolase _rRNA

Abbildung 12: Analyse der Proteinlevel und der Transkriptlevel der Seneszenzmutanten. (A) Western
Blot Analyse von Sourceblattern der Seneszenzmutanten SE14E und SE17A; MP17:GFP wurde durch ein
anti-MP17 Antiserum nachgewiesen; als Kontrolle diente die Detektion der Transketolase Uber einen anti-
Transketolase Antikérper. Es wurden jeweils 30 pl Proteinextrakt von Arabidopsis Col-0 (Spur 1), SE14E
(Spur 2), SE17A (Spur 3) sowie Col-16 (Spur 4) aufgetragen; das molekulare Gewicht des detektierten
Proteins wurde anhand des mitgefiihrten Proteinstandards PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(Fermentas) ermittelt; (B) Northern Blot Analyse von Sourceblattern der Seneszenzmutanten SE14E und
SE17A; MP17:GFP Transkript wurde durch eine mit 4 pl ¥p_CTP radioaktiv markierte Sonde nachgewiesen.
Es wurden jeweils 15 ug RNA von Arabidopsis Col-0 (Spur 1), SE14E (Spur 2), SE17A (Spur 3) sowie Col-16
(Spur 4) aufgetragen; als Ladekontrolle diente die mit Ethidiumbromid visualisierte rRNA; 35
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2.2.2 Analyse der M3-Generation der identifizierten Mutanten

2.2.2.1 Analyse der Seneszenzmutanten

Fur die weitere Analyse der M3-Generation wurden von den jeweiligen Kandidaten (im
Weiteren als Linien bezeichnet) 28 Individuen ausgebracht. Nach elf Wochen Kultivierung
unter Kurztagbedingungen wurde mittels Stereofluoreszenzmikroskopie sowie KLSM
ermittelt, ob der gleiche Phénotyp in den Nachkommen auftrat und falls dies der Fall war,
ob uniform oder segregierend. Hierbei konnte fur alle Linien jedoch nur in einem Teil der

Nachkommen der urspriingliche Phéanotyp beobachtet werden (Tabelle 3).

Tabelle 3: Segregation des Phanotyps in der M3-Generation der Seneszenzmutanten

SESA Fluoreszenz SE > SO | ja 32%
SE10A Fluoreszenz SE > SO | ja 37 %

SE20A Fluoreszenz SE > SO | nur ca. 5 Samen, keine Keimung
SE14E Fluoreszenz nur SE ja 18 %
SE17A Fluoreszenz nur SE ja 18 %

Die Linie SE14E sollte aufgrund ihres auflergewothnlichen Phanotyps trotz der
Segregation weiter bearbeitet werden. Um Hintergrundmutationen zu eliminieren, welche
das oben beschriebene Segregationsverhaltnis verursachen konnten, erfolgte zunachst
eine Rickkreuzung der Linie SE14E in Col-16. Die resultierende Linie NMSE14E wurde
daraufhin im Rahmen der Masterarbeit von Katharina Schmitt nédher charakterisiert. Doch
auch fir diese Linie konnte sowohl in der F2-, als auch in der F3-Generation eine
ungewdhnliche Segregation des Phanotyps beobachtet werden. Die weiteren Analysen
lieBen vermuten, dass die Ausbildung des Phéanotyps auf einem Zusammenspiel
verschiedener Effekte beruht. So kénnte der Abbau von MP17 in den Sourceblattern
durch Stress-sensitives posttranskriptionelles gene silencing verursacht werden, wahrend
eine zweite unabhangige Mutation die entwicklungsspezifisch gesteuerte Aufhebung des
ersten Effektes und somit verstéarkte Fluoreszenz in seneszenten Blattern zur Folge haben
konnte (Katharina Schmitt, unverdffentlicht). Da diese Aufspaltung eine Kartierung der
Mutationen nahezu unméglich macht, wurde die Bearbeitung der Seneszenzmutanten an

dieser Stelle abgebrochen.
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2.2.2.2 Analyse der Sourcemutanten

Fur die Validierung der Sourcemutanten wurde nach dem gleichen Prinzip verfahren.
Zunachst sollten die Mutanten der Gruppe I, die im Screening durch eine starke
Reduktion der MP17:GFP Fluoreszenz aufgefallen waren, weiter analysiert werden.
Hierfir wurden acht Wochen alte Nachkommen der Linien SO12D, SO13A, SO13E und
SO24A auf eine reduzierte plasmodesmale Akkumulation von MP17:GFP hin untersucht.
Lediglich in der Linie SO24A konnte in allen Nachkommen der Phénotyp der M2-
Generation detektiert werden, wenn auch in unterschiedlicher Intensitat. So zeigten 10 %
eine starke, 64 % eine mittlere und 25 % eine schwache Reduktion der MP17:GFP
Fluoreszenz an PD (Tabelle 4). Alle Nachkommen wiesen uniform einen Col-16 éhnlichen

Phanotyp auf.

Tabelle 4: Segregation des Phanotyps in der M3-Generation der Sourcemutanten

S012D | starke Reduktion in SO nicht bestatigt
SO13A | starke Reduktion in SO nicht Gberlebt
SO13E | starke Reduktion in SO nicht bestatigt
(nur 2 Pflanzen)
SO24A | starke Reduktion in SO ja 10 % stark reduziert

64 % mittel reduziert

25 % schwach reduziert

Um die Menge an MP17:GFP Protein zu quantifizieren, wurde eine Western Blot Analyse
durchgefuhrt (Abbildung 13A). Allerdings spiegelte sich der mittels KLSM beobachtete
Fluoreszenzunterschied nicht in der Proteinmenge wider. Ebenso konnte fir die
MP17:GFP Transkriptmenge mittels Northern Blot kein deutlicher Unterschied zwischen
Col-16 und der Linie SO24A festgestellt werden (Abbildung 13B).

@A) 12 3 45 6 78 910 11 ® 45

95 kDa _| =

<% lia _M <— anti-Transketolase " | P17 GFP

55 kDa —| - S ——————. <«— anti-MP17:GFP -
rRNA

Abbildung 13: Analyse der MP17 Proteinlevel und Transkriptlevel in Sourceblattern der
Sourcemutante SO24A. (A) Western Blot Analyse; MP17:GFP wurde durch ein anti-MP17 Antiserum bei
etwa 54 kDa nachgewiesen, sowie Transketolase als Ladekontrolle durch einen anti-Transketolase Antikdrper
bei etwa 72 kDa. Es wurden jeweils 30 pl Proteinextrakt von Arabidopsis Col-0 (Spur 1), Col-16 (Spur 2) und
SO24A Gruppe | #1, 7 und 20 (Spur 3,4,5), Gruppe Il #2, 6 und 12 (Spur 6, 7, 8) und Gruppe Il #14, 18 und
24 (Spur 9, 10, 11) aufgetragen; das molekulare Gewicht des detektierten Proteins wurde anhand des
mitgefuhrten Proteinstandards PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas) ermittelt. (B) Fur die
Northern Blot Analyse wurden jeweils 2,5 pg Gesamt-RNA von Arabidopsis Col-0 (Spur 1), Col-16 (Spur 2)
und SO24A (Spur 3) auf einem RNA-Gel aufgetrennt. Nach dem Blotten auf eine Nitrocellulosemembran
wurde MP17:GFP Transkript durch Hybridisierung mit einer mit 4 pl ¥p.CTP radioaktiv markierten DNA-
Sonde nachgewiesen; als Ladekontrolle diente Ethidiumbromid-gefarbte rRNA. 37
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Zur gleichen Zeit wurde im Rahmen der Dissertation von Moritz Thran die Gruppe | des
Sourcescreenings analysiert. Es war davon auszugehen, dass der komplette Verlust der
Fluoreszenz in den 40 Mutanten entweder auf einen Defekt im Transgen oder auf gene
silencing  zurickzufihren war, weshalb diese fir die Identifikation von
Plasmodesmataproteinen nicht in Frage kamen. Allerdings konnte wahrend dieser
Analysen eine weitere Mutante, SO15A, identifiziert werden, die sich durch eine drastisch
reduzierte Reduktion der MP17:GFP Proteinakkumulation an PD auszeichnete, weshalb
sie im urspringlichen Mutantenscreening der Sourceblatter falschlicherweise der Gruppe |
zugeteilt wurde. Diese zeichnete sich in den Analysen der M3-Generation durch eine
drastische Wouchsretardierung, sehr stark reduzierte MP17:GFP Fluoreszenz in
Kotyledonen und Sourceblattern und einer fehlenden Segregation aus (Thran, 2012).
Diese Mutante wurde aufgrund ihres interessanten Phanotyps im weiteren Verlauf naher
charakterisiert.

2.2.3 Analyse der Sourcemutante SO15A

2.2.3.1 Phéanotypische Untersuchung

Die Mutante SO15A zeichnete sich durch eine extreme Wuchsretardierung im Vergleich
zum Wildtyp und sogar zur Linie Col-16 aus (Abbildung 14A). Dies ware wiederum fur
eine Mutante, bei der der plasmodesmale Transport beeintréchtigt ware, auch zu

erwarten.

Abbildung 14: Phéanotyp der
Col-16 SO15A Sourcemutante SO15A.

(A) Makroskopischer Phéanotyp der
Mutante SO15A. Abgebildet sind 8
Wochen alte Pflanzen der MS3-
Generation der Sourcemutante SO15A
sowie des Wildtyps Col-0 und der nicht-
mutierten  Kontrolllinie Col-16. Die
Mutante SO15A ist durch eine deutliche
Wuchsretardierung sowie eine leichte
Gelbfarbung der Blatter charakterisiert.

(B) KLSM-Analyse von Sourceblattern
der Mutante SO15A; analysiert wurden
Sourceblatter der M3-Generation von
SO15A im Vergleich zur Linie Col-16;
MP17:GFP  Fluoreszenz ist griin
dargestellt, die Zellwande wurden durch
Propidiumiodid rot geféarbt; Standard
entspricht 20 pm;
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Weiterhin wiesen die Blatter dieser Mutante eine hellgriine Farbe auf, was sich je nach
Anzucht sogar bis hin zu einer Gelbfarbung, bzw. einem Albinophanotyp ausweiten kann.
Wie bereits berichtet, ist die Akkumulation der MP17:GFP Fluoreszenz an PD in
Sourceblattern in der Linie SO15A drastisch reduziert (siehe Abbildung 14B). Diese
Reduktion zeigte sich unter dem Stereofluoreszenzmikroskop ebenso in Kotyledonen.

2.2.3.2 Transkript-und Proteinmenge

Um zu Uberpriufen, ob die Stabilitat und/oder die Expression des MP17:GFP Transkriptes
in SO15A verandert ist, wurde eine Northern Blot Analyse durchgefihrt. Wie in Abbildung
15A ersichtlich, konnte fir die Sourcemutante SO15A in der M4-Generation das
MP17:GFP Transkript in gleicher Bandenstarke wie fir die Linie Col-16 detektiert werden.
Somit konnte also eine verdnderte Expressionshohe als Ursache fir die reduzierte
MP17.GFP Fluoreszenz an PD ausgeschlossen werden. Die Menge an Fusionsprotein
wurde mittels einer Western Blot Analyse quantifiziert (Abbildung 15B). Durch den
verwendeten anti-GFP Antikorper konnte MP17:GFP in der Linie Col-16 und in der M4-
Generation der Sourcemutante SO15A bei etwa 54 kDa detektiert werden, wobei die

Proteinmenge in der Mutante SO15A nur geringfugig vermindert war.

(A) (B)
1 2 3 kDa 1 2 3
. 55 .
L MP17:GFP &% | VP17.GFP
..-—- rRNA 50 | e - & | Coomassie

Abbildung 15: Analyse der MP17:GFP Transkriptmenge und MP17:GFP Proteinmenge in der
Sourcemutante SO15A. (A) Nachweis des MP17:GFP Transkriptes uber Northern Blot; 2,5 pg RNA der
Linien Col-0 (Spur 1), Col-16 (Spur 2) und SO15A (Spur 3) wurden auf einem RNA-Gel aufgetrennt. Nach
dem Blotten auf eine Nitrocellulosemembran wurde das MP17:GFP Transkript durch Hybridisierung mit einer
mit 4 pl *P-CTP radioaktiv markierten DNA-Sonde nachgewiesen; als Ladekontrolle diente Ethidiumbromid-
geféarbte rRNA; (B) Nachweis der MP17:GFP Proteinmenge Uber Western Blot Analyse. Es wurden jeweils
30 pl Proteinextrakt aus Blattproben gleicher Flache der Linien Col-0 (Spur 1), Col-16 (Spur 2) und SO15A
(Spur 3) auf einem SDS-Gel aufgetrennt. MP17:GFP wurde durch ein anti-GFP Antiserum bei etwa 54 kDa
nachgewiesen. Coomassie-Farbung von RUBISCO auf einem zweiten, gleich beladenen SDS-Gel diente als
Ladekontrolle.

2.2.3.3 Primarcharakterisierung

Im Rahmen des Vertiefungsmoduls von Katharina Schmitt erfolgte eine ausfihrliche
Primarcharakterisierung der Mutante SO15A. Aufgrund des ausgepragten Phanotyps
wurden zunéchst das Rosettenfrischgewicht und die Blattzahl bestimmt. Durch die extrem
starke Wuchsretardierung war das Rosettenfrischgewicht der Mutante mit 50 mg im
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Vergleich zu 370 mg bei Col-16 deutlich reduziert. Dies spiegelte sich auch in der
Blattanzahl wider. So wies die Mutante im Durchschnitt 13 Blatter pro Pflanze auf, Col-16
dagegen 21 und Col-0 sogar 32 Blatter (siehe Abbildung 16A und B). Nachdem die
Keimlinge der Mutante SO15A durch extrem kurze Wurzeln auffielen, wurde anschlielend
das Wurzelwachstum der drei Linien in einem ,vertical growth assay“ naher analysiert.
Wie in Abbildung 16C ersichtlich, lag die Wurzellange von Col-0 und Col-16 nach funf
Tagen bei etwa 3,5-4,0 mm, die der Mutante bereits leicht verkirzt bei 1,8 mm. Nach 14
Tagen war ein deutlicher Unterschied zwischen den drei untersuchten Linien erkennbar.
Die Wurzellange von Col-16 war im Vergleich zum Wildtyp um 10 mm reduziert, die der

Mutante sogar um 20 mm (Abbildung 16C).

(A) (B)
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Abbildung 16: Primarcharakterisierung der Mutante SO15A. Rosetten-Frischgewicht (A) und Blattanzahl
(B) der Sourcemutante SO15A; Mittelwerte +/- Standardabweichung von je funf sieben Wochen alten
Pflanzen; die Signifikanz der Unterschiede von Col-16 und SO15A zu Col-0 wurde mit einem modifizierten
T-Test nach Student Uberpriift [*= p < 0,05]; (C) Vertikales Wurzelwachstum in der Mutante SO15A. Das
Wurzelwachstum wurde nach 5 (5d) und 14 (14d) Tagen vertikalem Wachstum auf MS-Platten bestimmt.
Abgebildet sind Mittelwerte +/- Standardabweichung. Signifikanz wurde mit einem modifizierten T-Test nach
Student Gberprift [*= p < 0,05]; Anzahl der untersuchten Keimlinge bei der Messung nach 5 Tagen: 47 fur
Col-0, 72 fur Col-16 und 55 fur SO15A; Anzahl der Keimlinge bei der Messung nach 14 Tagen: 24 fur Col-0,
61 fur Col-16 und 43 fir SO15A (D) Bestimmung der Bluhinduktion; bei je sechs Pflanzen wurde der Tag
bestimmt, an dem die erste gedffnete Blite zu beobachten war; angegeben sind Mittelwerte +/-
Standardabweichung, wobei der WT-Mittelwert als Nullwert definiert wurde; *= p < 0,05, bestimmt mit einem
modifizierten T-Test nach Student;

Um zu untersuchen, ob sich die beschriebenen Verdnderungen im Wachstum auch auf

die Bluhinduktion auswirken, wurden Col-0, Col-16 und SO15A Pflanzen sieben Wochen
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unter Kurztagbedingungen kultiviert, in Langtagbedingungen transferiert und der Tag der
ersten geotffneten Blute bestimmt. Fur Col-0 konnte im Durchschnitt nach 16 Tagen die
erste getffnete Blite beobachtet werden, dieser Zeitpunkt wurde als ,Nullwert® definiert.
Abbildung 16D zeigt, dass sowohl bei Col-16 als auch bei der Mutante SO15A im
Durchschnitt sieben Tage spater die erste gedffnete Blite zu beobachten war.

Die Linie Col-16 akkumuliert aufgrund des durch MP17:GFP induzierten
Kohlehydratexportblocks in Sourceblattern deutlich mehr l6sliche Zucker und Starke als
der Wildtyp Col-0 (Kronberg et al., 2007). Deshalb galt zu untersuchen, ob auch in der
Mutante SO15A der Gehalt an I6slichen Zuckern und Starke beeinflusst wird. Die Analyse
des Starkegehalts in den untersuchten Linien ergab, dass Col-16 aufgrund des
Kohlenhydratexportblocks mehr als doppelt so viel Starke im Vergleich zu Col-0
akkumuliert (Abbildung 17). Dies wurde von der Linie SO15A sogar noch geringfligig
Ubertroffen. Ebenso war der Gehalt an loslichen Zuckern (Glukose, Fruktose und
Saccharose) in der Mutante SO15A im Vergleich zu Col-0 signifikant erhdht und erreichte
ahnliche Werte wie Col-16 (Abbildung 17).

(A) (B)
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Col-0 Col-16 SO15A Col-0 Col-16 SO15A

Abbildung 17: Gehalt an Iéslichen Zuckern (A) und Starke (B). Mittelwerte an l&slichen Zuckern
(Summe aus Glukose, Fruktose und Saccharose) und Stérke wurden Uber einen optisch-enzymatisch
gekoppelten Test fur sechs Individuen pro Linie (Alter 5 Wochen) ermittelt. Standardbalken reprasentieren
Standardfehler; *: P< 0,05 bestimmt mit einem modifizierten T-Test nach Student;
Um auszuschlieBen, dass die starke Wuchsretardierung auf eine fehlerhafte
Photosynthese zurtickzufiihren ist, wurde die Intaktheit des Photosystems Il (PSIl) mittels
Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz untersucht. Fur die Mutante SO15A konnte
jedoch keine Beeintrachtigung der photosynthetischen Aktivitat festgestellt werden, da ein

zu Col-0 und Col-16 vergleichbares F,/F,,—Verhéltnis bestimmt wurde (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Photochemische Effizienz des PSIlI;

1 gegeben als F/Fn-Verhaltnis fur Wildtyp, Col-16 und die
08 - Mutante SO15A; dargestellt sind Mittelwerte  +/-
' + Standardabweichung von 82-89 Keimlingen (n=82-89);
c 0,6 —
L
=~ 0,4 —
L
0,2 —
0 - ‘

Col-0 Col-16  SO15A

2.2.4 Genetische Charakterisierung der Mutante SO15A

2.2.4.1 Marker-gestitzte Kartierung

Die Identifizierung der Mutation, die fur den Phénotyp in SO15A verantwortlich ist, sollte
mittels der sogenannten Marker-gestitzten Kartierung erfolgen (Lukowitz et al., 2000;
Jander et al., 2002). Das Prinzip beruht auf dem Vorhandensein natirlich vorkommender
genetischer Polymorphismen zwischen Arabidopsis Okotypen, d.h. geographisch
getrennten Varianten von Arabidopsis. Diese lassen sich in sogenannte SSLP- (simple
sequence length polymorphism), SNP- (single nucleotide polymorphism) oder CAPS-
(cleaved amplified polymorphic sequences) Marker einteilen. SSLP-Marker bedienen sich
kurzer repetitiver Sequenzen, z.B. einem (AT)-Dinukleotid. Da sich die Anzahl der
Wiederholungen zwischen verschiedenen Okotypen unterscheidet, liefert eine PCR-
Amplifikation des genomischen Bereichs, der den zu testenden Marker umspannt,
unterschiedlich lange PCR-Produkte (Bell und Ecker, 1994; Powell et al., 1996). SSLP-
Marker kénnen aber auch Insertionen, bzw. Deletionen von einzelnen bis hin zu
tausenden Basenpaaren sein. SNPs sind dagegen Einzelbasenaustausche und treten
dementsprechend sehr viel haufiger auf. Die Detektion erfolgt Uber Sequenzierung der
jeweiligen Genomabschnitte (Schmid et al.,, 2003). Wird durch einen SNP eine
Restriktionsschnittstelle veradndert oder generiert, so spricht man von einem CAPS-
Marker. Der Nachweis eines CAPS-Markers erfolgt mittels PCR-Amplifikation des
entsprechenden genomischen Abschnitts und anschlielendem Verdau des PCR-
Produkts, das daraufhin bei der Gelelektrophorese unterschiedliche Bandenmuster ergibt
(Konieczny und Ausubel, 1993). Voraussetzung fir die Kartierung ist also zunachst die
Einkreuzung der Mutation (aus Okotyp 1, in unserem Fall Col-0) in einen anderen
Okotypen (Okotyp 2, in unserem Fall Landsberg erecta). In Vorarbeiten wurde zu diesem
Zweck die transgene Linie LerNM8S erzeugt, die das MP17:GFP Transgen an der

gleichen genomischen Stelle wie Col-16 im Landsberg erecta Hintergrund tragt (Kronberg,
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2008). Durch achtmaliges Riickkreuzen in den Landsberg erecta (Ler) Wildtyp wurde der
Anteil an Col-0 Genmaterial minimiert.

Anhand der Okotyp-spezifischen Marker lasst sich der genetische Hintergrund (Okotyp)
eines Genabschnittes exakt bestimmen, da die Marker in der Nahe des gesuchten Lokus
mit dem gewiinschten Phanotyp segregieren. Nachdem die Mutante SO15A dem Col-0
Hintergrund entstammt, sollten im Genombereich um die Mutation also lediglich Marker
fur Col-0 vorliegen, was als genetische Kopplung bezeichnet wird. Mit steigender
Entfernung zur Mutation verringert sich diese genetische Kopplung. Durch crossing over
wahrend der Meiose bei der Selbstung der F1-Generation kommt es dann zu einer
zufalligen Verteilung (Segregation) des genetischen Materials. Fur nicht gekoppelte
Marker liegt die Wahrscheinlichkeit fur eine Segregation bei etwa 50 %. Mit zunehmender
Kopplung eines Genabschnitts reduziert sich die Wahrscheinlichkeit eines Austauschs

beim crossing over.

2.2.4.1.1 Einkreuzung der Mutante SO15A in LerNM8S

Fur die Marker-gestitzte ldentifizierung der Phanotyp-auslésenden Mutation in der
Sourcemutante SO15A wurde diese zunachst mit LerNM8S gekreuzt. Der Phéanotyp
sieben Wochen alter Pflanzen der F1-Generation der Kreuzungslinie (LNMSO15A)
entsprach im Wesentlichen dem Phanotyp von Col-16 und LerNM8S im Vergleich zu der
deutlichen Wuchsretardierung von SO15A (siehe Abbildung 19A). Zum Nachweis der
erfolgreichen Einkreuzung von LerNM8S in die Sourcemutante SO15A, erfolgte die PCR-
Amplifikation des SSLP-Markers ciw2 (Lukowitz et al., 2000) von genomischer DNA aus

Pflanzen der F1-Kreuzung sowie der Ausgangslinien als Kontrolle.

(A)

Abbildung 19: Einkreuzung der Mutante

SO15A in LerNM8S

(A) Wuchsphanotyp von 7 Wochen alten Pflanzen

, : der F1-Generation der Kreuzung LNMSOI15A,

“' e et 0, o Pflanzen der F1-Generation der Kreuzung der
( ‘ Sourcemutante  SO15A mit LerNM8S weisen

einen Col-16-, bzw. LerNM8S-&hnlichen Wuchs

auf. Als Kontrollen sind jeweils eine Col-0 und

Ler-Pflanze abgebildet.

Col-0 Col-16 Ler LNMS8S

RN

N

(B) PCR-Analysen von Proben genomischer DNA
mit dem Okotyp-spezifischen SSLP-Marker ciw2;
SO15A LNMSO15A ciw2 liefert ein kirzeres Produkt fur Landsberg
erecta [160 bp] als fiir Col-0 [200 bp]; S: DNA-
Langenstandard; 1: H»O, 2/13: Col-0, 3/12: Ler, 4-

B s 1 23456780910111213 11LNMSO15A#1-8
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Wie Abbildung 19B zeigt, waren alle Pflanzen der F1-Kreuzung heterozygot beziglich
dieses Markers, da jeweils sowohl ein Col-0 als auch ein Ler-spezifisches PCR-Produkt
nachgewiesen werden konnte. Dies bestatigte eine erfolgreiche Kreuzung von SO15A mit
LerNM8S. Weiterhin konnte bei der Analyse der MP17:GFP Fluoreszenz in
Sourceblattern der F1-Generation unter dem Stereofluoreszenzmikroskop eine Col-16

ahnliche Fluoreszenzstarke beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

2.2.4.1.2 Grobkartierung

Nach Selbstung der F1-Generation wurden fur die Grobkartierung 251 Individuen der F2-
Generation der Linie LNMSO15A #8 begutachtet, um den Genort der Mutation eingrenzen
zu konnen. Hierfir wurden diese zunachst auf eine Reduktion der plasmodesmalen
Lokalisation von MP17:GFP in Kotyledonen gescreent. In einem zweiten Durchgang
wurden dann die selektionierten Kandidaten erneut auf eine Reduktion der MP17:GFP
Fluoreszenz an PD in Sourceblattern untersucht. Letztendlich konnten 55 von 251
analysierten Pflanzen identifiziert werden, die ebenso wie die Mutante SO15A eine starke
Wuchsretardierung aufwiesen, was einem Verhéltnis von Col-16- zu SO15A-Phanotyp
von 3,44:1 entspricht. Die auf diese Weise selektierten 55 Pflanzen sollten
dementsprechend homozygot fur die Mutation sein. Nach Isolierung der genomischen
DNA von allen Individuen, wurden zunachst 20 genomische DNAs mit 21 SSLP-Markern
(von insgesamt 22 vorgeschlagenen Markern nach Lukowitz et al., 2000; Abbildung 20)

getestet.
I I I v v Abbildung 20: Schematische Verteilung von
22 SSLP-Markern Uber die funf Arabidopsis-
F21M12¢ ciw Zi ciw si CIR1 Chromosomen (Lukowitz et al., 2000).
nga 1624
ciw 12¢ G | ciw 69

ciw 114 ciw 8

nga 1126 ¢
ciw 7¢
ciw 1 ciw 49 PHYC $
nga 280¢

nga 168 ¢ nga 64

nga 1107 ¢ ciw 99
98 cM 101 cM

nga 111 ¢
16eM  ciw 104

131 eM

140 eM

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse dieser ersten Grobkartierung fir alle getesteten Marker,
deren Lage auf dem jeweiligen Chromosom in der Spalte links daneben ersichtlich ist.
Neben der Anzahl der insgesamt analysierten Pflanzen (GES) ist die Anzahl der Pflanzen,
bei denen ausschlief3lich ein Col-0- oder Ler-spezifisches Produkt oder beide gleichzeitig

(HEZ) nachweisbar waren, angegeben. Die Anzahl der Rekombinationen fur den
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jeweiligen Marker entspricht der Summe aus der Anzahl an heterozygoten Pflanzen mit
PCR-Produkt fur Col-0 und Ler plus der zweifachen Anzahl an Pflanzen, welche nur ein
Ler-Produkt ergaben. Die Rekombinationsfrequenz errechnet sich aus der Anzahl von
Rekombinationen geteilt durch die doppelte Anzahl genotypisierter Pflanzen und sollte fur

einen nicht gekoppelten Marker theoretisch bei 0,5 liegen.

Tabelle 5: Grobkartierung von SO15A. Mittels PCR wurde fir Individuen der F2-Generation der Linie
LNMSO15A fir die jeweiligen SSLP-Marker verteilt Giber die Chromosomen [Chr 1-5] der Genotyp bezlglich
Col-0 oder Ler bestimmt; die Anzahl der Rekombinationen [REK] wurde als die Summe der Anzahl an
heterozygoten Pflanzen [HEZ] mit gleichzeitig Ler- und Col-O-spezifischen PCR-Produkten und der
zweifachen Anzahl von Pflanzen mit ausschlieBlich Ler-spezifischem Produkt berechnet; die
Rekombinationsfrequenz [RF] ergab sich aus der Division von REK durch die doppelte Anzahl an
untersuchten Pflanzen [GES];

1 F21M12 20 10 3 7 13 0,325
1 ciwl2 20 4 6 10 22 0,550
1 ciwl 20 7 3 10 16 0,400
1 nga280 20 9 3 8 14 0,350
1 ngalll 20 8 4 8 16 0,400
2 ciw2 20 5 6 9 21 0,525
2 ciw3 18 3 7 8 22 0,610
2 ngall26 18 6 5 7 17 0,470
2 ngal6s 20 7 6 7 19 0,475
3 ngal62 19 18 0 1 1 0,026
3 ciwll 20 15 1 4 6 0,150
3 ciw4 19 7 3 9 15 0,390
3 nga6 20 2 6 12 24 0,600
4 ciws 20 8 4 8 16 0,400
4 ciwé 20 5 7 8 22 0,550
4 ciw7 19 4 7 8 22 0,570
4 ngallo? 19 3 6 10 22 0,580
5 CTR1 20 8 1 11 13 0,325
5 ciw8 20 6 3 11 17 0,425
5 PHYC 19 5 3 11 17 0,450
5 ciw9 20 6 5 9 19 0,475

Um naturliche Variationen der Rekombination auszugleichen, wurde angenommen, dass
ein Marker bei einer Rekombinationsfrequenz von unter 0,3 mit dem Mutanten-Phanotyp

gekoppelt ist. Dies traf fir ngal62 und ciwll, zwei aneinander angrenzende Marker auf
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dem oberen Arm von Chromosom 3, zu. Demnach sollte in diesem Bereich die gesuchte

Mutation liegen.

Um die Position der Mutation einzugrenzen, wurden weitere Marker unter Verwendung
der Arabidopsis Mapping Platform (http://amp.genomics.org.cn/) erstellt und diese fur alle
55 selektierten Individuen getestet. Hierbei waren zwischen den Markern 3-AB022220-
2047 und 3-AB026636-2493 keine Rekombinationen mehr nachweisbar (Tabelle 6). Da in
diesem Bereich, der etwa 1 Mbp genomischer Sequenz entspricht, mit dem bisherigen
Pflanzenpool keine Okotyp-spezifischen Rekombinationen mehr gefunden werden
konnten, musste fur die folgende Feinkartierung die Anzahl der Pflanzen auf etwa 2000
Pflanzen vergrof3ert werden. Durch die héhere Wahrscheinlichkeit Pflanzen zu isolieren,
die Rekombinationen in einem geringeren Abstand zur Mutation aufweisen, sollte der

Bereich weiter eingegrenzt werden.

Tabelle 6: Grobkartierung von SO15A. Test zusatzlicher Marker auf Chromosom 3 und deren Position in
Basenpaaren [bp] in dem teilweise gekoppelten Bereich; GES = Anzahl an untersuchten Pflanzen; Col-0 = nur
Col-0-spezifisches PCR-Produkt detektierbar; Ler = ausschliellich Ler-spezifisches PCR-Produkt
nachweisbar; HEZ = heterozygot, beide Produkte vorhanden; REK = HEZ + 2xLer, Anzahl der
Rekombinanten; RF = REK/2xGES, Rekombinationsfrequenz.

| Merker [ Poston | GES JCol0 | ber =l

3-AC016827-0956 2243047 54 1 13 15 | 0,139
ngal62 4608277 55 53 0 2 2 0,018
3-AB022220-2047 4801108 55 54 0 1 1 0,009
3-AP000370-2145 5032563 55 55 0 0 0 0,000
3-AB017071-2266 5315290 55 55 0 0 0 0,000
3-AC001645-2352 5518698 54 54 0 0 0 0,000
3-AB022217-2402 5634662 55 55 0 0 0 0,000
3-AB022217-2433 5707030 53 53 0 0 0 0,000
3-AB026636-2493 5847694 52 51 0 1 1 0,009
3-AB022219-2564 6014083 55 54 0 1 1 0,009
3-AB025634-3261 7649966 54 46 0 8 8 0,074
3-AP000382-3764 8829586 55 44 2 7 11 | 0,100
ciwll 9774308 46 32 3 11 17 | 0,185
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2.2.4.1.3 Feinkartierung

Fur die Feinkartierung der Sourcemutante SO15A wurden 1993 Individuen der F2-
Generation der Kreuzung LNMSO15A nach dem gleichen Prinzip wie bei der
Grobkartierung gescreent. Auf diese Weise konnten 387 Individuen mit SO15A-ahnlicher
Wuchsretardierung identifiziert werden, was einem Verhaltnis von 4,0:1 von Pflanzen mit
Col-16- zu SO15A-Phanotyp entspricht. Nach der Isolierung der genomischen DNA mit
der Tissue Lyser-Methode, wurde diese mit den beim Grobmapping erhaltenen
Randmarkern M5 (3-AB022220-2047) und M11 (3-AB026636-2493) analysiert (Tabelle 7).
Fur den Marker M5 an Position 4801108 bp konnten insgesamt vier heterozygote
Pflanzen ermittelt werden, flr den an Position 5847694 bp angrenzenden Marker M11
dagegen 18 weitere heterozygote Pflanzen. Daraufhin wurden die Ubrigen dazwischen
liegenden Marker mit allen identifizierten Heterozygoten getestet, wobei einzig der Marker
M6 bei 5032536 bp keine Rekombination mehr aufwies (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Feinkartierung von SO15A. Test zusatzlicher Marker auf Chromosom 3 und deren Position in
Basenpaaren [bp] in dem teilweise gekoppelten Bereich; GES = Anzahl an untersuchten Pflanzen; Col-0 = nur
Col-0-spezifisches PCR-Produkt detektierbar; Ler = ausschliellich Ler-spezifisches PCR-Produkt
nachweisbar; HEZ = heterozygot, beide Produkte vorhanden; REK = HEZ + 2xLer, Anzahl der
Rekombinanten; RF = REK/2xGES, Rekombinationsfrequenz.

3-AB022220-2047 4801108 385 381 0 4 4 0,0052
3-AP000370-2145 5032563 385 385 0 0 0 0,0000
3-AB017071-2266 5315290 385 383 0 2 2 0,0026
3-AC001645-2352 5518698 384 378 0 6 6 0,0078
3-AB022217-2402 5634662 382 376 0 6 6 0,0079
3-AB022217-2433 5707030 384 371 0 13 13 0,0169
3-AB026636-2493 5847694 385 367 0 18 18 0,0234

Um die Position der Mutation naher zu bestimmen, wurden weitere Marker unter
Verwendung der IN/DEL-Datenbank der Firma Monsanto erstellt und eingesetzt
(http://www.arabidopsis.org/browse/Cereon/index.jsp; Jander et al., 2002). Zwischen den
Markern 470473 und CER456061, ein Bereich von etwa 400 kb auf Chromosom 3, waren
schlieBlich keine Rekombinationen mehr nachweisbar (Tabelle 8). Da jedoch in der
IN/DEL-Datenbank keine weiteren Marker in diesem Bereich vorhanden waren und das
Internettool MarkerTracker (http:/bbc.botany.utoronto.ca/markertracker/ index.spy) zu
diesem Zeitpunkt nicht zur Verfigung stand, konnte das Feinmapping Uber die bisher

verwendete Methode nicht fortgefuihrt werden.

47



ERGEBNISSE

Tabelle 8: Feinkartierung von SO15A; Test zusatzlicher Marker auf Chromosom 3 und deren Position in
Basenpaaren [bp] in dem teilweise gekoppelten Bereich; GES = Anzahl an untersuchten Pflanzen; Col-0 = nur
Col-0-spezifisches PCR-Produkt detektierbar; Ler = ausschlielRlich Ler-spezifisches PCR-Produkt
nachweisbar; HEZ = heterozygot, beide Produkte vorhanden; REK = HEZ + 2xLer, Anzahl der
Rekombinanten; RF = REK/2xGES, Rekombinationsfrequenz.

3-AB022220-2047 4801108 385 381 0 4 4 0,0052
470487 4825425 385 382 0 3 3 0,0039
470473 4862259 385 383 0 2 2 0,0026

CER454153 5024647 384 384 0 0 0 0,0000

3-AP000370-2145 5032563 385 385 0 0 0 0,0000

CER456061 5264625 385 383 0 2 2 0,0026

3-AB017071-2266 5315290 385 383 0 2 2 0,0026

3-AC001645-2352 5518698 384 378 0 6 6 0,0078

3-AB022217-2402 5634662 382 376 0 6 6 0,0079

3-AB022217-2433 5707030 384 371 0 13 13 0,0169

3-AB026636-2493 5847694 385 367 0 18 18 0,0234

2.2.4.2 Next-generation sequencing

Durch die Feinkartierung konnte fur die Sourcemutante SO15A der Bereich, welcher die
Mutation tragen sollte, auf etwa 400 kb genomische Sequenz eingegrenzt werden, was
laut TAIR 171 Loci entspricht. Da diese Anzahl an Genen fur die weitere
Charakterisierung deutlich zu grof3 war, wurde in Kooperation mit der Humangenetik in
Erlangen mittels next generation sequencing eine Sequenzierung des kompletten
Genoms der Mutante SO15A durchgefuihrt. Die Sequenzierung der genomischen DNA
deckte insgesamt nur circa 70 % des Gesamtgenoms ab, d.h insgesamt wurde eine
deutlich niedrigere Sequenzabdeckung als erwartet erreicht. Fir den 400 kb-Bereich aus
dem Feinmapping wurde jedoch im Durchschnitt eine 30-fache Sequenzabdeckung
erzielt, was fir die folgende SNP-Analyse mehr als ausreichend war. Hierbei wurde die
erhaltene Sequenz aus SO15A mit der bei TAIR (https://www.arabidopsis.org/index.jsp)
vertffentlichten Sequenz fur Col-0 verglichen. In den 400 kb auf Chromosom 3 zwischen
Position 4862259 bp und 5264624 bp konnten insgesamt 198 SNPs (siehe Anhang
Tabelle 19) identifiziert werden. Die Mutation, die den Phanotyp in SO15A ausldst, muss
jedoch homozygot vorliegen, was fur nur 35 der 198 SNPs der Fall war (siehe
Tabellenspalte ,heterozygot®; FALSCH, wenn homozygot). Von diesen 35 SNPs lagen
sechs SNPs nicht in Exons (lila unterlegt). Um auszuschlie3en, dass moglicherweise
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Introns und somit der SpleiRvorgang oder auch regulatorische Elemente betroffen sein
kénnten, wurde die genau Position Uber das Internettool ,Sequence Viewer® der
Homepage TAIR (http://www.arabidopsis.org/) Uberprift. Alle sechs SNPs lagen in
intergenischen Bereichen, konnten also vernachlassigt werden. Von den verbleibenden
29 SNPs wurden insgesamt 22 SNPs bereits bei einer SNP-Analyse zwischen Col-0 mit
Bur-0 und Tsu-1 (Ossowski et al., 2008), welche mit TAIR abgeglichen ist (in Tabelle grau
unterlegt) beschrieben. Diese wurden deshalb ebenfalls nicht bertcksichtigt. Die hellblau
unterlegten drei SNPs erhielten bei TAIR Treffer in ,transposable element genes®, waren
also auch vernachlassigbar. Von den vier restlichen Kandidaten (tlrkis unterlegt) fiel
SNP#147 weg, da es sich hierbei um eine stumme Mutation (Leucin bleibt erhalten)
handelt, wodurch SNP#144, SNP#168 und SNP#196 als potentiell Phanotyp-auslésende
SNPs in der Mutante SO15A ubrig blieben. Die Sequenzabdeckung an der jeweiligen
Position ist in Abbildung 21 dargestellt.

Abbildung 21: Sequenzabdeckung
60 fur alle detektierten SNP-Varianten
im 400 kb Bereich aus dem
Feinmapping von SO15A;
aufgetragen ist die Coverage (y-
Achse) fir jede der 198 SNP-
Varianten  (x-Achse) in diesem
Bereich;

Coverage
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Variante Nummer

Die durch TAIR ermittelten Gene, in denen die drei verbleibendem SNPs liegen, sind in
Tabelle 9 zusammengefasst, inklusive der durch das Internettool Arabidopsis Subcellular
Proteomic Database vorhergesagten Lokalisation (http://suba.plantenergy.uwa.edu.au;
SUBA). Hierbei war der Cholintransporter der am wahrscheinlichsten in Frage kommende
Kandidat. Zum einen war es das einzige Protein, fir das eine Plasmamembran-
Lokalisation vorhergesagt wurde. Zum anderen wurde beschrieben, dass 99 % der durch
EMS hervorgerufenen Mutationen G/C zu A/T-Transitionen sind, da EMS eine Alkyierung
von Guanin bewirkt (Greene et al., 2003). Genau dies ware nur fur den besagten SNP
#196 der Fall. Um auszuschlieRen, dass die drei identifizierten Kandidaten-SNPs bereits
in Col-16 vorhanden sind, erfolgte eine PCR-Amplifikation und Sequenzierung von
genomischer DNA in einen Bereich von ca. 500 bp um den jeweiligen SNP in Col-16 und
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SO15A. Diese Analyse ergab, dass SNP#144 und SNP#168 weder in Col-16 noch in
SO15A vorhanden waren. Nur SNP#196 tauchte in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis
des next generation sequencing in der Mutante SO15A auf, jedoch nicht in Col-16. Das
verbleibende Kandidatengen war demnach AT3G15380, welches fir das

Cholintransporter-ahnliche Protein CHER1 kodiert.

Tabelle 9: Zusammenfassung der drei durch next generation sequencing identifizierten
Kandidatengene; dargestellt sind die jeweilige SNP-Nummer, die genaue Position auf Chromosom 3 in bp,
der Lokus, das betroffene Gen, die Mutation und die durch Arabidopsis Subcellular Proteomic Database
(SUBA,; http://suba.plantenergy.uwa.edu.au) vorhergesagte Lokalisation.

GCC zu
144 | 4940915 | AT3G14700 SART-1 family CCC, Alanin Cytosol
zu Prolin
TTT zu GTT,
168 | 4963078 | AT3G14780 Transposase Phenylalanin Nucleus
zu Valin
Plasma-membrane GGA zu
196 | 5194520 | AT3G15380 | choline transporter | GAA, Glycin PM
family protein zu Glutamat
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2.3 Untersuchung eines Cholintransporter-ahnlichen  Proteins in
Arabidopsis und dessen Einfluss auf die plasmodesmale Lokalisation
von MP17

2.3.1 Bestatigung der CHER1 Genidentitat

2.3.1.1 Analyse der T-DNA Insertionslinie cherl1-4

Zur Bestatigung der CHER1 Genidentitat wurde die T-DNA Insertionslinie SALK_065853C
untersucht. Die Homozygotie der T-DNA Insertion wurde tber zwei PCR-Amplifikationen,
zum einen fur den Nachweis der T-DNA Insertion und zum anderen fur den Nachweis des
WT-Allels, bestatigt (Abbildung 22B). Um zu Uberprifen, ob die Transkriptmenge von
CHERL1 in den homozygoten Individuen reduziert ist, wurde eine semiguantitative RT-
PCR durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dass die Transkriptmenge von CHER1 in den
homozygoten Individuen fir SALK_065853C im Vergleich zu den Kontrollen Col-0 und
Col-16 deutlich reduziert war (siehe Abbildung 22C). Dies spiegelte sich auch im
Phanotyp der T-DNA Insertionslinie SALK_065853C, welche im Folgenden als cherl-4
bezeichnet wird, wider. So konnte eine starke Wachstumsretardierung beobachtet werden
(siehe Abbildung 22D). Diese war weniger stark ausgepragt als bei der Mutante SO15A,
was aber wohl darauf zurtickzufiihren ist, dass die T-DNA Insertionslinie auf einem Col-0
Hintergrund basiert, die Mutante SO15A jedoch auf der Linie Col-16, die ohnehin schon
einen kleineren Wuchs aufweist. Weiterhin wies cherl-4 ebenso wie die Mutante SO15A
hellgriine Blatter und einen eher buschigen Wuchs auf. Um zu klaren, warum es sich bei
cherl-4 nur um einen knockdown, nicht aber um einen kompletten knockout handelt,
wurde der exakte Lokus der T-DNA nédher bestimmt. Anhand der bei NASC angegebenen
flankierenden Sequenz der T-DNA sowie mit Hilfe des Internettools NASCe! AtEnsembl
A.thaliana  ContigView (http://atensembl.arabidopsis.info/Arabidopsis_thaliana_TAIR/
contigview) wurde die Position der T-DNA Insertion im ersten Intron von At3g15380
bestimmt. Uber PCR-Amplifikation des entsprechenden genomischen Bereichs aus Col-0
und cherl-4 konnte dies bestatigt werden. Es lasst sich vermuten, dass durch die etwa
4,5 kb groRe T-DNA Insertion der SpleiRvorgang beeintréchtigt wird, was den knockdown
von At3g15380 in der T-DNA Insertionslinie cherl-4 hervorruft. Die schematische
Reprasentation der Genstruktur von At3g15380 ist in Abbildung 22A skizziert.
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Abbildung 22: Analyse der T-DNA Insertionslinie cherl-4. (A) Schematische Reprasentation der
Genstruktur von At3g15380 (modifiziert nach NASCe! AtEnsembl A.thaliana ContigView). Exons sind durch
schwarze Boxen dargestellt, Introns als durchgezogene graue Linie. Die Position der T-DNA in der T-DNA
Insertionslinie cherl-4 befindet sich im ersten Intron und die GGA - GAA Punktmutation in der Mutante
SO15A und cherl-5 im vierten Exon. Die eingezeichneten Primer (LP, RP und BP) wurden fur die
Genotypisierung von cherl-4 verwendet. (B) PCR-Analyse zum Nachweis der T-DNA Insertion mit
genomischer DNA als Template (oberes Gelbild); zur Amplifizierung des WT-Allels (links vom Standard) fir
At3915380 wurden die Primer KL63 und KL64 [Produkt 1115 bp] verwendet und zum Nachweis der T-DNA-
Insertion (rechte Seite vom Standard) die Primer KL63 und Lbal [Produkt etwa 700 bp]; als Qualitatskontrolle
der genomischen DNA diente die PCR-Amplifikation von AtAktin (unteres Gelbild). 1+2: Col-0, 3+4: cherl-4,
5+6: Negativkontrolle; (C) Semi-quantitative RT-PCR (oben) zeigt eine Herunterregulierung der CHER1
Transkriptmenge in der T-DNA Insertionslinie cherl-4. Hierfir wurden die Primer KL101 und KL157 [Produkt
472 bp] verwendet, wobei KL157 zwei Exons Uberspannt. 1: 100 bp Standard, 2: Col-0, 3: Col-16, 4: SO15A,
5: cherl-4, 6: Negativkontrolle. Die PCR-Amplifikation von AtAktin diente als Qualitatskontrolle fir die cDNA
(unten). (D) Makroskopischer Phénotyp von cherl-4; abgebildet sind 8 Wochen alte Pflanzen der Linien Col-0,
Col-16, SO15A und cherl-4; wie die Mutante SO15A weist cherl-4 ein stark verzogertes, buschiges
Wachstum auf; (E) Herunterregulierung der CHER1 Transkriptmenge resultiert in einer drastischen Reduktion
der MP17:GFP Fluoreszenz an Plasmodesmata in der Kreuzungslinie Col-16 x cherl-4 (abgebildet ist die
Linie #25); KLSM-Analyse von Epidermiszellen in Sourceblattern der Linien Col-16, SO15A, Col-16 x cherl-4.
MP17:GFP Fluoreszenz ist gruin dargestellt, die Zellwande wurden durch Propidiumiodid rot gefarbt; Standard
entspricht 20 um;

AnschlieRend sollte analysiert werden, ob ein knockdown von CHER1 die plasmodesmale
Lokalisation von MP17 beeinflusst. Fur die stabile Expression von MP17 erfolgte eine
Einkreuzung der Linie Col-16 in die T-DNA Insertionslinie cherl-4. Die Individuen der F1-
Generation zeigten einen Col-16-Wuchsphanotyp sowie Col-16-ahnliche Fluoreszenz
unter dem Stereofluoreszenzmikroskop. F2-Individuen, die sowohl fur MP17 als auch fur

die T-DNA Insertion homozygot waren, wurden schlieBlich mittels KLSM analysiert.

Hierbei konnte fur die Linie Col-16xcherl-4 deutlich weniger MP17:GFP Fluoreszenz an
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PD detektiert werden, ebenso wie es bei der Linie SO15A der Fall ist (siehe Abbildung
22E). Somit konnte gezeigt werden, dass sich bereits eine Herunterregulierung der
Transkriptmenge von CHER1 auf die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP
auswirkt.

Wie in Kapitel 2.2.3.3 beschrieben, konnte fiir die Mutante SO15A eine Akkumulation von
I6slichen Zuckern und Starke in Sourceblattern beobachtet werden. Um zu analysieren,
ob dieser Effekt auch ohne MPL17 auftritt, wurde der Zuckergehalt in der T-DNA
Insertionslinie cherl-4 bestimmt. Hierfir wurden von sechs Wochen alten Pflanzen der
Linien Col-0, Col-16, SO15A und cherl-4 von jeweils sechs Individuen pro Linie zwei
gegenuberliegende Sourceblatter beprobt. Fur cherl-4 war bezogen auf Col-0 die gleiche
Tendenz wie fir SO15A bezogen auf Col-16 zu erkennen (Abbildung 23). So war der
Gehalt an I6slichen Zuckern bis zu 2-fach und der Starkegehalt etwa 1,5-fach erhght. Dies
legt die Vermutung nahe, dass eine Akkumulation von Zuckern und Starke auch
unabhangig von MP17 allein durch die Mutation in At3g15380 verursacht wird, was
wiederum eine Beeintrachtigung des plasmodesmalen Transports nahelegen wirde. Bei
der Linie SO15A tritt demnach anscheinend ein additiver Effekt von MP17 und der
Mutation in CHER1 auf.

(A 5 (B) 120
100 *x
20 I !
= = 80
L 15 i
2 * 2 60 *
S s x
10 B
5 * g 40 —
5 11 = -
o NN | ‘ 0 - : : :
Col-0 Col-16 SO15A cherl-4 Col-0 Col-16 SO15A cherl-4

Abbildung 23: Gehalt an l6slichen Zuckern (A) und Stéarke (B) in den Arabidopsislinien Col-0, Col-16,
SO15A und cherl-4. Mittelwerte an Iéslichen Zuckern (Summe aus Glukose, Fruktose und Saccharose) und
Starke wurden Uber einen optisch-enzymatisch gekoppelten Test fir sechs Individuen pro Linie (Alter 6
Wochen) ermittelt. Standardbalken reprasentieren Standardfehler; *: P< 0,05 bestimmt mit einem modifizierten
T-Test nach Student;

2.3.1.2 Klonierung eines artificial micro RNA Konstruktes

Da fur CHERL1 nur eine T-DNA Insertionslinie zur Verfigung stand, wurde zusétzlich die
Klonierung eines artificial micro RNA (amiRNA) Konstruktes verfolgt, um eine
unabhangige Bestatigung zu erhalten. Das Design und die Klonierung der 21 bp langen
amiRNA-Sequenz erfolgten mit Hilfe des Internettools WMD3 - Web MicroRNA Designer
(http://'wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi) und ist in Kapitel 4.2.6 n&her

beschrieben. Das erhaltene Plasmid amiCHER1_pFV3 wurde in Agrobakterien
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transformiert und diese fir die stabile Transformation von Col-0 und Col-16 Pflanzen
eingesetzt, wobei im Folgenden nur Col-16_amiCHER1 Pflanzen beschrieben werden.
Nach der stabilen Transformation von Col-16 Pflanzen und BASTA-Selektion wurden
insgesamt 50 Pflanzen erhalten, die alle den charakteristischen Wachstumsphéanotyp von
SO15A und cherl-4 aufwiesen (Abbildung 24A). Die Herunterregulierung der CHERL1
Transkriptmenge wurde Uber RT-PCR validiert (Abbildung 24B). Die KLSM-Analyse
brachte die gleiche Reduktion der MP17:GFP Lokalisation an PD wie schon bei SO15A
und Col-16xcherl-4 zum Vorschein. Somit wurde ein unabhangiger Nachweis dafur
erbracht, dass eine Verringerung der CHER1 Transkriptmenge eine Verminderung der
plasmodesmalen Lokalisation von MP17:GFP zur Folge hat. Warum dies der Fall ist,

sollte im weiteren Verlauf untersucht werden.

(A) Abbildung  24: Analyse von  Col-

- 16_amiCHER1 Pflanzen. (A) Makroskopischer
Col-16_amiCHERT#1-20 cher1-4 Col-0 Phanotyp von Col-16_amiCHER1 Pflanzen
(Alter: 11 Wochen); Samen der mit dem
Konstrukt amiCHER1_pFV3 transformierten
Col-16 Pflanzen wurden auf Erde ausgebracht
und im Alter von 7 Tagen insgesamt 4x mit dem
Herbizid BASTA bespriiht; (B) Verifizierung der
Herunterregulierung von CHER1 Transkript-
mengen in Col-16_amiCHER1 Pflanzen mittels
semi-quantitativer RT-PCR (oben). Hierfiir
wurden die Primer KL101 und KL157 [Produkt
472 bp] verwendet, wobei KL157 zwei Exons
Uberspannt. S: Standard, K: Kontrollen -
Negativkontrolle, cherl-4, Col-0, Col-16; PCR-
Amplifikation ~ von  AtAktin  diente  als
Qualitatskontrolle fur die cDNA (unten). (C)
Verringerte CHER1 Transkriptmengen fiihren
zu einer Reduktion der MP17:GFP Fluoreszenz
an PD in Col-16_amiCHER1 Pflanzen; KLSM-
Analyse von Epidermiszellen in Sourcebléattern
der Linien Col-16, SO15A und Col-
16_amiCHER1#4. MP17:GFP Fluoreszenz ist
grin dargestellt, die Zellwéande wurden durch
~ | Propidiumiodid rot gefarbt; Standard entspricht
20 pm;

(B)
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2.3.2 Lokalisation von CHER1

Im Arabidopsis-Genom sind aufer At3g15380 sechs weitere Gene als ,Plasma-
membrane choline transporter family protein“ annotiert, von denen die meisten auch in der
Plasmamembran lokalisiert sein sollen (The Arabidopsis Information Resource (TAIR),
www.arabidopsis.org, Aug 07, 2014). Fir CHER1 wird neben der PM-Lokalisation jedoch
auch eine PD-Assoziation vorhergesagt (Benschop et al., 2007; Fernandez-Calvino et al.,
2011). Aus diesem Grund sollte zunachst tUberprift werden, ob CHERL1 tatséchlich eine
PM-Lokalisation oder womdéglich sogar eine Akkumulation an PD aufweist und ob die
eingebrachte Mutation zu einer Verénderung des Lokalisationsmusters flihrt. Zu diesem
Zweck wurden N- und C-terminale GFP-Fusionen mit dem CHER1 Wildtyp- und dem
Mutantenallel (CHER1_G247E) durchgefiihrt. Fur die C-terminalen GFP-Fusionen konnte
nur eine schwache und wenig reproduzierbare Fluoreszenz beobachtet werden. Aufgrund
des schwachen GFP-Signals wurden fur die folgenden Lokalisierungsstudien die N-

terminalen GFP-Fusionen mit dem silencing suppressor p19 koinfiltriert (Abbildung 25).

Abbildung 25: Lokalisierung von GFP:CHER1 und GFP:CHER1_G247E. Koinfiltration von
GFP:CHER1 (A-C) und GFP:CHER1_G247E (D-F) mit dem silencing suppressor p19. 2 dai lokalisieren
sowohl GFP:CHER1 (A) als auch GFP:CHER1_G247E (D) im ER, wobei GFP:CHER1 zusétzlich ein
Labeling von punktchenartigen Strukturen zeigt. 3 dai lokalisiert GFP:CHER1 (B, C) an der
Plasmamembran und Vesikel-ahnlichen Strukturen, welche stark an Endosomen erinnern. Im Gegensatz
dazu scheint GFP:CHER1_G247E (E, F) weiterhin im ER zu verbleiben. GFP-Fluoreszenz ist griin und
Chlorophyll-Autofluoreszenz ist blau dargestellt. Standard entspricht 20 um.
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Zwei Tage nach der Infiltration lokalisierten GFP:CHER1 und GFP:CHER1_G247E beide
im ER. Dieses Muster verlagerte sich drei Tage nach der Infiltration fir GFP:CHER1 zu
einer PM-Assoziation verbunden mit einer Lokalisation in Vesikel-ahnlichen Strukturen,
womdglich Endosomen, wohingegen GFP:CHER1 _G247E weiterhin im ER verblieb.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der Austausch von Glycin zu Glutamat die PM-
Lokalisation von CHER1 beeintrachtigt. Die Vorhersage der Membrantopologie von
CHER1 unter Verwendung der Internettools MEMSATS3 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk) und
TOPO2 (http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-bin/open-topo2.py) brachte zum Vorschein, dass
CHERL1 insgesamt zehn Transmembrandomanen aufweist und sowohl der N-, als auch
der C-Terminus des Proteins in das Cytoplasma ragen. Weiterhin lasst sich ein groRRer
extrazellularer Loop am N-Terminus erkennen. Die G zu A Transition in der Linie SO15A
resultiert in dem Aminosaureaustausch G247E in der zweiten Transmembrandoméne
(Abbildung 26, blau hervorgehoben). In diesem Zusammenhang ware es mdoglich, dass
das durch die Mutation verursachte Einbringen einer negativen Ladung in die zweite
Transmembrandoméne in einer fehlerhaften Faltung des Proteins, einem gestorten

Membraneinbau oder einem beeintrachtigten ER-Export resultieren konnte.

Abbildung 26: Transmembrantopologie
Extrazellular von CHER1l. Die Vorhersage der
Transmembrantopologie von CHER1
erfolgte durch die Internettools MEMSAT3

SO000C

Boooooooooon | ooo0000aK 8 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk) und TOPO2
g g (http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-bin/open-
g 8 J— topo2.py). Der aus der Transition G > A
resultierende Austausch von Glycin zu
erepmees oS s ol e co R e R oM< s leoC oo Glutamat in der Mutante SO15A in der
PM & % % gg g2 o & = 2 §E§ zweiten Transmembrandoméne ist blau
o2 P b T BH G oo o hervorgehoben. PM: Plasmamembran;

Cytosol

2.3.3 Interaktion CHER1 und MP17

Der Nachweis einer direkten Interaktion zwischen CHER1 und MP17 sollte in planta
mittels bimolekularer Fluoreszenzkomplementation (BiFC) erfolgen (Walter et al., 2004).
Hierfir wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Walter Schréder CHER1 und MP17
entweder mit den ersten 155 Aminosduren oder den restlichen carboxyterminalen
Aminosauren des gelb-fluoreszierenden YFP-Derivates Venus fusioniert, welches
aufgrund einer Mutation eine grol3ere Stabilitat als das urspringliche YFP aufweist (Nagai

et al., 2002). Kommen die zu testenden Fusionsproteine durch eine direkte oder indirekte
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Interaktion in r&umliche Né&he, erfolgt die Rekonstitution des Fluorophors, welches
daraufhin bei einer Wellenlange von 514 nm angeregt werden kann. Die in Kapitel 4.2.14
erwahnten Kombinationen wurden in N. benthamiana Uber Agroinfiltration transient
koexprimiert und 48 Stunden danach mit dem KLSM auf eine Interaktion hin untersucht
(Abbildung 27).

Abbildung 27: BIFC-Analyse von CHER1 und MP17. Egidermiszellen von N.benthamiana 48 h nach
Infiltration mit (A) XopJ-YFP" + NtRPT6-YFP®, (B) VENUS®-CHER1 + MP17-VENUS" und (C) VENUS®-
CHER1_G247E + MP17-VENUSN; YFP-Fluoreszenz ist gelb dargestellt, Autofluoreszenz der
Chloroplasten rot; Uberlagerung mit Durchlichtbildern (B, C). GroRenstandard entspricht 20 pm;

Dabei konnte jedoch nur fiir die Positivkontrolle, der Kombinationen von XopJ-YFP" und
NtRPT6-YFP® (Ustiin et al., 2013) YFP-Fluoreszenz an der Plasmamembran detektiert
werden, wohingegen alle Kombinationen des Cholintransporters CHER1 mit MP17 keine
Fluoreszenz zeigten (Walter Schroder, unverdoffentlicht).

2.3.4 Auskreuzung von MP17 aus der Mutante SO15A

Fir weiterfUhrende Arbeiten war es ebenfalls von Vorteil, MP17 aus der Mutante SO15A
auszukreuzen, da die konstitutive Expression von MP17 viele Nebeneffekte, insbesondere
in Hinsicht auf Zucker- und Starkeakkumulation, hervorruft. In der F2-Generation der
Kreuzung Col-O0xSO15A konnten von 90 analysierten Individuen zehn Pflanzen
selektioniert werden, die zum einen den Wachstumsphéanotyp der Mutante SO15A
aufwiesen - wodurch garantiert ist, dass die Mutation in CHER1 homozygot vorliegen
muss - und bei denen zum anderen das MP17 Transgen via PCR-Amplifikationen mit
spezifischen Primern nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Diese Mutanten, welche
die Punktmutation mehr oder weniger im Wildtyphintergrund tragen, werden im Folgenden
als cherl-5 bezeichnet. Die makroskopische Analyse acht Wochen alter Pflanzen zeigte
die charakteristische Wuchsretardierung, allerdings sind cherl-5 Mutanten geringfiigig
groRBer als die Mutante SO15A, deren Wachstum durch die Anwesenheit von MP17
zusatzlich verzogert ist (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Makroskopische Analyse
cher1-4 cher1-5 von cherl-5. Abgebildet sind 8 Wochen
alte Pflanzen der Linien Col-0, cherl-4 und
cherl-5.

2.3.5 Komplementation SO15A

Um eine Komplementation des Mutantenphéanotyps zu erzielen, wurde das Wildtypgen mit
verschiedenen Tags in die Mutanten Uber floral dip stabil eingebracht (siehe Kapitel
4.2.7). Allerdings konnten mittels BASTA-, bzw. Kanamycin-Selektion in der T1-
Generation keine positiven Pflanzen selektioniert werden. Da die artificial micro RNA-
Daten einen unabhangigen Nachweis des Genortes lieferten, wurde von weiteren

Komplementationsversuchen Abstand genommen.

2.3.6 Metabolitmessungen

2.3.6.1 Messung des Cholingehaltes

Die TAIR-Annotation von CHER1 als ,Plasma-membrane choline transporter family
protein“(http://www.arabidopsis.org/serviets/TairObject?type=locus&name=AT3G15380&s
ub_type=gene&term) warf die Frage auf, ob die Cholinkonzentration in der Mutante
verandert ist. Um zu Uberprifen, ob sich der Defekt in dem putativen Cholintransporter
CHERL1 in einem Entwicklungs-abhangigen Prozess auf die Pflanze auswirkt, wurden
Blatter verschiedener Entwicklungsstadien von acht Wochen alten Pflanzen der Linien
Col-0, Col-16 und SO15A beprobt. Hierfir wurden jeweils finf Gruppen aus finf
Individuen erzeugt, wobei pro Individuum drei Blatter verwendet wurden, und das Gewicht
der Blattproben bestimmt. Als Sinkblatter wurden jeweils Blatt #5, 6 und 7 geerntet, als
Sourceblatter die gréfiten Blatter und als seneszente Blatter die altesten Blatter mit
beginnenden Chlorosen. Bei der Cholinmessung zeigte sich, dass der Cholingehalt in der
Mutante SO15A in Sourceblattern und seneszenten Blattern etwa 2-fach im Vergleich zu
Col-0 und Col-16 erhdht war, wahrend in Sinkblattern keine signifikanten Unterschiede

festzustellen waren (Abbildung 29). Es blieb aber weiterhin unklar, ob CHER1 als Importer
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oder Exporter fir Cholin fungiert und folglich blieb auch die Frage offen, in welchem

subzellularen Kompartiment der Zelle Cholin akkumuliert.

Abbildung 29: Quantifizierung des

mCol-0 mCol-16 =SOI15A Cholingehaltes in Col-0, Col-16 und
90 * SO15A. Abgebildet sind Mittelwerte des
T Cholingehaltes +/- Standardabweichung
80 von je vier oder funf Probengruppen (je
70 | 5 Individuen; Alter 8 Wochen) pro Linie
und Entwicklungsstadium (Sink, Source,
E 60 B Seneszenz); *: P< 0,05 bestimmt mit
o 50 * — einem  modifizierten  T-Test nach
© 40 T T ] Student; die Messung wurde von Dr.
= T * Jorg Hofmann durchgefiihrt.
30 + I —k —
20 + T —
10 -+ —
0 Ha
Sink Source Seneszenz

2.3.6.2 Messung der Fettsauren

Phosphatidylcholin ist das Hauptphospholipid in Tieren und Pflanzen, insbesondere in der
Plasmamembran und wird u.a. aus freiem Cholin gebildet (http:/lipidlibrary.aocs.org/
lipids/pc/index.htm). Somit kénnte der in der Mutante SO15A beobachtete Phénotyp, d.h.
sowohl die extreme Wachstumsretardierung als auch die stark reduzierte MP17:GFP
Fluoreszenz an PD, auf eine Verdnderung in der Membranzusammensetzung
zuriickzufuihren sein. Um einen ersten Hinweis auf eine veranderte Membranzusammen-
setzung zu bekommen, wurde zunéchst analysiert, ob die Zusammensetzung der
Fettsduren in der Mutante SO15A und der T-DNA Insertionslinie cherl-4 im Vergleich zu
Col-0 und Col-16 verandert ist. Hierfir wurde von Jorg Hofmann ein Protokoll zur Isolation

und Messung von Fettsduren etabliert (siehe Kapitel 4.2.12).

Abbildung 30: Messung des

mCol-0 mCol-16 mcherl-4 = SO15A Fettsduregehalts in  Plasma-
membranpréparationen von Col-
35 — 0, Col-16, SO15A und cherl-4.

Gemessen wurden aufgearbeitete
Blattproben 13  Wochen alter
Pflanzen von je 4 Individuen der
Linien Col-0, Col-16, SO15A und
cherl-4; die Messung wurde von
Dr. J6rg Hofmann durchgefihrt.

pg/g FW

160 161 180 181 182 183
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Die Ergebnisse (siehe Abbildung 30) deuteten darauf hin, dass Palmitinsaure (16:0) in der
Mutante SO15A und der T-DNA Insertionslinie cherl-4 im Vergleich zu Col-0 und Col-16
deutlich reduziert ist. Ein ahnlicher Trend zeigte sich in der Plasmamembranpraparation
auch bei den anderen gemessenen Fettsauren mit Ausnahme von 18:0. Fir 18:1
Fettsauren tritt dieser Effekt im Vergleich zu Col-16 noch deutlicher auf, allerdings liegt
der Wert fuir Col-0 hier ebenfalls im Bereich von SO15A und cherl-4.

2.3.6.3 Messung der Phospholipide

Wie soeben beschrieben, ergab eine Messung der Fettsduren, dass Palmitinsaure (16:0)
in der Mutante SO15A und cherl-4 reduziert ist. Um die genaue Bedeutung dieses
Ergebnisses fir die Zusammensetzung der Plasmamembran zu ermitteln, erfolgte im
Anschluss eine Messung der Gehalte verschiedener ausgewahlter Phospholipide in der T-
DNA Insertionslinie cherl-4 und der Mutante cherl-5 (Erlauterung siehe Kapitel 2.3.4,
Anhang Tabelle 22) im Vergleich zu Col-0 (Abbildung 31). Tatséchlich war der Gehalt an
Phosphatidylcholin 759,0 in den CHER1-Mutanten im Vergleich zu Col-0 signifikant um
etwa 14 % reduziert. Im Gegensatz dazu zeigte der Gehalt an Phosphatidylethanolamin
718,7 eine dementsprechende Erhéhung.

Abbildung 31: Konzentration

mCol-0 mcherl-4 r© cherl-5 ausgewahlter Phospholipide in
160 CHER1-Mutanten. Abgebildet sind
Mittelwerte + Standardabweichung

140 der verschiedenen Phospholipide;
gemessen wurden 4 oder 5
120 Probengruppen (je 5 Individuen;
Alter der Pflanzen: 8 Wochen) pro
100 Linie. *: P< 0,05 bestimmt mit
einem modifizierten T-Test nach
; 80 Student;
Lz'i PE: Phosphatidylethanolamin
D 60 PC: Phosphatidylcholin
= LPE: Lysophosphatidylethanolamin
40 LPC: Lysophosphatidylcholin
PS: Phosphatidylserin
20 PA: Phosphatidsaure
PI: Phosphatidylinositol
0
’\ A ‘b A
P & ,\éb/\ SN (I/bb(b\% g %«% «%,go

QQ,/QQ/ Q‘(/ Q QO 2O /Q({/Q((,/ O 3 Q"o{zv/QV/Q\ QD7

Weiterhin war die Konzentration an Lysophosphatidylcholin 518,5 in den CHER1-
Mutanten signifikant verringert. Dieses Ergebnis unterstitzt die Hypothese, dass CHER1

als Cholinimporter fungieren kénnte, der das durch Hydrolyse von Phosphatidylcholin
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durch die Phospholipase C oder D im Apoplasten entstandene Cholin in die Zellen

transportiert, um daraus wieder Phosphatidylcholin zu regenerieren.

2.3.7 Keimlingsversuche

2.3.7.1 Propiconazol-Assay

Bei Betrachtung des Phanotyps in der T-DNA Insertionslinie cherl-4 sowie der Mutante
SO15A fiel die Ahnlichkeit zu Brassinosteroidmutanten auf (Clouse, 2011). Deshalb galt
es zu untersuchen, ob die starke Verminderung der plasmodesmalen Lokalisation von
MP17 in der Mutante SO15A durch die Hemmung der Brassinosteroid-Biosynthese in Col-
16 phanokopiert werden kann. Hartwig et al. (2012) konnten zeigen, dass die Triazol-
Verbindung Propiconazol in einer Konzentration von 2 uyM die Brassinosteroid-
Biosynthese inhibiert. Aus diesem Grund wurden Col-16 Samen auf MS-Platten ohne und
mit 2 puM Propiconazol ausgebracht und nach zehn Tagen mittels KLSM analysiert. Die
mit dem Inhibitor behandelten Keimlinge zeigten eine deutliche Wachstumsverzdgerung
sowie verkurzte Wurzeln (siehe Abbildung 32). Jedoch konnte weder in Kotyledonen noch
in Sourceblattern ein Unterschied zwischen unbehandelten und behandelten Proben in
Bezug auf die MP17 Lokalisation festgestellt werden (Abbildung 32).

-Pcz +Pcz

8,0
6,0
4,0

0,0
Col-16 - Col-16 +
Pcz Pcz

Wurzelldnge in mm
N
o

Abbildung 32: Einfluss des Inhibitors
Propiconazol (Pcz) auf die PD-
Lokalisation von MP17:GFP in Col-16
Keimlingen; Col-16 Keimlinge wurden
auf MS-Platten - und + Pcz ausgebracht
(Endkonzentration 2 pM). Nach 10 Tagen
zeigten die behandelten Keimlinge eine
deutliche Wachstumsverzdégerung und
verklrzte Wurzeln. Die Lokalisation von
MP17:GFP in Kotyledonen (A) und
Sourceblattern (B) wurde (ber KLSM
Uberpruft. MP17:GFP Fluoreszenz ist
grun dargestellt, die Zellwande wurden
durch  Propidiumiodid rot  gefarbt;
[mm— GroRenstandard = 20 um.
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2.3.7.2 Fenpropimorph-Assay

Sterole gehoéren zur Familie der Isoprenoide und sind als Membrankomponenten
essentiell fur Tiere und Pflanzen (He et al., 2003). Da eine Verdnderung des
Cholingehaltes in der Zelle sich auch auf die Sterolsynthese auswirken kénnte, wurde
zusatzlich ein Keimlingsversuch mit Fenpropimorph (FEN) durchgefiihrt. FEN dient als ein
spezifischer Inhibitor der Sterolsynthese, genauer der Sterol C-14 Reduktase und
beeinflusst das Wachstum von Arabidopsiskeimlingen bei einer Konzentration von 1 pM
(He et al., 2003; Schrick et al., 2004). Wirde die veranderte Membranzusammensetzung
in der Mutante SO15A auch die Sterolsynthese beeinflussen, kénnte der Phéanotyp
mdglicherweise durch eine Inhibierung der Sterolsynthese imitiert werden. Zu diesem
Zweck wurden Col-16 Samen auf MS-Platten ohne und mit dem Inhibitor FEN
(Endkonzentration von 1 uM) ausgebracht. Die mit dem Inhibitor behandelten Keimlinge

zeigten eine deutliche Wachstumsverzoégerung (Abbildung 33).

(A) (B) Abbildung 33: Einfluss des Inhibitors

5,.’&‘- - 2 " S Fenpropimorph  (FEN) auf das

‘o - Yo ™ Wachstum von Col-16 Keimlingen.

!?3’ o8 o, 'P’""“C\ Col-16 Keimlinge wurden auf MS-

’l 7 ,s?,’*’: v N \ Platten (A) ohne und (B) mit FEN

i'::t"' ﬁ/g‘ g'@ < » ""‘S"@,ﬁ F “ (Endkonzentration 1 puM) ausgebracht.

&5 .ii' S g o5 Nach 19 Tagen zeigten die behandelten

LN ¥ ¥ & Keimlinge im Vergleich zu den

\ e et = N Keimlingen auf den Kontrollplatten eine
(oo L R ke deutliche Wachstumsverzégerung.
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Nach 19 Tagen wurden die Keimlinge mittels KLSM analysiert (siehe Abbildung 34). In
Kotyledonen und in Sinkblattern konnte jedoch kein Unterschied in der MP17:GFP
Fluoreszenz an PD beobachtet werden. Die Sourceblatter waren jedoch durch den
Einfluss des Inhibitors so stark verkiimmert, dass die Mikroskopie keine klaren Aussagen
zulie3. Die Tatsache, dass in Kotyledonen kein Unterschied beobachtet werden konnte,
koénnte jedoch daraus resultieren, dass die fur Keimung bendtigten Speicherstoffe alle aus
dem Samen bezogen werden und sich die Inhibierung der Sterolsynthese erst spater
auswirkt. Aus diesem Grund wurden die Keimlinge der Kontrollplatten ohne FEN im Alter
von 23 Tagen auf MS-Platten mit Inhibitor umgesetzt und nach weiteren zwei Wochen die
Sourceblatter mittels KLSM untersucht. Allerdings konnte auch hier konnte keine
veranderte MP17:GFP Fluoreszenz an PD detektiert werden (Abbildung 34).
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Kotyledonen Sinkblatt Sourceblatt

h --
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Abbildung 34: Einfluss von Fenpropimorph auf die plasmodesmale Lokalisation von MP17:GFP in Col-
16 Keimlingen. Col-16 Keimlinge wurden auf MS-Platten - und + FEN (Endkonzentration von 1 pM)
ausgebracht. Nach 19 Tagen wurde die Lokalisation von MP17:GFP in Kotyledonen und Sinkblattern tber
KLSM Uberprift. Keimlinge auf den Kontrollplatten wurden im Alter von 23 Tagen auf Platten + FEN
umgesetzt und nach weiteren 14 Tagen die Sourceblatter analysiert. MP17:GFP Fluoreszenz ist griin
dargestellt, die Zellwéande wurden durch Propidiumiodid rot gefarbt; GréRenstandard = 20 um

2.3.8 Differentiell regulierte endogene Transkripte in CHER1-Mutanten

In Anbetracht des ausgepragten Phéanotyps der CHER1-Mutanten, sollte als néchstes
Uberprift werden, ob fundamentale Unterschiede in der Genexpression vorliegen. Hierflr
wurde eine Mikroarrayanalyse mit den Arabidopsislinien Col-0, cherl-4 und cherl-5
durchgefuhrt.  Eine  Clusteranalyse unter Verwendung des hierarchischen
Clusteralgorithmus und der ,Pearson uncentered correlation in GENESPRING XII
(AgilentTechnolgies, http://www.chem.agilent.com) zeigte, dass das Genexpressions-
muster der beiden CHER1-Mutanten eindeutig von der Kontrolllinie Col-0 unterschieden
werden kann. Die Identifikation differentiell regulierter Gene zwischen cherl-4, cherl-5
und Col-0 (= 2.0-fold change und p < 0.05) erfolgte durch eine Filterung des erhaltenen
Datensatzes mittels T-Tests unpaired und Benjamini Hochberg Korrektur. Die weiteren
Analysen basierten auf der Annahme, dass diejenigen Gene, die fir den
charakteristischen Phanotyp verantwortlich sind, sowohl in cherl-4 als auch in cherl-5
gegenuber Col-0 differentiell exprimiert sein sollten. Durch Erstellen eines Venn-
Diagramms aus den 1540 deregulierten Features fir cherl-5 und den 1317 deregulierten

Features fur cherl-4, verblieben insgesamt 960 Mikroarray-Elemente, die in beiden
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Mutanten im Vergleich zum Wildtyp differentiell reguliert sind (Abbildung 35, Liste siehe
Anhang Tabelle 23).

Abbildung 35: Venn-Diagramm  zur
Identifizierung von Features, die sowohl
in cherl-4 als auch in cherl-5 im
Vergleich zu Col-0 differentiell reguliert
sind. Von 1540 deregulierten Features fir
cherl-5 und 1317 deregulierten Features fir
cherl-4 konnten insgesamt 960 Kandidaten
identifiziert werden, die in beiden Mutanten

T Test unpaired T Test unpaired im Vergleich zu Col-0 differentiell reguliert
[cher1-5]vs [Col-0] [cher1-4]vs [Col-0] sind
P =005 FC22,0 P <0,05,FC 22,0 '

- 1540 Entities . - 1317 Entities
T 240 Features / 200 Loci

l’ 720 Features/ 613 Loci

Davon waren insgesamt 240 Features hochreguliert und 720 Features herunterreguliert
und konnten 200, bzw. 613 Genorten (Loci) zugeordnet werden. Um einen ersten Einblick
zu bekommen, welche Prozesse angereichert sind, wurde eine funktionelle

Kategorisierung durchgefuhrt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Funktionelle Kategorisierung der deregulierten Transkripte. Die funktionelle
Kategorisierung wurde unter Verwendung der MAPMAN bins (http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman)
durchgefihrt. Hierfir wurde der Prozentsatz der signifikant regulierten Features fir eine spezifische
funktionale Gruppe relativ zum Prozentsatz der Features der jeweiligen Gruppe auf dem gesamten Chip
bestimmt.

64



ERGEBNISSE

Diese zeigte jedoch eine ahnliche Verteilung der angereicherten Kategorien fir die
Uberkategorien ,hochreguliert* und “herunterreguliert‘. Aufgrund der verénderten
Membranzusammensetzung wurde zunachst die Kategorie Lipide sowie differentiell
regulierte Gene, die potentiell am Lipidmetabolismus beteiligt sind, ndher analysiert (siehe
Anhang Tabelle 21). Hier fiel eine Herunterregulierung von At5g63770, welches fur eine
Diacylglycerolkinase kodiert, auf. Diese phosphoryliert Diacylglycerol (DAG) und ist
dadurch an der Bildung von Phosphatidsaure (PA), einem wichtigen lipid messenger,
beteiligt. Ebenso war der Transkriptlevel fir At3g63200 verringert, wobei das durch
At3g63200 kodierte PATATIN-like protein 9 an der Produktion von Lysophospholipiden
und freien Fettsauren beteiligt ist (Ryu, 2004). Interessanterweise konnte auch bei
downstream targets von PA eine beachtliche Herunterregulierung beobachtet werden, v.a.
fir Gene Ethylen-abhdngige Prozesse, Abwehr-assoziierte Prozesse, sowie in den
Bereichen signalling und Vesikeltransport. Bei einem Abgleich mit dem Kapitel ,Acyl-Lipid-
Metabolism“ des Arabidopsis Book (Li-Beisson et al., 2013) fiel eine vermehrte
Herunterregulierung von Genen, die potentiell an der Synthese von sehr langkettigen
Fettsauren (very long chain fatty acids, VLCFA), kutikularen Wachsen und Suberin
beteiligt sind, auf. Ebenso waren Gene der Sterolsynthese und potentiell lipid raft
assoziierte Proteine betroffen. Im Gegensatz dazu lie3en sich die hochregulierten Gene in
dieser Kategorie keiner eindeutigen Gruppe zuordnen.

AnschlieRend wurden die restlichen Kategorien ndher analysiert. Hier stach vor allem eine
vermehrte Herunterregulierung fir Gene, die an der Xylementwicklung wie auch dem
Zellwand- und Ligninmetabolismus beteiligt sind, ins Auge. So waren die
Expressionshéhen des Transkriptionsfaktors Myb46, dem Masterregulator der
Sekundarzellwandsynthese, sowie von 20 aus insgesamt 37 putativen Zielgenen von
Myb46 in den CHER1 Mutanten verringert (Kim et al., 2012). Ebenso zeigte sich eine
Herunterregulierung von neun von insgesamt 17 in Arabidopis vorkommenden Laccasen.
In der Liste der hochregulierten Gene fiel besonders SAG29 auf, dessen Expression in
cherl-5 169,7-fach und in cherl-4 80,6-fach im Vergleich zu Col-0 erhoht war. SAG29,
der auch unter dem Namen AtSWEET15 bekannt ist, gehort zur Familie der Sweet
Zuckertransporter und zeigt in Blattern eine 22-fache Induktion wahrend der Seneszenz
(Chen et al., 2010). Weiterhin auffallig war eine Hochregulierung von Transkripten, die an
der ER-Stressreaktion und der ER unfolded protein response beteiligt sind, sowie von

sechs Monothiol Glutaredoxinen.
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3 Diskussion

3.1 Wodurch wird die PD-Lokalisation von MP17 vermittelt?

Virale Movementproteine (MP) sind aufgrund ihrer Lokalisation an Plasmodesmata (PD)
sowie der Fahigkeit diese Zell-zu-Zell Kontakte zu modifizieren ein wichtiges
Analysewerkzeug fur die Identifizierung von PD-Komponenten. Der weltweit erste
identifizierte Virus ist der Pflanzenvirus Tobacco mosaic virus (TMV) (Stanley, 1935). So
Uberrascht es nicht, dass dessen Movementprotein, TMV MP30, das Modelprotein fir
eine Vielzahl an Studien zu viralen Movementproteinen wurde. Im Gegensatz dazu ist nur
sehr wenig Uber das Movementprotein des Potato leafroll virus, PLRV MP17, seine
funktionellen Domanen sowie dessen PD-Targeting Mechanismus bekannt. Friihe Studien
konnten mittels Deletionsanalysen die Nukleinsaurebindeaktivitat des C-terminalen Teils
(AS 57-156) nachweisen (Tacke et al., 1991). Weiterhin wurde Uber zielgerichtete
Mutagenese eine putative N-terminale amphiphatische Alphahelix (AS 38-54) identifiziert,
die fur die Dimerisierung des Proteins in vivo von Bedeutung ist (Tacke et al., 1991; Tacke
et al., 1993).

3.1.1 PD-Targeting der MP17-Deletionsvarianten

Basierend auf den in Absatz 2.1 beschriebenen Deletionsanalysen, konnte im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass der MP17 C-Terminus (AS110-156) zwar essentiell fur
das PD-Targeting des Movementproteins ist, alleine jedoch nicht dafir ausreicht. PD-
Targetingmotive wurden bereits in anderen Studien auf diese Weise getestet. So
vermittelte die Transmembrandomane von PDLP1, dem bislang einzigen PD-Protein mit
Rezeptorfunktion fir virale MP, eine vollstandige PD-Lokalisation des entsprechenden
YFP-Fusionsproteins (Thomas et al.,, 2008). Im Gegensatz dazu konnte ein kurzes
identifiziertes PD-Targetingmotiv des Kirbis Phloemproteins Hsc70-1 (heat shock
cognate 70-1) alleine nicht die gewiinschte PD-Interaktion des GFP-Fusionsproteins
bewirken, wohingegen fiir eine heterochimare Fusion des Motivs mit dem humanen
Hitzeschockprotein 70 eine Zell-Zell Verbreitung beobachtet werden konnte (Aoki et al.,
2002). Dies deutet darauf hin, dass fiur einige Proteine zusatzlich zu bestimmten
identifizierten Motiven oftmals weitere Motive und/oder korrekte Tertidrstrukturen
notwendig sein kdnnten, um eine PD-Lokalisation zu gewahrleisten. Fir MP17 lokalisiert
erst die Deletionsvariante MP17A1-27 wieder an PD. Dies kdnnte ein Indiz dafir sein,

dass auch in diesem Fall kirzere Varianten nicht richtig gefaltet sind. Eine weitere
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Ursache kénnte darin bestehen, dass ein zweites, flr das Targeting notwendiges Signal
innerhalb der DDII (AS 30-37) vorliegt. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten demnach
daraufhin, dass fir die plasmodesmale Lokalisation von MP17 sowohl der zweite
unstrukturierte Bereich im N-Terminus des Proteins als auch der C-terminale
unstrukturierte Bereich von Bedeutung sind. Vorstellbar wére in diesem Zusammenhang,
dass es durch eine Wechselwirkung zwischen bestimmten Aminosauren zur Ausbildung
spezieller Tertiarstrukturen kommt, welche fir die PD-Lokalisation von MP17 von
Bedeutung sind.

Uberraschenderweise zeigten die Deletionsanalysen auch eine Lokalisation in
Chloroplasten fir drei der analysierten MP17-Deletionsvarianten und im Einklang damit
versteckte Chloroplastentransitpeptide innerhalb des Proteins. Dieses Ergebnis kénnte
auf einen evolutiondren Zusammenhang zwischen endosymbiontischer und interzellul&rer
Kommunikation sowie den entsprechenden Signalsequenzen fir Proteintargeting
hindeuten. Um zu Uberprifen, ob diese Beobachtung spezifisch fir MP17 war, wurden in
Kooperation mit Heinrich Sticht (Bioinformatik, Institut fiir Biochemie) 4002 E.coli K12
Proteine auf die Anwesenheit potentieller Chloroplastentransitpeptide untersucht. Dabei
wurde fur 163 Kandidaten ein potentielles Chloroplastentransitpeptid mit Werten zwischen
0,5 und 0,56 vorhergesagt (Heinrich Sticht, personliche Kommunikation). Demzufolge sind
derartige versteckte potentielle Targetingsignale vermutlich weitverbreitet und nicht

spezifisch fir virale MP.

3.1.2 Phosphorylierung von MP17 ist essentiell fiir dessen PD-Lokalisation

Die Bedeutung von Phosphorylierungen fir die Lokalisation und Funktion von viralen MP
konnte bereits in verschiedenen Studien belegt werden (Lucas und Lee, 2004). Fir TMV
MP30 konnte eine Phosphorylierung sowohl in vitro durch eine Kinase in
Zellwandfraktionen aus Tabakblattern als auch in vivo in Protoplasten aus Tabak BY2-
Suspensionzellkulturen bestatigt werden (Watanabe et al., 1992; Citovsky et al., 1993).
Der Effekt dieser posttranslationalen Modifikation auf die Proteinfunktion beschrankt sich
allerdings nicht nur auf virale Movementproteine. Lee et al. (2005) identifizierten die PD-
assoziierte Kinase PAPK1 aus Arabidopsis, bzw. PAPK aus Tabak, wobei PAPK neben
TMV MP30 auch das endogene NCAP LEAFY phosphorylieren konnte. Die
Phosphorylierung des Kiirbis NCAP Cm-PP16-1 (Cucurbita maxima phloem protein 16) ist
sogar eine Voraussetzung fur dessen Vermoégen, das SEL der PD zu madifizieren (Taoka
et al., 2007). Weiterhin ist die Phosphorylierung des Kapsidproteins des Potato virus A

sowie des Bamboo mosaic virus durch die Proteinkinase CK2 essentiell fiir die
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Virusverbreitung (lvanov et al.,, 2003; Hung et al.,, 2014). GleichermalRen ist die
Phosphorylierung von TGBpl des Potexvirus Potato virus X durch eine CK2-Kinase an
der Regulation der PVX-Verbreitung beteiligt (Médena et al., 2008; Verchot-Lubicz et al.,
2010). Die Kinase NsAK scheint wiederum ein Regulator des nuclear shuttle proteins des
Cabbage leaf curl virus und somit auch der Virusverbreitung zu sein (Florentino et al.,
2006). Die so eben erwahnten Studien deuten auf einen generellen Mechanismus hin, der

die Phosphorylierung von Proteinen, die zu/iiber PD transportiert werden, beinhaltet.

Auch fur MP17 konnte eine Phosphorylierung in planta nachgewiesen werden (Tacke et
al., 1993). Mittels Expression verkurzter MP17-Versionen in E. coli und anschliel3ender
Inkubation mit Membranpraparationen der Kartoffel oder Proteinkinasen grenzten
Sokolova et al. (1997) die Region der Phosphorylierung zwischen AS 55-95 ein. In
Vorarbeiten zu dieser Arbeit gelang es, die in planta Phosphorylierung von MP17 zu
bestatigen, nachdem ein A-Phosphatase-Verdau von aus Arabidopsis aufgereinigtem
MP17:HIS zu einem Mobilitatsshift in der SDS-PAGE fuhrte. Weiterhin konnten fur MP17
Uber Massenspektroskopie insgesamt vier phosphorylierte Serinreste (S) - S71, S79,
S137 und S140 - identifiziert werden (Vogel, 2009; Link et al., 2011). Die Bedeutung der
Phosphorylierung fur die plasmodesmale Lokalisation von MP17 sollte daraufhin in dieser
Arbeit mittels Mutantenanalysen untersucht werden. Ahnliche Studien wurden bereits fiir
TMV MP30, das MP des Abutilon mosaic virus, TGBp3 - eines der Movementproteine des
Potato mop-top virus - und das MP des Tomato mosaic virus durchgefiihrt (Kawakami et
al., 1999; Waigmann et al., 2000; Karger et al., 2003; Trutnyeva et al., 2005; Kleinow et
al., 2009; Samuilova et al.,, 2013). S71 und S79 von MP17 lokalisieren in der
vorhergesagten globularen Domane, S137 und S140 dagegen im unstrukturierten C-
Terminus. Uber eine PCR-Mutagenese erfolgte der Austausch der beiden Serinpaare
inklusive der benachbarten Serine und Threonine, die ersatzweise phosphoryliert werden
koénnten, gegen Alanin. Es konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von S71
und S79 essentiell fur die PD-Lokalisation von MP17 ist, wohingegen die
Phosphorylierung von S137 und S140 keinen Einfluss auf das PD-Targeting austbte. Die
Alaninsubstitution von S71/S79 flhrte stattdessen zu beweglichen MP17:GFP Aggregaten
variierender GroRRe im Cytoplasma sowie entlang der Zellperipherie. Dies kénnte darauf
hindeuten, dass der Transport zu PD nicht vollstandig beeintrachtigt ist, sondern vielmehr
die stabile Assoziation der MP17-Phosphorylierungsmutante an PD. Ahnliche Strukturen
wurden von Grefen et al. (2010) beschrieben, als sie die Lokalisierung von SYP121:GFP
Fusionsproteinen unter der Kontrolle des CaMV35S-Promotors untersuchten. Die
Expression des Fusionsproteins unter Kontrolle des UBQ10 Promotors flihrte jedoch zu

einem Verlust der beobachteten Aggregate. Die Autoren schlussfolgerten, dass die
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mobilen Aggregate sogenannte inclusion bodies darstellten, welche aus der starken
Uberexpression durch den 35S-Promotor resultierten. In diesem Zusammenhang ist es
vermutlich eher unwahrscheinlich, dass die fur MP17A69-81 beobachteten Aggregate
Bestandteil der normalen PD-Transportroute in Richtung Zellperipherie sein kdénnten.

Analysen des TMV MP30 ergaben, dass eine initiale Phosphorylierung des
Movementproteins dessen PD-Targeting erhdht, wahrend eine weitere Phosphorylierung,
die mdglicherweise wéahrend der PD-Passage erfolgt, der Ablésung des Proteins von den
PD dient (Trutnyeva et al., 2005). Diese Hypothese wurde von Karpova et al. untersttzt,
die zeigen konnten, dass TMV MP30 Ribonukleoproteinkomplexe in vivo translatierbar
waren, jedoch nicht in vitro, auer es erfolgte deren Phosphorylierung (Karpova et al.,
1997, Karpova et al., 1999). In diesem Zusammenhang wére es denkbar, dass
sequentielle Phosphorylierungen von Movementproteinen deren Targeting und Funktion
beeinflussen. Eine initiale Phosphorylierung ware demnach fur den Transport zu PD oder
die Lokalisation an PD und somit auch fur den Zell-zu-Zell Transport viraler
Ribonukleoproteinkomplexe notwendig. Eine weitere Phosphorylierung wéhrend der PD-
Passage hatte dann die Dissoziation des MP von der viralen RNA zur Folge, was
wiederum deren erneute Translation in der nachsten Zelle erméglichen wirde (Karpova et
al.,, 1999; Waigmann und Citovsky, 2001; Trutnyeva et al., 2005). Weiterhin wére es
moglich, dass die zweite Phosphorylierung die Ablésung des MP von PD, bzw. die
Inaktivierung des MP zur Folge héatte, was einen wichtigen Prozess fur den Wirt darstellen
wirde, um die Kontrolle Uber den plasmodesmalen Transport zuriickzugewinnen
(Citovsky et al., 1993; Waigmann et al., 2000). In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen, befinden sich alle vier phosphorylierten Serine des MP17 in der von
Tacke et al. (1991) identifizierten Nukleinsaurebindedomane. Aufl3erdem kodnnte dies
erklaren, warum Sokolova et al. (1997) nur die Phosphorylierung zwischen AS 55-95
identifizieren konnten, jedoch nicht die Phosphorylierung von S137 und S140 im C-
Terminus. Letztere wirden erst wahrend der PD-Passage erfolgen und koénnte
dementsprechend durch in vitro-Experimente nicht nachgewiesen werden. Diese
Hypothese wird durch bioinformatische Analysen unterstiitzt, die S140 als Target fur
Casein-Kinase | dhnliche Kinasen (Casein-kinase | - type kinase) identifizierte, welche die
Konsensussequenz  S/T/YPX,,S/T aufweisen. Diese Kinasen phosphorylieren
dementsprechend spezifisch Serine oder Threonine, denen N-terminal im Abstand von ein
bis zwei Aminosauren ein weiterer phosphorylierter Aminosaurerest - also Serin, Threonin
oder Tyrosin - vorausgeht, was fir MP17 durch S137 gegeben ist (Gross und Anderson,

1998). Interessanterweise gehdrt die in Arabidopsis identifizierte PD-assoziierte Kinase
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PAPK1 ebenfalls zur Casein Kinase 1-Familie und kann neben TMV MP30 auch das
endogene NCAP LEAFY phosphorylieren (Lee et al., 2005).

Die ermittelte Bedeutung der Phosphorylierungen fir die Lokalisation und Funktion von
MP17 spiegelt sich auch in der Konservierung der vier phosphorylierten Serinreste wider.
So zeigen S71 und 79, deren Phosphorylierung fur die PD-Lokalisation essentiell ist, in
verschiedenen luteoviralen Movementproteinen eine starke Konservierung. Im Gegensatz
dazu ist S140 nur schwach konserviert und S137 spezifisch fur MP17. Unter der
Annahme, dass S137 und/oder S140 erst wahrend der PD-Passage phosphoryliert
werden, um die Dissoziation des MP zu gewahrleisten, kdnnten diese beiden Serine
moglicherweise von Bedeutung fur die Wirtsspezifitat sein. In Ubereinstimmung hierzu
fuhrte die Imitierung der Phosphorylierung der drei durch Citovski et al. (1993)
beschriebenen in vitro phosphorylierten Aminosaurereste - Ser-258, Thr-261, und Ser-
265- im C-Terminus von TMV MP30 mittels einer Asparaginsauresubstitution in Nicotiana
tabacum zu einem Verlust der Fahigkeit, das plasmodesmale SEL zu beeinflussen,

jedoch nicht in Nicotiana benthamiana (Waigmann et al., 2000).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die PD-Lokalisation von MP17 vermutlich
nicht durch eine kurze Signalsequenz oder eine bestimmte Doméne vermittelt wird,
sondern vielmehr durch das Zusammenspiel von drei Teilen des Proteins: einer N-
terminalen Domane, dem vorhergesagten unstrukturierten Bereich im C-Terminus sowie
der Phosphorylierung von S71/S79 in der globularen Domane. Dies legt die Vermutung
nahe, dass hierbei eine komplexe Faltung und/oder Domanenstruktur von Bedeutung sein

konnte.

3.1.3 MP17 - ein peripheres Membranprotein?

Das luteovirale Movementprotein MP17 ist, wie in vorherigen Studien gezeigt werden
konnte, sehr stark an/in der Zellwand verankert (Vogel, 2009; Hofmann, unveréffentlicht).
Dementsprechend kann es nicht durch milde Detergenzien wie z.B. Nonidet-P40 (NP40)
solubilisiert werden, sondern nur durch Verwendung von SDS oder 8 M Harnstoff. In
diesem Zusammenhang ist es verwunderlich, dass MP17 weder Transmembrandomanen
noch eine N-terminale Signalsequenz fur den sekretorischen Pathway aufweist - beides
Merkmale fur integrale Membranproteine, welche die Plasmamembran durchspannen
(Marmagne et al., 2007). In Kombination mit den Ergebnissen der Deletionsstudien
konnte dies darauf hindeuten, dass MP17 ein peripheres Membranprotein reprasentiert.
Im Unterschied zu integralen Membranproteinen weisen periphere Membranproteine nicht

die typischen hydrophoben Bereiche auf. Stattdessen wird die PM-Assoziation durch eine
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spezifische Domdane vermittelt, wobei die Interaktion auf amphipathischen Helices,
hydrophoben Loops, kovalenten Verbindungen an Lipidanker, elektrostatischen
Interaktionen mit Lipiden oder Protein-Protein Interaktionen beruhen kann (Marmagne et
al., 2007). Ein bedeutsames Beispiel fir ein peripheres Membranprotein ist das
pflanzenspezifische Raft-assoziierte Remorin. Remorin wurde in einer Vielzahl an Studien
in detergent-insoluble membranes (DIM) der pflanzlichen PM identifiziert (Mongrand et al.,
2004; Shahollari et al., 2005; Morel et al., 2006; Laloi et al., 2007; Lefebvre et al., 2007).
Raffaele et al. (2009) konnten zeigen, dass Remorin an die cytosolische Seite der
Plasmamembran assoziiert und eine Akkumulation in DIM-Abschnitten zeigt. Durch eine
Verminderung der Sterolkonzentration konnte die Clusterbildung innerhalb der PM
eliminiert werden. Mittels Kolokalisierung mit PDLP1 und Immunogoldlokalisierung konnte
zudem die Anwesenheit von Remorin in PD detektiert werden (Raffaele et al., 2009). Als
peripheres Membranprotein weist Remorin weder ein Membrantargetingsignal noch
putative Transmembrandomanen auf. Die PM-Assoziation des Proteins wird durch einen
C-terminalen Anker vermittelt, welcher in einer nicht polaren Umgebung von einer
ungeordneten in eine a-helikale Struktur wechselt (Perraki et al., 2012). Bereits in einer
frhen Studie wurde auf die Besonderheit der starken PM-Assoziation von Remorin,
welches basierend auf der cDNA-Sequenz als hydrophiles Protein klassifiziert wurde, und
auf Parallelen zu TMV MP30 verwiesen (Reymond et al., 1996). Bisher wurde TMV MP30
aufgrund der starken Membranassoziation als integrales Membranprotein mit zwei
Transmembrandoménen dargestellt (Brill et al., 2000; Fujiki et al., 2006). Eine aktuelle
Studie macht jedoch auf die Diskrepanz der vorhergesagten Topologie zu bekannten
Interaktionen des Proteins aufmerksam und postuliert fir MP30 nun ebenfalls eine
periphere Assoziation mit der ER-Membran (Peiro et al., 2014). Das MP des Prunus
necrotic ringspot virus stellt ein weiteres Beispiel fir ein peripheres Membranprotein aus
der 30K Superfamilie dar (Melcher, 2000; Martinez-Gil et al., 2009). Weiterhin wurde fr
die PD-assoziierten Arabidopsis ““RGPs (class 1 reversibly glycosylated polypeptides)
eine periphere Assoziation mit der auf3eren Golgimembran postuliert (Epel et al., 1996;
Sagi et al., 2005; Zavaliev et al., 2010). Nach Fusion der Golgivesikel mit der PM an, bzw.
nahe der PD, waren ““RGPs dann an die cytoplasmatische Seite der PM, méglicherweise
sogar innerhalb der PD, angeheftet (Sagi et al., 2005). Interessanterweise resultiert die
Uberexpression von “IRGP2 in einer Reduktion der PD-Permeabilitat (Zavaliev et al.,
2010). Alles in allem verdeutlichen die soeben genannten Beispiele die potentielle

Bedeutung peripherer Membranproteine im Plasmodesmata-Kontext.
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3.2 Genetische Identifizierung von Elementen des inter- und intrazelluléaren

Makromolekultransportes

Plasmodesmata sind mit Plasmamembran ausgekleideten Poren in der Zellwand, welche
einen streng regulierten Transport durch die Pflanze ermdglichen. Demzufolge besitzen
sie eine Schlusselrolle in der Koordination von Pflanzenwachstum und -entwicklung sowie
von Abwehrprozessen (Zambryski und Crawford, 2000; Roberts und Oparka, 2003; Kim
und Zambryski, 2005). In Anlehnung an den Aufbau des zentralen Elements der
Kernpore, dem nuclear pore complex, wirde man die Anzahl der Proteine, die fur die
Struktur und Funktion von PD notwendig sind, bzw. PD-assoziiert sind, auf etwa 30-50
Proteine einschatzen (Lim et al., 2008). Doch bis zum heutigen Zeitpunkt, mehr als 100
Jahre nach der Entdeckung der PD, konnten nur wenige wirkliche PD-Proteine identifiziert
werden. Die essentielle Bedeutung dieser Zell-Zell Kontakte stellt fur die Identifizierung
plasmodesmaler Proteine wohl die grote Hirde dar, da davon auszugehen ist, dass das
Ausschalten wichtiger PD-Komponenten zur Letalitat fihrt (Roberts und Oparka, 2003)
oder dass die Proteine durch teilweise redundante Genfamilien kodiert werden konnten.

3.2.1 Identifizierung von Komponenten des plasmodesmalen Transports

Wie in Kapitel 1.1.5 erwahnt, wurden in bisherigen Studien bereits zwei vorwaérts
gerichtete genetische Ansatze fir die ldentifizierung von PD-Komponenten verfolgt, die
beide auf einer veranderten Verteilung von fluoreszierenden Indikatoren, genauer GFP
und F-Dextran, basierten. Diese fiihrten zur ldentifizierung von ISE1 und ISE2, zweier
putativer RNA-Helikasen, sowie dem plastidaren Thioredoxin GAT1, welche allerdings nur
indirekt einen Einfluss auf die PD-Funktion ausiben, v.a. durch die Veranderung der
ROS-Konzentration (Kim et al., 2002; Kobayashi et al., 2007; Benitez-Alfonso et al., 2009;
Stonebloom et al., 2009; Burch-Smith und Zambryski, 2010). Die Problematik bei der
Identifizierung von PD-Proteinen wurde allerdings auch in diesem Fall bestatigt, da selbst
das Ausschalten dieser beiden PD-Regulatoren drastische Effekte auf die
Pflanzenentwicklung hatte. So war die isel-Mutation embryoletal und gatl-Mutanten
erreichten nur das Keimlingsstadium.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein neuer Screeningansatz verfolgt,
welcher die Einschrankung, die sogenannte loss of function Mutanten aufgrund ihrer
Letalitat mit sich bringen, zu umgehen versucht. Zu diesem Zweck wurden 3840
Individuen der M2-Generation von bereits in Vorarbeiten beschriebenen EMS-
mutagenisierten Col-16-Samen (Hofius, 2003) nach Mutanten mit einer verédnderten PD-

Bindung, sogenannten change of function Mutanten, durchmustert. Dadurch sollten
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Mutanten mit einem veranderten plasmodesmalen Transport sowie putative MP17-
Rezeptoren oder PD-assoziierte Bindungspartner fir MP17 identifiziert werden. Das
Screening beinhaltete zwei Durchmusterungsdurchgange, zum einen nach einer stark
reduzierten Lokalisation von MP17:GFP an PD in Sourcebléattern und zum anderen nach
einer verstarkten Bindung von MP17:GFP an PD in seneszenten Blattern. Der
Hauptkandidat fur weitere Analysen, die Mutante SO15A, ergab sich aus der ersten

Screeningrunde.

3.2.2 Priméarcharakterisierung und Marker-gestutzte Kartierung der
Sourcemutante SO15A

Die Mutante SO15A zeichnete sich durch eine drastische Reduktion der MP17:GFP
Fluoreszenz an PD in Sourceblattern und Kotyledonen aus, die jedoch nicht auf eine
verminderte Transkript- sowie Proteinmenge zuriickzufuhren war. Makroskopisch zeigte
die Mutante ein stark verzdgertes, buschiges Wachstum, welches sich in einem
verminderten  Rosettenfrischgewicht, einer reduzierten Blattzahl und einem
eingeschrankten Wurzelwachstum widerspiegelte. Interessanterweise war der in der
Ausgangslinie Col-16 durch MP17 induzierte Kohlenhydratexportblock in der Mutante
SO15A trotz der reduzierten MP17:GFP Lokalisation an PD nicht vermindert. Diese drei
Merkmale waren auch fur eine PD-Mutante zu erwarten. Der Zeitpunkt der Bluhinduktion
war fur SO15A wie auch bei Col-16 im Vergleich zum Wildtyp Col-0 etwa sieben Tage
verzdgert. Es wurde vermutet, dass die hellgrine Farbung der Blatter, die in einigen
Anzuchten zu beobachten war und sich sogar bis zu einem albinotischen Phanotyp
ausweiten konnte, auf eine fehlerhafte Photosynthese zuriickzufilhren sei. Bei der
Uberpriufung der Intaktheit des Photosystems Il mittels PAM-Messung konnte allerdings
keine Beeintrachtigung der Elektronentransport-Kapazitat fir SO15A im Vergleich zu Col-

0 und Col-16 festgestellt werden.

Durch eine Marker-gestiitzte Kartierung (Jander et al., 2002) unter Verwendung von
SSLP- und CAPS-Markern konnte der genomische Bereich, der die fir den Phanotyp
verantwortliche Mutation beinhalten sollte, zwischen der Position 4862259 bp und
5264625 bp auf Chromosom 3 eingeschrankt werden. Dieser Abschnitt entspricht 402 kb
und enthalt 171 annotierte Loci. Da keine weiteren Marker fur diesen Bereich zur
Verfiigung standen, wurde mittels next generation sequencing das Genom der Mutante
SO15A sequenziert. Dadurch konnte letztendlich At3g15380 als Mutantenlokus
identifiziert werden. At3g15380 kodiert fur ein Protein der Plasmamembran

Cholintransporterfamilie namens CHER1 oder ATCTLL1. In silico Analysen zeigten, dass
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diese Familie aus insgesamt sieben Mitgliedern besteht, wobei flr sechs der
Cholintransporter-ahnlichen Proteine eine Lokalisation an der Plasmamembran
vorhergesagt wird (TAIR; http://www.arabidopsis.org). Fir CHER1 wurde zusatzlich zur
PM-Lokalisation eine Lokalisation an PD postuliert (Benschop et al.,, 2007; Fernandez-
Calvino et al., 2011).

3.2.3 Eine Herunterregulierung des CHER1 Transkriptlevels phéanokopiert die
Mutante SO15A

Zur Bestatigung der CHER1 Genidentitat wurde die T-DNA Insertionslinie SALK _065853C
(cherl-4) untersucht, bei der die T-DNA Insertion im ersten Intron positioniert ist. Dies
fuhrte nicht zu einem kompletten Ausschalten des Gens, sondern stattdessen zu einer
starken Herunterregulierung der Transkriptmenge. Ulker et al. (2008) beschrieben bereits,
dass durch Insertionen in Introns allelische Serien von reduced-function Mutanten, d.h.
Mutanten mit reduzierter Funktion, generiert werden konnen, da die Insertionen je nach
Position mit unterschiedlicher Effizienz herausgeschnitten werden kénnen. Homozygote
cherl-4 Mutanten zeigten den gleichen Wachstumsphanotyp wie die Mutante SO15A,
waren jedoch geringfiigig grof3er, da diese auf Col-O Hintergrund basierten. Ebenso war
die PD-Lokalisation von MP17:GFP in der Kreuzungslinie Col-16xcherl-4 sehr stark
reduziert. Einen unabhdngigen Beweis lieferten zudem durch artificial micro RNA
generierte CHER1 knockdown Pflanzen im Hintergrund von Col-16, die beziglich
Wachstum und PD-Lokalisation das gleiche Ergebnis aufwiesen. Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass der Lokus At3g15380 fur das plasmodesmale Targeting von MP17
essentiell ist. Weiterhin konnte eine Auswirkung auf den Zuckertransport bestatigt werden,

da auch die T-DNA Insertionslinie cherl-4 l6sliche Zucker und Starke akkumuliert.

Die Cholintransporterfamilie besteht aus insgesamt sieben Mitgliedern, von denen die
meisten auch in der Plasmamembran lokalisiert sein sollen (The Arabidopsis Information
Resource (TAIR), www.arabidopsis.org, Aug 07, 2014). Ein phylogenetischer Baum aller
Mitglieder ist in Abbildung 37A dargestellt. Bedenkt man diese Tatsache, Uberrascht es,
dass bereits ein knockdown von At3g15380 in cherl-4 oder den generierten amiRNA-
Linien den beobachteten drastischen Phéanotyp zur Folge hat. Vergleicht man die
Expressionsmuster aller sieben Mitglieder bei Genevestigator, so fallt eine
vorherrschende Rolle von CHER1 auf (https://www.genevestigator.com/gv, Abbildung
37B). Somit lasst sich vermuten, dass in vielen Geweben CHER1 einer der

Haupttransporter fir Cholin zu sein scheint. In diesem Zusammenhang wurde bisher fur
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keines der Proteine der Plasmamembran Cholintransporterfamilie Cholintransport-Aktivitat

gezeigt.
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Abbildung 37: Die Plasmamembran Cholintransporterfamilie aus Arabidopsis thaliana.

(A) Phylogenetischer Baum der Cholintransporterfamilie aus Arabidopsis thaliana. Alignment der
Aminosauresequenzen und Erstellen des phlyogenetischen Baums erfolgte unter Verwendung von Geneious
5.6.3. Die bei TAIR (http://www.arabidopsis.org/) annotierte Lokalisation ist neben der jeweiligen ATG-
Nummer aufgefiihrt; PM: Plasmamembran, PD: Plasmodesmata. (B) Expressionshéhe der Mitglieder der
Cholintransporterfamilie in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium (erstellt durch Genevestigator). Die
Expressionshéhe entspricht dem Grad der Signalintensitdt auf dem Affymetrix Arabidopsis ATH1
Genomarray. AT3G03700 und AT3G04440 wurden dabei zusammenfasst.

Im Gegensatz dazu zeigte das Ausschalten von PDLP1 (Plasmodesmata-located protein
1) keine Auswirkungen auf den Phanotyp und erst Doppelmutanten brachten den
erwarteten Effekt (Thomas et al., 2008). Gleiches galt auch fir das Kallose-assoziierte
PDCB (PD callose-binding protein 1) (Simpson et al., 2009). Dies deutet auf eine
Redundanz von PD-assoziierten Proteinen aus grofReren Familien hin, was aufgrund der

essentiellen Bedeutung von PD-Komponenten auch durchaus sinnvoll wére.

3.2.4 Die Mutation in CHER1 verhindert die Plasmamembranlokalisation des

Proteins und fuhrt zu einer veranderten Plasmamembranzusammensetzung

Die CHERI1-Lokalisationsstudien mit N-terminalen GFP-Fusionen brachten zum
Vorschein, dass GFP:CHER1 an der Plasmamembran sowie an Endosomen-&hnlichen
Strukturen lokalisiert, wohingegen GFP:CHER1_G247E im ER akkumuliert. Eine
Vorhersage der Transmembrandoménen durch verschiedene Internettools ergab, dass

CHER1 zwischen acht und zwolf Transmembrandomanen aufweist. Basierend auf dem
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Modell, das auch fur die humanen CTL Proteine verwendet wird (Michel und Bakovic,
2012), lokalisiert die G zu A Mutation an Position 5194529 bp in der Mutante SO15A in
der zweiten von insgesamt zehn Transmembrandomanen und verursacht den
Aminosaureaustausch Glycin zu Glutamat (siehe Abbildung 26). Das Einbringen einer
negativen Ladung an dieser Stelle fuhrt also vermutlich zu einer Beeintrachtigung der
korrekten Faltung des Proteins, des Exports aus dem ER oder der finalen Integration des
Transporters in die Plasmamembran. Gleichermaf3en fiihrte die Punktmutation L101P in
ABCAS3, einem Phospholipidtransporter, zu einer vollstdndigen Zuriickhaltung des
Proteins im ER (Weichert et al., 2011).

CHERL1 ist bei TAIR als Cholintransporter annotiert. Dies erdffnete die Frage, ob CHER1
tatséchlich als Cholintransporter fungiert und falls ja, als Importer oder Exporter fir Cholin.
Eine Messung des Cholingehalts ergab eine zweifache Erhdhung in Sourceblattern und
seneszenten Blattern in der Mutante cherl-4 im Vergleich zum Wildtyp. Aber es galt
weiterhin zu klaren, ob Cholin innerhalb der Zelle oder im Apoplasten akkumuliert, und
dementsprechend, ob es sich bei CHER1 um einen Importer oder einen Exporter
handelte. Durch eine Messung ausgewahlter Phospholipide konnte schlie3lich eine
signifikante Reduktion des Levels an Phosphatidylcholin (PtdCho) 759,0 um etwa 14 % in
den CHERI1-Mutanten im Vergleich zu Col-0 detektiert werden. Dieses Ergebnis
unterstiitzte die Hypothese, dass CHER1 als Cholinimporter fungieren kdnnte, der das
durch Hydrolyse von Phosphatidylcholin durch die Phospholipase C oder D im Apoplasten
entstandene Cholin in die Zellen transportiert, um daraus wieder Phosphatidylcholin zu
regenerieren. Der Nachweis der Transportaktivitdt von CHER1 wurde zeitgleich von einer
anderen Gruppe adressiert, die eine Importaktivitat fir CHER1 nachweisen konnten
(Dettmer et al.,, 2014). Weiterhin wurden radioaktive Aufnahmeexperimente fir die
Homologen CTL1 und CTL2 im humanen System beschrieben (Traiffort et al., 2005;
Machova et al., 2009; Nakamura et al., 2010).

Bei der makroskopischen Analyse der CHER1-Mutanten fiel eine Ahnlichkeit zu
Brassinosteroidmutanten auf. Diese zeichnen sich durch einen verzégerten, buschigen
Wuchs, rundliche Blatter, eine verlangerte Lebensspanne, reduzierte Fertilitdit und
verénderte vaskuldre Entwicklung aus (Clouse, 2011). Cornell und Horwitz (1980)
postulierten, dass durch eine Verringerung des Cholingehaltes in der Zelle die Synthese
von Phosphatidylcholin inhibiert wird, was sich wiederum auch auf die Sterolsynthese
auswirkt (Cornell und Horwitz, 1980). Sterole wiederum fungieren als Vorlaufer fir die
Synthese von Brassinosteroiden (Altmann, 1998; Clouse und Feldmann, 1999). Aus

diesem Grund wurden Keimlingsversuche mit Fenpropimorph, einem Inhibitor der
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Sterolsynthese (Schrick et al.,, 2004), sowie Propiconazol, einem Inhibitor der
Brassinosteroid-Biosynthese (Hartwig et al., 2012), durchgefiihrt. Trotz eines veranderten
Wachstums der Keimlinge auf den MS-Platten mit dem jeweiligen Inhibitor konnte
bezlglich der MP17:GFP Lokalisation an PD kein Unterschied zu den Keimlingen auf MS-
Platten ohne Inhibitor beobachtet werden. Demnach scheint eine Inhibierung der Sterol-,
sowie der Brassinosteroidsynthese die PD-Lokalisation von MP17:GFP nicht zu
beeinflussen. Kritisch zu betrachten bleibt allerdings das Fehlen einer Positivkontrolle fir
die durchgefihrten Inhibitor-Keimlingsversuche. Zwar konnten makroskopische
Veranderungen der Keimlinge nach Inhibitorbehandlung detektiert werden, jedoch muisste
die Inhibierung der Brassinosteroid-, bzw. Sterolsynthese durch entsprechende

Messungen bestatigt werden, um definitive Aussagen treffen zu kénnen.

3.2.5 Cholinin Pflanzen

3.2.5.1 Wofir bendtigen Pflanzen Cholin?

Cholin ist eine quartdre Ammoniumverbindung. Als essentieller Nahrstoff in tierischen
Zellen kann es nur eingeschrankt selbst synthetisiert werden und muss deshalb tber die
Nahrung oder den Abbau von Cholin beinhaltenden Lipiden synthetisiert werden (Zeisel,
1981; Zeisel et al., 1991; Zeisel, 1993; Zeisel und Blusztajn, 1994; Blusztajn, 1998). In
seiner zentralen Bedeutung dient Cholin als Grundbaustein fur die Synthese von
Phosphatidylcholin (PtdCho), einem der Hauptphospolipide eukaryontischer Membranen
(Inazu, 2014). Diese kann auf zwei verschiedenen Syntheserouten erfolgen: Der
sogenannte Methylierungspathway ist vor allem fiir Bakterien und Hefe, sowie in der
Leber von Bedeutung (Schneider und Vance, 1979; Kodaki und Yamashita, 1987; Geiger
et al, 2013). Hierbei wird Phosphatidylethanolamin (PtdEth) durch drei
aufeinanderfolgende Methylierungsschritte, welche durch das Enzym
Phosphatidylethanolamin N-Methyltransferase (PE(A)MT) katalysiert werden, in PtdCho
umgewandelt (http://lipidlibrary.aocs.org/index.html, Vance und Ridgway, 1988;
Weretilnyk et al., 1995; Vance et al., 2007). In Tieren hingegen wird PtdCho hauptsachlich
uber den sogenannten Kennedy-Pathway synthetisiert (http://lipidlibrary.aocs.org/
index.html). Dieser setzt den Import von Cholin in die Zelle voraus. Eine cytoplasmatische
Kinase phosphoryliert das importierte Cholin umgehend zu Phospocholin, welches dann
durch die CTP:Phosphocholin Cytidylyltransferase zu Cytidindiphosphocholin (CDP-
Cholin) aktiviert wird (Vance, 1990; Ishidate und Nakazawa, 1992). Der letzte Schritt wird
durch eine ER-Membran lokalisierte = CDP-Cholin:1,2-Diacylglycerol  Cholin-
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Phosphotransferase  katalysiert ~ (Cornell, 1989). Dabei  kondensieren die
Phosphocholinreste von Cytidindiphosphocholin mit sn-1,2-Diacylglycerol, wodurch
PtdCho entsteht (Inazu, 2014).

Radioaktive Markierungsstudien deuten darauf hin, dass in Pflanzen beide Synthesewege
fur PtdCho genutzt werden kdnnen (BeGora et al., 2010), wobei der Hauptteil an PtdCho
vermutlich Uber den Kennedy-Pathway generiert wird (Kinney et al., 1987; Nishida et al.,
1996; Jones et al.,, 1998; Bolognese und McGraw, 2000). Trotz der vermeintlich
untergeordneten Rolle des Methylierungspathways fihrt das Ausschalten des PEAMT
Gens zur Ausbildung eines deutlichen Phanotyps. So zeigte die PEAMT Silencingmutante
t365 eine 64 %-ige Reduktion des Cholinlevels sowie hellgriine Blatter, eine verfrihte
Seneszenz, eine temperaturabhéngige mannliche Sterilitdét und Salz-Hypersensitivitat
(Mou, 2002). Ebenso war in der PEAMT knockout Mutante xipotl der PtdCho-Gehalt in
den Wurzeln um 23 % und in den Blattern um 18 % verringert, was mit einer
beeintrachtigten Wurzelentwicklung und der Zelltod-Induktion in Wurzelepidermiszellen
einherging (Cruz-Ramirez et al., 2004). Dies lasst darauf schliel3en, dass in Pflanzen
beide Syntheserouten an der Aufrechterhaltung des Phosphatidylcholinlevels beteiligt sind
und dies je nach Spezies mit unterschiedlichem Ausmald (Tasseva et al., 2004; Keogh et
al., 2009).

3.2.5.2 Bedeutung eines Transportsystems fuir Cholin

Im humanen System existieren drei verschiedene Transportsysteme fiir Cholin: |)
polyspezifische organische Kationentransporter (OCTs/SLC22A1-2) mit einer niedrigen
Affinitat fur Cholin, II) High-Affinity Choline Transporter 1 (CHT1/SLC5A7) und Ill) Choline
Transporter-Like Proteine (CTLs/SLC44A1-5) mit intermediarer Affinitdt (Michel et al.,
2006; Inazu, 2014). Der CHT1-Cholintransporter ist hauptsachlich in neuronalen Zellen
exprimiert und transportiert Cholin flr die Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin
(Apparsundaram et al., 2000; Okuda et al., 2000). Im Gegensatz dazu wird das von den
CTL-Proteinen transportierte Cholin Gberwiegend fur die Phospholipidsynthese eingesetzt
(O'Regan et al., 2000; Michel et al., 2006; Michel und Bakovic, 2009; Traiffort et al., 2013).
In Pflanzen gibt es bis zum heutigen Zeitpunkt kaum Informationen Uber
Transportsysteme fir Cholin und deren Bedeutung. Erste Untersuchungen mit radioaktiv
markiertem Cholin lie3en die Hydrolyse von PtdCho auf3erhalb der Zelle und das
Vorhandensein eines Transportsystems vermuten (Bligny et al., 1989; Gout et al., 1990).
Van der Rest et al. (2002) postulierten die Existenz einer extrazellularen
Glycerophosphocholin-Phosphodieesterase, die Glycerophosphocholin in  Glycerol-3-

phosphat und freies Cholin spaltet. Mittels radioaktiver Markierung konnten sie die
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Aufnahme und anschlieRende Phosphorylierung des Hauptteils des gebildeten Cholins
belegen, wahrend ein Bruchteil als freies Cholin in die Vakuole transportiert wurde. Dies
unterstreicht die potentielle Bedeutung eines Cholintransporters fur die Pflanze (van der
Rest et al., 2002). Eine neuere Studie konnte zeigen, dass das Bakterium Pseudomonas
syringae extrazellulares Cholin fUr seine Erndhrung und zur Osmoprotektion verwerten
kann (Chen et al., 2013). Laut Autoren wird dieses Cholin im Verlauf des Lipidrecyclings
durch die Spaltung des Phospholipides PtdCho durch Phospholipasen generiert.
Daraufhin erfolgt der Transport zu anderen Zellen und die Aufnahme in die Zelle, wo es
fur die Synthese von PtdCho Uber den energetisch glnstigeren Kennedy-Pathway
verwendet werden kann (Chen et al.,, 2013). Fruhere Studien behaupteten, dass in
Pflanzen die Spaltung von PtdCho von der cytoplasmatischen Membranseite durch eine
intrazellulare Phospholipase D (PLD) erfolgt und Cholin somit ins Cytosol entlassen wird
(Fan et al., 1999; Nakamura et al., 2009). McGee et al. (2003) entdeckten allerdings die
Existenz einer PLD in der Zellwand von Mesophyllzellen. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass eine aufgereinigte PLD aus der Erdnuss nach der Infiltration in den Apoplasten
PtdCho hydrolysieren kann (Andersson et al., 2006). Dies wiirde auch im Einklang damit
stehen, dass PtdCho hauptsachlich in der dem extrazellularen Raum zugewandten Seite

der Membran lokalisiert sein soll (van Meer et al., 2008).

3.2.6 Mogliche Auswirkungen eines veranderten Cholingehaltes in der Pflanze

3.2.6.1 Auswirkungen einer veranderten Plasmamembranzusammensetzung

PtdCho und PtdEth sind die Hauptphospholipide der pflanzlichen Plasmamembran und
haben einen Gesamtanteil von 35,5 %, bzw. 38,9 % aller vorhandenen Phospholipide in
den Blattern von Arabidopsis thaliana (Uemura et al.,, 1995). In vielen natirlich
vorkommenden Lipiddoppelschichten ist die Verteilung der verschiedenen Lipide nicht
gleichmé&Rig, sondern asymmetrisch. So ist der Hauptteil des PtdCho in Erythrozyten in
der dulReren Membranseite zu finden, wohingegen PtdEth in der inneren Membranseite
angereichert ist (Devaux, 1991). Kdme es nun aufgrund der Punktmutation in der
Transmembrandoméne von CHER1 zu einem Verlust der Lokalisation oder
Transportfunktion des Cholintransporters, wirde es in der Zelle zu einem Cholinmangel
kommen. Dies wiederum wirde sich negativ auf den Gehalt an durch den Kennedy-
Pathway gebildetem PtdCho auswirken. Um diesen Mangel auszugleichen wirde
vermutlich die PtdCho-Synthese Uber den energetisch ungunstigeren

Methylierungspathway verstarkt werden oder mehr PtdEth gebildet werden, was sich
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dann in der Erhéhung des PtdEth-Levels widerspiegeln wirde. Tats&chlich ergab eine
Messung der wichtigsten Phospholipidklassen in den CHER1-Mutanten eine Verringerung
des Gehaltes an PtdCho 759,0 um etwa 14 % sowie eine entsprechende Erhéhung des
Gehaltes an PtdEth 718,7 um etwa den gleichen Wert. Dies deutet darauf hin, dass die
Pflanze den Verlust an PtdCho durch eine Erh6hung des PtdEth-Levels zu kompensieren

versucht.

Eine Veranderung der Lipidzusammensetzung kann vielfaltige Auswirkungen auf die
Plasmamembran sowie auf die Bindung und Funktion von Proteinen haben, die in
Abbildung 38 zusammengefasst sind. Die verdnderte Plasmamembranzusammensetzung
beeintrachtigt mit groRter Wahrscheinlichkeit Protein-Lipid Interaktionen, welche fur das
Targeting und/oder die Aktivitat vieler Plasmamembran-lokalisierter oder -assoziierter
Proteine unabdingbar sind. Die Lipide PtdCho und PtdEth kénnen die Aktivitat von
Proteinen unterschiedlich beeinflussen (Abbildung 38A). Dies beruht besonders auf
Unterschieden im Wasserstoffbriickenbindungspotential und in der Hydratisierung, der
Eigenschaft von PtdEth, gewdlbte, hexagonale H,-Phasen zu bilden, sowie der kleineren
Flache, die von PtdEth im Vergleich zu einem &aquivalenten PtdCho beansprucht wird
(Lee, 2004). Beispielsweise vermindert die Anwesenheit von PtdEth die Aktivitat der Ca?"
ATPase und einer Diacylglycerol Kinase aus E.coli, wohingegen sie eine
Grundvoraussetzung fir eine korrekte Rhodopsinfunktion darstellt (Starling et al., 1996;
Brown, 1997; Pilot et al., 2001). Weiterhin kénnen Proteinbindestellen eine Spezifitat fir
bestimmte Lipide aufweisen (Abbildung 38B), wie z.B. fir Annexine gezeigt werden
konnte (Blackwood und Ernst, 1990). Phospholipide kdnnen auch als Cofaktoren fir
Proteine agieren (Abbildung 38C) und so héngt die Funktion des Calciumkanals KcsA von
der Anwesenheit von Phosphatidylglycerol oder anderen anionischen Phospholipiden ab
(Heginbotham et al., 1998; Valiyaveetil et al., 2002). Eine mdbgliche Bedeutung des
Phospholipides Phosphatidylcholin ergibt sich aus einer aktuellen Studie, in der eine in
vitro Bindung von FLOWERING LOCUS T 1 (FT1) an PtdCho detektiert werden konnte
(Nakamura et al., 2014). FT wird als systemischer Induktor der Bluhinduktion bezeichnet,
da er in Geleitzellen exprimiert und dann tber das Phloem zum apikalen Sprossmeristem
transportiert wird, wo er durch Interaktion mit dem bZIP Transkriptionsfaktor FLOWERING
LOCUS D (FD) seine Funktion erfiillen kann (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005; Searle
et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass FT hauptsachlich an PtdCho-Spezies, die
wahrend des Tages akkumulieren, bindet und dass diese Lipidbindung fir die Funktion
von FT, der Bluhinduktion zum korrekten Zeitpunkt, von Bedeutung ist (Nakamura et al.,

2014). Diese Beobachtung eroffnet also die Mdglichkeit einer direkten Beteiligung von
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PtdCho als unmittelbarer Bindepartner von Proteinen, was auch fir MP17 nicht
ausgeschlossen werden kann.

Das Einbringen von geladenen Phospholipiden in Membranen kann zudem die
Konzentration geladener Molekile wund lonen in unmittelbarer Nahe der
Membranoberflache beeinflussen (Abbildung 38D, Lee, 1977; McLaughlin, 1977). In
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die Cluster-Bildung von Syntaxinen
durch elektrostatische Interaktionen mit dem stark anionischen Lipid Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) vermittelt wird (van den Bogaart et al., 2011). Aber auch
Proteine des Zytoskeletts kdnnen mit spezifischen Lipiden interagieren, was beispielweise
durch eine Interaktion von Spektrin mit Phosphatidylserin und anderen Lipiden
veranschaulicht werden kann (Maksymiw et al., 1987; Janmey und Lindberg, 2004,
Grzybek et al., 2006). Ebenso kdnnen Membran-Zytoskelett-Interaktionen durch einen
veranderten PtdIns(4,5)P2-Gehalt drastisch beeinflusst werden, da Adaptoren, die Motive
wie PH, FYVE und PX enthalten, vorzugsweise an phosphorylierte Derivate von Ptdins
binden (Kwik et al., 2003).

Im Fall von integralen Membranproteinen kann die Lipidzusammensetzung vor allem die
Orientierung von Transmembrandomé&nen (TMD) beeinflussen, was z.B. fir die Laktose-
Permease LacY (Bogdanov et al., 2002; Wang et al., 2002; Xie et al., 2006), die
Phenylalanin-Permease PheP (Zhang et al., 2003) sowie die y-Aminobutyrat-Permease
GabP (Zhang et al., 2005) aus E.coli gezeigt werden konnte (Abbildung 38E). Neben
integralen Membranproteinen gibt es auch sogenannte periphere Membranproteine.
Darunter versteht man cytoplasmatische Proteine, die unter bestimmten Bedingungen an
die Plasmamembran rekrutiert werden kénnen. Die Membranassoziation ist dabei nicht
selten kritisch fur die Funktion (Porter und Koelle, 2010). Das Targeting dieser Proteine an
die Plasmamembran wird haufig durch Protein-Lipid Interaktionen vermittelt, indem
bestimmte Domanen, beispielsweise C1 (protein kinase C (PKC) conserved 1), C2 (PKC
conserved 2), PH (pleckstrin homology), PX (Phox) und ,tubby domains®, die Verankerung
an der Plasmamembran vermitteln (zusammengefasst in Cho und Stahelin, 2005). Die
Interaktion dieser Domanen mit der Membranoberflache kann dabei entweder spezifisch
durch stereospezifische Erkennung bestimmter Membrankomponenten oder eher
unspezifisch Uber biophysikalische Eigenschaften (Lemmon, 2008) sein. Weiterhin kann
die Membranbindung durch Interaktion mit integralen Membranproteinen oder
posttranslationale Modifizierungen wie Myristoylierung und Palmitoylierung erfolgen
(Thompson Jr und Okuyama, 2000; Perraki et al., 2012). In anderen Féallen wird die PM-
Assoziation durch unstrukturierte cluster von basischen oder hydrophoben

Aminosaureresten (McLaughlin et al., 2002; McLaughlin und Murray, 2005) oder wie bei

81



DISKUSSION

viralen Fusionsproteinen beobachtet durch amphipathische Helices (Lins und Brasseur,
2008) vermittelt. Demnach kann auch die Anheftung von peripheren Membranproteinen
durch die Lipidzusammensetzung beeintrachtigt werden (Abbildung 38F). MP17 beinhaltet
keine Transmembrandomanen oder Membrantargetingsignale. Die PD-Lokalisation von
MP17 wird wie bereits in Kapitel 3.1 erlautert durch drei Teilbereiche des Proteins
vermittelt, was eine komplexe Faltung und/oder Domanenarchitektur des Proteins
impliziert. Dies unterstitzt die Hypothese, dass MP17 ein peripheres Membranprotein
darstellt, dessen Membran- und sogar PD-Lokalisation von der Lipidzusammensetzung
abhangt. Ein weiteres pflanzliches peripheres Membranprotein mit einer atypischen
Membranbindedomane, welches eine PD-Lokalisation aufweist, ist Remorin (Raffaele et
al., 2009; Perraki et al., 2012). Ebenso weisen humane Hsp70-Proteine eine periphere
Membranassoziation an Lysosomen, Mitochondrien und der Oberflache von Krebszellen
auf (Mahalka et al., 2014). Die Interaktion mit der Membran ist dabei von der
Lipidkomposition abhéngig. So binden Hsp70-Proteine selektiv an Membranen, die
negativ  geladene  Phospholipide  wie  Cardiolipin,  Phosphatidylserin ~ und
Bis(monoacylglycero)phosphat enthalten, was moglicherweise auch deren eben
beschriebene Lokalisation erklart (Mahalka et al., 2014). In Caco-2 Epithelzellen konnte
zudem eine Assoziation von Hsp70 mit detergent resistant membrane fractions
beobachtet werden (Broquet et al., 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass sich flr bestimmte in speziellen Domanen angereicherte
Lipidklassen bereits Abweichungen von weniger als einem Prozent kritisch auf die
Membranstruktur und die Membrandynamik auswirken kénnen (Devaux, 2000; Melser et
al.,, 2011). Das Einbringen von PtdEth in PtdCho Bilayer fihrt zudem zu einem
Krimmungsstress Uber der Membran, was wiederum die Aktivitat Krimmungs-sensitiver
Proteine beeinflussen kann (Abbildung 38G, Marsh, 2007; Lagace und Ridgway, 2013).
Beispielsweise werden die ARF-GAP Aktivitat und der COPI-vermittelte Transport durch
Lipidverdichtungen und Membrankrimmung reguliert (Bigay et al., 2003). PtdEth fungiert
aulBerdem als wichtige topologische Determinante, indem es einen abmildernden Effekt
auf das Translokationspotential negativ geladener Reste in Extramembrandomanen
ausubt (Bogdanov et al., 2008; Bogdanov et al.,, 2014). Wie wichtig eine genaue
Abstimmung des PtdCho/PtdEth  Verhéltnisses als  Schlisselregulator  der
Membranintegritat sein kann, wird im Mausmodell deutlich. Hier fiilhren bereits geringe
Manipulationen zur Fortschreitung einer Steatosis (Verfettung der Leber) zu einer
Steatohepatitis (Fettleber-Hepatitis) (Li et al., 2006). Laut den Autoren verursacht eine

Veranderung dieses Verhéltnisses eine membrane leakage, was darauf zurtickzufiihren
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ist, dass PtdCho zylindrische Strukturen ausbildet, PtdEth hingegen konische Strukturen
(Abbildung 38H, Li et al., 2006).

Abbildung 38: Auswirkungen einer veranderten Plasmamembranzusammensetzung. (A) Bestimmte
Lipide kdnnen die Aktivitdt von Proteinen unterschiedlich beeinflussen. (B) Die Spezifitat von
Proteinbindestellen fiir bestimmte Lipide beeinflusst die Bindung von Proteinen an die PM. (C)
Phospholipide kénnen auch als Cofaktoren fur Proteine agieren. (D) Geladene Phospholipide in
Membranen kdnnen die Konzentration geladener Molekile und lonen in unmittelbarer Nahe der
Membranoberflache beeinflussen, die Cluster-Bildung von bestimmten Proteinen bewirken sowie mit
Elementen den Zytoskeletts interagieren. Eine verénderte Lipidzusammensetzung kann den Einbau von
integralen Membranproteinen beeintrachtigen und die Orientierung von Transmembrandoméanen
beeinflussen (E) oder die Anheftung von peripheren Membranproteinen beeintréachtigen (F). (G) Das
Einbringen von PtdEth in PtdCho-Bilayer fihrt zu einem Krimmungsstress Uber der Membran, was
wiederum die Aktivitat Krimmungs-sensitiver Proteine beeinflussen kann (modifiziert nach Graham und
Kozlov, 2010). (H) Das PtdCho/PtdEth Verhdltnis gilt als Schlisselregulator der Membranintegritét. Eine
Veranderung dieses Verhaltnisses resultiert in einer membrane leakage, was darauf zuriickzufihren ist,
dass PtdCho (blau) zylindrische Strukturen ausbildet, PtdEth (tirkis) hingegen konische Strukturen
(modifiziert nach Li et al., 2006).

In der thermosensitiven Hamstereizellenlinie MT58 resultiert eine Reduktion des PtdCho
Levels um 50 % in einer Verdnderung der ER-Morphologie von einer netzférmigen
Struktur zu eher geweiteten rundlichen Strukturen (Testerink et al., 2009). Gleichermalen
fiihrte auch eine Uberproduktion an Phospholipiden - hauptsédchlich PtdCho und PtdEth -
in Arabidopsis pahl pah2 Doppelmutanten zu einer veranderten ER-Struktur, genauer zu

einem partiellen Verlust des tubuldren Netzwerkes und dem Erscheinen von ER-Sheets

(Eastmond et al., 2010). In diesem Zusammenhang konnte auch in der in dieser Arbeit
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durchgefihrten Microarray-Analyse eine Hochregulierung von Transkripten, die an der
Antwort auf ungefaltete Proteine im ER (unfolded protein response) sowie der ER-
Stressantwort beteiligt sind, detektiert werden. Um zu Uberprufen, ob die ER-Struktur in
der CHER1-Mutante cherl-4 verandert ist, wurde der ER-Marker GFP-SWEET1
(Wolfenstetter et al., 2012) mittels particle gun transient im Wildtyp und in cherl-4

Mutanten exprimiert (Abbildung 39).

Abbildung 39: Lokalisation
eines ER-Markers in Col-0 und
cherl-4 Pflanzen. Transiente
Expression des ER-Markers
GFP-SWEET1 (Wolfenstetter et
al., 2012) in Col-0 und
cherl-4 Pflanzen mittels particle
gun Beschuss 2 dpi. Standard
entspricht 50 pm.

Jedoch konnten keine offensichtlichen Verdnderungen der ER-Morphologie beobachtet
werden (siehe Abbildung 39). Es ist dennoch nicht vollstdndig auszuschlieen, dass
geringfugige Veranderungen in der ER-Struktur durch die Lokalisierung des verwendeten
Markers nicht sichtbar gemacht werden koénnen. Weiterhin wére denkbar, dass eine
Reduktion des PtdCho-Levels um 14 % die ER-Struktur nicht beeinflusst, den Transport
von Proteinen am Golgi-Komplex hingegen schon. Interessanterweise wurden durch die
von Testerink et al. (2009) beobachtete veranderte ER-Morphologie in der
Hamstereizellenlinie MT58 nicht die Transportprozesse am ER beeinflusst, sondern
vielmehr der Transport vom Golgi-Komplex zur Plasmamembran hin. Dies deutet auf eine
starke Sensitivitdt der Transportprozesse am Golgi-Komplex gegeniiber Veréanderungen
im Lipidmetabolismus hin (Testerink et al., 2009). In diesem Zusammenhang spielen die
PtdCho-Metabolite Diacylglycerol (DAG) und Phosphatidsaure (PA, phosphatidic acid)
aufgrund ihrer Fahigkeit zur Induktion einer Membrankrimmung eine wichtige Rolle beim
Vesikeltrafficking (Kearns et al., 1997; Corda et al., 2002; Mousley et al., 2007; Yang et
al., 2008). DAG ist weiterhin von Bedeutung fur die Rekrutierung und Aktivierung von
Proteinen, die am Membrantransport beteiligt sind, beispielsweise der Proteinkinase D
(Baron und Malhotra, 2002). So Uberrascht es nicht, dass der DAG-Gehalt im Golgi
Apparat streng von sogenannten PI-Transferproteinen reguliert wird, die vor allem dessen
Fluss in den Kennedy-Pathway kontrollieren. Die bekanntesten Vertreter sind Secl14 aus
der Hefe oder Nir2 in Saugertierzellen (McGee et al., 1994; Litvak et al., 2005). Li und Xue
(2007) konnten zudem zeigen, dass die Phospholipase PLD{2 und PA als positive
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Regulatoren des Vesikeltraffickings in Wurzelzellen von Arabidopsis fungieren und u.a. fur
einen funktionalen Auxintransport benétigt werden. Ebenso ist die Interaktion von PA mit
SyntaxinlA wichtig fur Sekretionsprozesse (Lam et al., 2008). Somit konnte in den
CHERZ1-Mutanten auch der Transport zur Plasmamembran beeintrachtigt sein (Abbildung
40).

(" Y\ Abbildung 40: Auswirkungen einer
Apoplast [ veranderten Lipidzusammensetzung auf

PM den Transport zu PD. Vereinfachtes Schema
des sekretorischen Pathways in Pflanzen und
@ _Cytosol | mggliche Beeintrachtigungen. Durch eine
Verénderung der Lipidzusammensetzung

- / \ kann der Transport von Proteinen im

4 % / : sekretorischen Pathway an verschiedenen
| Stellen beeintrachtigt werden: (1) Einbau von

/ Proteinen in die ER-Membran, (2) Transport
@ [ vom ER zum Golgi oder (3) Transport vom
{ N,} —"' [ Golgi zur Plasmamembran. N=Nukleus,

— ' ER=Endoplasmatisches Retikulum, G=Golgi,

ER " > PM=Plasmamembran, V=Vakuole, C=Chloro-
M : plast, M=Mitochondrium. Modifiziert nach
\ /  Foresti und Denecke, 2008.

Dettmer et al. (2014) konnten ebenfalls drei CHER1-Mutanten - cherl-1, cherl-2 und
cherl-3 - identifizieren, welche einen defekten symplastischen Transport durch das
Phloem aufwiesen. Visualisiert wurde dies durch eine beeintrachtigte Entladung von GFP,
welches unter dem Geleitzellen-spezifischen Promotor pSUC2 (Imlau et al., 1999)
exprimiert wurde, sowie einem veranderten Expressionsmuster des Phloem-spezifischen
pPAPL::GFPer. Allerdings bleibt zu erwéhnen, dass die Expression von CHER1:YFP unter
dem natirlichen CHER1-Promotor in Wurzeln zu einer Lokalisation des Fusionsproteins
im Transgolginetzwerk (TGN) flhrte und nicht wie in dieser Arbeit beschrieben zusatzlich
an der Plasmamembran. Die unterschiedliche Lokalisation konnte jedoch auf der
Verwendung von verschiedenen Promotoren, den unterschiedlichen analysierten
Geweben und im Besonderen dem Zeitpunkt der mikroskopischen Analysen beruhen.
Denn auch in der vorliegenden Arbeit lokalisierte GFP:CHER1 nach zwei Tagen fast
ausschlielich im ER und im Golgi. Weiterhin wurde die Plasmamembranlokalisation des
Transporters auch in einer anderen Studie postuliert (Benschop et al., 2007).
Interessanterweise waren in der Mutante cherl-1 sowohl die Siebplattenflache als auch
die Siebporendichte stark reduziert. Die Siebporen bereits entwickelter Siebelemente
fielen durch eine veranderte Struktur auf, indem der Desmotubulus in den Siebporen der
Mutante anders als im Wildtyp erhalten blieb. Tabelle 10 zeigt eine Gegenlberstellung der
Ergebnisse zu CHER1 aus der vorliegenden Studie und der Studie von Dettmer et al.
(2014).
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Studien zu CHER1. Die Tabelle zeigt eine Gegeniberstellung der
Ergebnisse zu CHER1 aus der vorliegenden Studie und der Studie von Dettmer et al. (2014).

* Wachstumsretardierung * Wachstumsretardierung

* reduzierte Lange primarer Wurzeln +

* reduzierte Wurzellange
9 laterales Wurzelwachstum

» reduzierte PD-Lokalisierung von MP17 + abnormale Zellwandpositionierung

* Akkumulation von Zucker und Starke in » gestorter symplastischer
Sourceblattern Phloemtransport

+ Reduktion des Gehalts an Cholin um
40 % und Phosphocholin um 51 % in
der Wurzel

+ veranderte Phospholipid-
Zusammensetzung

« vermindertes PtdCho/PtdEth-Verhaltnis:

Gehalt an PtdCho um 14 % emniedrigt, * reduzierte Siebplattenflache und

Gehalt an PtdEth um 14 % erhéht (Blatt) Siebporendichte
* Cholingehalt + verénderte Siebporenstruktur:
erhoht Desmotubulus bleibt erhalten

Siebplattenporen entstehen urspriinglich aus Plasmodesmata durch eine Vergrof3erung
der Pore, der Ablagerung von Kallose und dem kompletten Verlust des Desmotubulus
(Esau und Thorsch, 1985; Bell und Oparka, 2011). Es wére durchaus vorstellbar, dass die
von Dettmer et al. (2014) beobachtete Verdnderung der Siebplatten- und
Siebporenstruktur aus einer gestérten Entwicklung der Siebporen resultiert. Die gestorte
Entwicklung der Siebporen wiederum konnte auf eine veranderte ER-Struktur infolge
eines reduzierten PtdCho-Levels zuriickzufuhren sein. Da Siebporen wie schon erwahnt
urspringlich aus Plasmodesmata hervorgehen, konnte diese Entdeckung gleichermalRen
auch auf die Entwicklung und/oder die Struktur der Plasmodesmata Ubertragbar sein, was
dann die veranderte MP17.GFP Lokalisation an PD erklaren konnte. In diesem
Zusammenhang kann die extreme Konstriktion des Desmotubulus u.a. durch die Insertion
von zylindrischen Lipidmolekilen wie PtdCho in die aufRere Membranschicht erreicht
werden (Tilsner et al., 2011). Eine Verringerung der PtdCho-Konzentration kénnte
dementsprechend eine beeintrachtigte Konstriktion des Desmotubulus mit sich bringen.
Wahrend eine asymmetrische Lipidverteilung fir die Induktion der Membrankrimmung
ausreicht, ist fur die Aufrechterhaltung von bestimmten Membranformen eine Beteiligung
von Proteinen erforderlich (van Meer und Sprong, 2004; Voeltz und Prinz, 2007; Shibata
et al., 2009; Tilsner et al., 2011). So konnte kiirzlich gezeigt werden, dass Retikulons und

Proteine der DP1/Yopl Familie an der Aufrechterhaltung der tubularen Krimmung des
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kortikalen ER, dem Ursprung des Desmotubulus, beteiligt sind (Voeltz et al., 2006; Hu et
al., 2008). Diesbeziglich kénnte eine veranderte Membranzusammensetzung im
kortikalen ER oder dem Desmotubulus auch die Bindung von sogenannten
Scaffoldproteinen oder Proteinen, die an der Bildung und Aufrechterhaltung der

Desmotubulusstruktur und somit auch der PD-Struktur mitwirken, beeintrachtigen.

3.2.6.2 Plasmodesmata als spezialisierte Membrandomane

Grundsatzlich sind bis zu 1000 verschiedene Lipidspezies pro Zelle méglich (van Meer,
2005), wobei deren Komplexitat mit den derzeitigen Analysemethoden nur ansatzweise
erfasst werden kann. Die drei Hauptlipidklassen der pflanzlichen Plasmamembran sind
Glycerolipide, hauptsachlich Phospholipide (PL), mit 46,8 % am Gesamtanteil der Lipide
in Arabidopsisblattern, Sterole (St) mit 46 % und Sphingolipide (SL) mit 7,3 % (Uemura et
al., 1995). In kinstlichen Membranen konnte fir diese Lipidklassen eine sich spontan
ausbildende Phasentrennung beobachtet werden (Karnovsky et al., 1982; Thompson und
Tillack, 1985). Dies lasst darauf schlieen, dass Lipide in der Plasmamembran nicht
gleichméaRig verteilt sind, sondern Subdomanen mit spezifischer Lipid- und
Proteinzusammensetzung, sogenannte Mikrodoméanen, bilden (Zauber et al., 2014). Nach
dem Raft-Modell bilden gesattigte Phospholipide, hauptsachlich Sphingolipide, und
Sterole die besonders dicht gepackte liquid-ordered (Lo) phase, welche normalerweise
sehr kurzlebig (<1 ms) ist. Durch geséttigte Lipidanker, Transmembrandomanen von Raft-
assoziierten Proteinen und Protein-Protein-Interaktionen kdnnen diese Mikrodomanen, die
auch als lipid rafts oder membrane rafts bezeichnet werden, allerdings stabilisiert werden,
wodurch sie einen Durchmesser von bis zu 200 nm und eine Lebenszeit von Uber einer
Sekunde erreichen kénnen (Simons und Vaz, 2004; London, 2005; Silvius, 2005; Mayor
et al., 2006; Tilsner et al., 2011). Die umgebende Membran wird als liquid disordered
phase bezeichnet und ist durch eine hohere Fluiditat charakterisiert, welche aus der
groReren eingenommenen Oberflache ungesattigter Phospholipide resultiert (Bhat und
Panstruga, 2005). Die Zusammensetzung eines lipid rafts ist in Abbildung 41 skizziert.
Lipid raft-assoziierte Proteine kdnnen generell tber die Isolierung sogenannter detergent
resistant membrane fractions (DRM) oder detergent insoluble membrane fractions (DIM)
identifiziert werden, da sich Sterol- und Sphingolipid-angereicherte Membranfraktionen im
Gegensatz zu ungesattigten Phospholipiden nicht durch milde, nicht-ionische

Detergenzien wie Trition X-100 solubilisieren lassen (Tilsner et al., 2011).
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0 Sterol <5 peripheres Membranprotein

Abbildung 41: Schematische Darstellung eines lipid rafts. Wahrend die umgebende
Plasmamembran hauptséachlich aus ungesattigten Phospholipiden (PL) aufgebaut ist, zeichnen sich lipid
rafts durch die Anwesenheit von gesattigten Phospholipiden, Sphingolipiden (SL) sowie Sterolen aus.
Weiterhin weisen GPI-verankerte Proteine eine Anreicherung in lipid rafts auf. Ebenso lokalisieren
bestimmte integrale oder periphere Membranproteine spezifisch in lipid rafts. Modifiziert nach Bhat und
Panstruga (2005).

Auf  der Suche nach PD-Komponenten  wurde  der  plasmodesmalen
Lipidzusammensetzung bisher nur wenig Aufmerksamkeit gewidmet, obwohl PD
Membran-reiche Strukturen darstellen und viele der identifizierten PD-Proteine integrale
oder periphere Membranproteine sind (Tilsner et al., 2011). Die Autoren fassten eine
Vielzahl an Daten zusammen, die fir eine bestimmte Zusammensetzung der PM
innerhalb der PD argumentieren. Demnach sei die Definition einer Membrandomane, an
die ein virales Movementprotein bindet, moglicherweise von gréRerer Bedeutung, als die
Suche nach einem spezifischen Rezeptor (Tilsner et al., 2011). Bisherige Analysen
deuten darauf hin, dass sich die Lipidzusammensetzung der Plasmamembran innerhalb
der PD-Pore von der umgebenden Plasmamembran unterscheidet. So konnte in
Suspensionszellkulturen aus Soja Wurzelzellen gezeigt werden, dass Fluoreszenz-
markierte Sphingolipide, welche hauptséachlich in der &ufReren Membranschicht
lokalisieren, entlang der Plasmamembran diffundieren kdnnen, nicht jedoch tber PD
hinweg (Grabski et al., 1993). Ein &hnliches Phanomen konnte auch fur die
Plasmamembran in tight junctions in tierischen Zellen beobachtet werden (Dragsten et al.,
1981). Weiterhin konnte fir die Plasmamembran-H*-ATPase mittels Immunogold-
lokalisation eine Verteilung entlang der gesamten Plasmamembran detektiert werden,
jedoch nicht an/innerhalb von PD (Fleurat-Lessard et al., 1995). In einer neuen Studie
wurde jedoch fur das Thioredoxin h (Trxh) Zell-zu-Zell Verbreitung in Arabidopsiswurzeln
demonstriert (Meng et al., 2010). Dies scheint auf der Membranlokalisierung, welche
vermutlich durch Myristoylierung des Gly*-Restes vermittelt wird, sowie der anschlieRen-
den Palmitoylierung des Cys*-Restes des Proteins zu basieren, was die Maglichkeit eines
Traffickings tUber die PD-PM unterstreicht.

Mehrere Hinweise sprechen fir die Existenz von lipid rafts innerhalb der PD-Pore. Das

Hauptindiz liefert die PD-Lokalisation des bereits in Kapitel 3.1.3 erwahnten pflanzen-
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spezifischen Proteins Remorin, wobei der C-terminale Anker von STREM1.3 spezifisch an
Lipide, die in pflanzlichen lipid rafts zu finden sind, bindet (Perraki et al., 2012). Die
potentielle Bedeutung der PD-Lokalisation von Remorin wird durch dessen Einfluss auf
die Virusverbreitung des Potato Virus X (PVX) betont, wobei eine inverse Korrelation
zwischen Virusverbreitung und REM-Gehalt beobachtet werden konnte (Raffaele et al.,
2009; Perraki et al., 2014). Es wurde vermutet, dass REM durch die Interaktion mit TGB1,
dem PVX Movementprotein, die VergréRerung des plasmodesmalen SEL durch TGB1
verhindert (Angell et al., 1996; Howard et al., 2004; Raffaele et al., 2009). Diese
Hypothese konnte in einer spateren Studie anhand von Permeabilitatstudien mit freiem
GFP bestéatigt werden, wobei die Uberexpression von REM zu einer Verminderung der
durch TGB1 induzierten GFP-Diffusion fuhrte (Perraki et al., 2014). Der gleiche Effekt
zeigte sich auch bei den Movementproteinen TMV MP30 und PVY Hc-Pro.
Interessanterweise resultierte die Uberexpression von REM auch in der Abwesenheit der
eben genannten Movementproteine in einer reduzierten GFP-Fusion. Dies lasst eine
generelle Funktion von REM in der Regulation der PD-Permeabilitat vermuten, wobei
diese aufgrund des fehlenden Phanotyps der REM-Uberexpressionspflanzen wohl eher
indirekt zu sein scheint (Perraki et al., 2014). Die potentielle Existenz von lipid rafts
innerhalb der PD-Pore wird auRerdem durch die plasmodesmale Lokalisation zweier
Glycosylphosphatidylinositol-verankerter Proteine - PDCB1 und eine [3-1,3-Glukanase -
bekraftigt, da Proteine mit dieser posttranslationalen Modifikation haufig eine
Anreicherung in lipid rafts aufweisen (Cordy et al., 2003; Borner et al., 2005; Grennan,
2007; Levy et al., 2007; Kierszniowska et al., 2009; Simpson et al., 2009). Weiterhin wird
ein moglicher Zusammenhang zwischen DIM und dem plasmodesmalen Transport durch
das kirzlich in Arabidopsis identifizierte Synaptotagminl unterstitzt, welches im
kortikalen ER, in Endosomen sowie in DIM in der PM lokalisiert (Schapire et al., 2008;
Minami et al., 2009; Lewis und Lazarowitz, 2010; Yamazaki et al., 2010). Es konnte
gezeigt werden, dass Synaptotagminl nicht nur die Endozytose und das Recycling
endosomaler Vesikel reguliert, sondern auch das MP-vermittelte trafficking von
Virusgenomen durch Plasmodesmata beeinflusst (Lewis und Lazarowitz, 2010; Uchiyama
et al., 2014).

Lipid rafts stellen zudem Plattformen fir Signalproteine, v.a. Kinasen mit
Rezeptorfunktion, dar und nehmen dadurch eine Schlisselrolle fur die Signalweiterleitung
und die Zell-zu-Zell Kommunikation ein (Hoessli et al., 2000; Shahollari et al., 2004; Bhat
und Panstruga, 2005; Kierszniowska et al., 2009; Pike, 2009; Lingwood und Simons,
2010; Simon-Plas et al., 2011). In humanen Zellen wird beispielsweise die Ser/Thr Kinase

Akt an lipid rafts rekrutiert, wo sie an der Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden
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beteiligt ist (Lasserre et al., 2008). Auch innerhalb der PD-Pore konnten bisher einige
Kinasen identifiziert werden. Beispielsweise waren unter insgesamt 15 ausgewdahlten
naher analysierten Kandidaten des PD-Proteoms von Fernandez-Calvino et al. (2011)
auch drei Rezeptor-dhnliche Kinasen vertreten. Ebenso konnte fiir die Rezeptor-ahnliche
Serin-/Threonin Kinase CRINKLY4 in Aleuronzellen eine PD-Lokalisation detektiert
werden (Tian et al., 2007). Spezifische Signalsequenzen fir die Lokalisation in lipid rafts
konnten mit Ausnahme einer sechs Aminoséauren langen lipid raft-Targetingsequenz der
humanen Tyrosin Phosphatase Src homology 2-containing phosphatasel bisher
allerdings kaum identifiziert werden (Sankarshanan et al., 2007; Rossin et al., 2010;
Perraki et al., 2012). In diesem Zusammenhang ware es denkbar, dass lipid raft-
assoziierte Proteine wie Remorin eine Gerist- oder Ankerfunktion fir andere Proteine
Ubernehmen und PM-assoziierte oder cytoplasmatische Proteine, beispielsweise
Signalproteine und Membran-modifizierende Proteine, an lipid rafts rekrutieren (Lefebvre
et al., 2010; Jarsch und Ott, 2011).

Es wird angenommen, dass eine hohe Dichte an lipid raft-Proteinen innerhalb der PD-
Pore eine spontane Bildung sowie eine weitere Anreicherung von lipid rafts in der
plasmodesmalen Plasmamembran beglnstigt. Somit ware es mdglich, dass die komplette
PD-Plasmamembran aus einer Vielzahl dicht zusammenliegender Lo-Doménen besteht
(Hancock, 2006; Tilsner et al., 2011). Normalerweise weisen Lo-Phasen eine 2-3 fach
reduzierte laterale Diffusion auf. Demnach kann die verstéarkte Diffusionsbarriere innerhalb
der PD-Pore nur durch Beteiligung zusatzlicher Faktoren, z.B. einer besonders hohen
Dichte an Transmembranproteinen oder der Anwesenheit globularer Proteine, erreicht
werden (Overall und Blackman, 1996; Jacobson et al., 2007; Tilsner et al., 2011).

Lipid rafts in Pflanzen bestehen hauptsachlich aus Spingholipiden und Sterolen
(Mongrand et al., 2004; Laloi et al.,, 2007; Carmona-Salazar et al., 2011; Cacas et al.,
2012). Interessanterweise zeigte die Transkriptomanalyse der vorliegenden Arbeit eine
Herunterregulierung von Genen, die potentiell an der Synthese von Sterolen und
langkettigen Fettsduren (very long chain fatty acids, VLCFA) beteiligt sind, welche
wiederum Bestandteil von pflanzlichen Sphingolipiden und kutikularen Wachsen sind. In
Einklang damit waren auch die Transkripte mehrerer potentiell lipid raft-assoziierter
Proteine herunterreguliert (siehe Anhang Tabelle 21). Der Einfluss des Cholin-, bzw.
Phosphatidylcholingehaltes auf die Zusammensetzung und Funktion von lipid rafts wurde
erst kirzlich durch zwei unabhéngige Studien demonstriert. So konnte im Zusammenhang
mit der Fetal Alcohol Spectrum Disorder (FASD) gezeigt werden, dass in zerebralen
granuldren Neuronen durch Cholinzugabe der Effekt von Ethanol auf die lipid raft-

abhangigen Funktionen des L1 Adhesion Molecule verhindert werden kann (Tang et al.,
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2014). Die Ethanolexposition bewirkt den schnellen Abbau von Sphingomyelin zu
Ceramid und Pyrophosphat, wobei Ceramid ein proapoptotisches Signal ist (Viktorov und
Yurkiv, 2008; Saito und Saito, 2013). Die Autoren postulierten, dass durch die Zugabe von
Cholin der Sphingomyelingehalt wieder normalisiert werden kénnte, wodurch eine lipid raft
Dysfunktion verhindert werden kénnte (Tang et al., 2014).

Die moglichen Auswirkungen eines Cholinmangels werden in Haut-Fibroblasten von
Patienten mit posturalem orthostatischen Tachykardiesyndrom (POTS) deutlich. In diesen
waren sowohl die Proteinkonzentration des Cholintransporters CTL1/SLC44A1 (choline
transporter-like protein 1/solute carrier 44A1) als auch die mRNA Expression 2-3 fach
reduziert (Schenkel et al., 2014). CTL1 vermittelt im humanen System die zellulare
Cholinaufnahme fir die Synthese der Membranlipide Phosphatidylcholin und Sphingo-
myelin ebenso wie die Aufnahme in Mitochondrien zur Speicherung von Cholin (Michel
und Bakovic, 2009). In POTS-Fibroblasten war die zellulare Cholinaufnahme um 60 %
sowie der mitochondriale Cholintransport um 50 % reduziert, was in einer gestorten
Membran-Homdostase resultierte, genauer gesagt einem reduzierten PtdCho:PtdEth
Verhaltnis, einem erhdhten Sphingomyelin:Cholesterol-Verhaltnis sowie einer veranderten
Fettsdurekomposition der Phospholipide. Somit ist davon auszugehen, dass in POTS-
Fibroblasten auch die Ausbildung von lipid rafts betroffen ist (Schenkel et al., 2014). Die
drastische Reduktion des Cholingehaltes wirkte sich interessanterweise auch auf die
Funktion der Mitochondrien aus und es konnte u.a. eine erhéhte ROS-Produktion
beobachtet werden (Schenkel et al., 2014). Dies lasst die Vermutung zu, dass der
veranderte Phosphatidylcholingehalt in den CHER1-Mutanten mdglichweise auch die
Ausbildung von lipid rafts und somit essentielle plasmodesmale Funktionen beeintrachtigt.
Ebenso misste die ROS-Produktion in den CHER1-Mutanten Uberpriift werden, da die
Beeinflussung der plasmodesmalen Permeabilitdét durch ROS-Gehalte bereits gezeigt
werden konnte. Interessanterweise konnte in der Transkriptomanalyse eine
Hochregulierung von Transkripten von ROS-Markergenen sowie antioxidativen Genen
detektiert werden, darunter sechs Glutaredoxine, der durch Superoxid induzierte
Transkriptionsfaktor WRKY30 und die NADPH-Oxidase RbohF als ROS-Produzent
(Mittler et al.,, 2004; Mehterov et al., 2012). Eine aktuelle Studie konnte zeigen, dass
sowohl eine Reduktion als auch eine Verstarkung der NADPH-Oxidase Aktivitat die ROS-
Akkumulation in der Wurzel und dadurch das laterale Wurzelwachstum verstarken kann
(Li et al., 2014). Zudem soll RbohF zusammen mit RbohD die ABA-induzierte ROS-
Produktion, ABA-abhangige Aktivierung von Calciumkandlen und ABA-induzierte

Schlielung der Stomata vermitteln (Kwak et al., 2003).
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Abbildung 42 veranschaulicht die moglichen Auswirkungen einer veranderten

Lipidzusammensetzung auf PD als spezialisierte Membrandomane.
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Abbildung 42: Auswirkungen einer veranderten Lipidzusammensetzung auf PD als spezialisierte
Membrandoméne. (A) Es wird postuliert, dass sich die Lipidzusammensetzung der Plasmamembran
innerhalb der PD von der umliegenden Plasmamembran (PM) unterscheidet, insbesondere durch die
Anhaufung von lipid rafts (lila hervorgehoben). Einige Proteine, wie zum Beispiel Remorin, lokalisieren
spezifisch in lipid rafts (orange hervorgehoben). Die extreme Konstriktion des Desmotubulus (DT) kann
u.a. durch die Insertion von zylindrischen Lipidmolekilen wie PtdCho in die &uRere Membranschicht
erreicht werden (Tilsner et al., 2011). An der Aufrechterhaltung der tubuldren Kriimmung sind vermutlich
zusatzliche Scaffoldproteine (rot und gelb dargestellt) beteiligt. (B) Durch das verminderte PtdCho/PtdEth-
Verhdltnis kann die Ausbildung von lipid rafts und somit die Lokalisation putativer PD-Rezeptoren
beeintrachtigt werden. Zudem kann die Bindung von Scaffoldproteinen durch eine veranderte
Lipidzusammensetzung beeintrachtigt werden. Dies wirde dann vermutlich in einer Dilatation des
Desmotubulus-Durchmessers und damit einhergehend in einer Reduktion des Durchmessers des
Zytoplasmaschlauchs resultieren. ZW=Zellwand.

3.2.6.3 Moglicher Einfluss von CHERL1 auf Lipidsignalleitungsprozesse

Die zweite Hauptaufgabe von Lipiden als Signalmolekile sollte bei der Ermittlung der
moglichen Bedeutung von CHERL1 fur die Pflanze ebenfalls nicht vernachlassigt werden.
Signallipide wie Phosphatidsaure, Diacylglycerol, Lysophospholipide, Fettsauren,
Inositolphosphate, Oxylipine, Sphingolipide und N-Acetylethanolamine sind bei der
Reaktion auf eine Vielzahl an Stressbedingungen involviert, beispielsweise bei
Pathogenbefall, Trockenheit, Salzstress und Temperaturverédnderungen (Okazaki und
Saito, 2014). In der in dieser Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalyse konnte die
Herunterregulierung einer Diacylgylcerolkinase in den CHER1-Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp detektiert werden. Dieses Enzym ist direkt an der Bildung des Lipidsignalmolekiils
PA beteiligt, indem es die Phosphorylierung von DAG, das wiederum aus der Hydrolyse
von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Ptdins(4,5)P2) durch die Phospholipase C
(PLC) stammt, katalysiert (Munnik, 2001; Meijer und Munnik, 2003). Eine weitere
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Maoglichkeit fir die Generierung von PA stellt die Hydrolyse von strukturellen Lipiden wie
PtdCho und PtdEth durch die Phospholipase D (PLD) dar (Munnik, 2001; Meijer und
Munnik, 2003). Mit einem Anteil von nur 1-2 % am Gesamtanteil aller Lipide in
eukaryontischen Zellen besitzt PA nur eine geringe Bedeutung als Membranlipid (Munnik,
2001). Nichtsdestotrotz sind seine Funktionen als Lipidsignalmolekill sehr vielfaltig und
die ldentifizierung potentieller PA-Zielproteine ist entscheidend fir das Verstandnis der
ablaufenden Prozesse (Testerink und Munnik, 2005, 2011; Janda et al., 2013). Durch
PLD produzierte Phosphatidsaure kann z.B. an die Proteinphosphatase 2C ABI1, einem
negativen Regulator des ABA-Signalweges, binden. Durch Verminderung der
Phosphataseaktivitdt von ABI1 wirkt PA somit positiv auf ABA-Signalleitungsprozesse
(Zhang et al., 2004). Durch die Bindung an die NADPH-Oxidasen AtrbohD und AtrbohF
unterstitzt PA die ROS-Produktion und SchlieBung der Stomata (Zhang et al., 2009).
Ebenso beeinflusst PA die Aktivitat einer Vielzahl an Kinasen, mitunter mitogen-activated
protein (MAP) Kinasen (Zhang et al., 2003), SnRK2.4 und SnRK2.10 (McLoughlin et al.,
2012), AtPDK1 (Anthony et al., 2004) und MAPK6 (Yu et al., 2010). Die Bindung von PA
an 14-3-3 Proteine kann deren Bindungsvermdgen an Zielproteine beeintrachtigen.
Beispielsweise hemmt die Bindung von PA die 14-3-3-Protein vermittelte Stimulation der
Protonenpumpenaktivitat der Plasmamembran H*-ATPase (Camoni et al., 2012). Ein
weiteres Zielprotein von PA ist das Cappingprotein AtCP, dessen Aktinbindeaktivitat durch
Anlagerung von PA inhibiert wird (Huang et al., 2006). Der Einfluss von Membranlipiden
auf das Zytoskelett im Verlauf von Stress-Signalleitungsprozessen wird durch die
Beobachtung bestérkt, dass durch PLDa1 generierte Phosphatidsaure an MAP65-1
binden kann und dadurch dessen Aktivitdt, die Polymerisation und Blndelung der
Mikrotubuli, erhdéht (Zhang et al., 2012). Weiterhin scheint PA in Ethylen-vermittelte
Prozesse involviert zu sein (Fan et al.,, 1997) und so blockiert die Binding von PA an
CTR1, einem negativen Regulator des Ethylensignalleitungsweges, dessen Interaktion mit
ETR1, einem bekannten Ethylenrezeptor (Testerink et al., 2007). In diesem Zusammen-
hang konnte in der Mikroarray-Analyse fur die CHER1-Mutanten eine deutliche
Herunterregulierung der Transkriptmengen fir potentiell PA-involvierende Prozesse
beobachtet werden, hauptsachlich Ethylen-vermittelte Prozesse, Vesikeltrafficking,
Signalleitung, sowie Abwehr-assoziierte Prozesse. Auf den ersten Blick steht dies im
Kontrast zur Phospholipidmessung, bei der kein Unterschied im PA-Gehalt detektiert
werden konnte. Jedoch muss hierbei beriicksichtigt werden, dass durch Methoden zur
Phosholipidbestimmung wie etwa TLC, GC oder HPLC nur grof3e Unterschiede ermittelt
werden konnen, wohingegen geringfugige Veranderungen, z.B. bei Turnoverprozessen,

nicht erfasst werden (Arisz et al., 2009). Dies kénnte erklaren, warum trotz Auffalligkeiten
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in der Transkriptomanalyse keine Verdnderung im PA-Gehalt detektiert werden konnte,
insbesondere da der Grof3teil des gemessenen PA vermutlich als Vorstufe fir die

Synthese von Phospholipiden fungiert (Arisz et al., 2009).

Ebenso waren in den CHER1-Mutanten die Transkriptlevel fir das PATATIN-like protein
9, auch bekannt unter PLA [lIB, im Vergleich zum Wildtyp Col-0 reduziert. PLA 111B gehort
zur Phospholipase A (PLA) Superfamilie in Arabidopsis. Diese katalysiert die Hydrolyse
von Glycerophospholipiden unter der Bildung von freien Fettsduren oder
Lysophospholipiden, welche beide als Lipidsignalmolekul fungieren (Ryu, 2004).
Lysophospholipide sind normalerweise nur in extrem geringen Mengen vorhanden,
konnen aber als Reaktion auf bestimmte Stressbedingungen drastisch ansteigen, z.B.
wahrend der Kalteakklimatisierung (Welti et al., 2002). Die Elicitor-Behandlung von
Zellkulturen des Kalifornischen Mohns (Eschscholzia californica) resultierte in einer
Aktivierung der Phospholipase A2 und somit in der Bildung von Lysophosphatidylcholin an
der Plasmamembran, was wiederum die Aktivierung des tonoplastidaren H*/Na’-
Antiporters ausldste (Viehweger, 2002). Lysophosphatidylethanolamin ist zudem in die
Regulation der Pollenkeimung sowie dem Pollenschlauchwachstum involviert (Kim et al.,
2011). Interessanteranterweise konnte in der Phospholipidmessung eine signifikante
Reduktion des Levels an Lysophosphatidylcholin 518,5 in den CHER1-Mutanten detektiert
werden.

Des Weiteren gibt es immer mehr Hinweise fiir die Rolle von Fettsauren und deren
Derivaten als Signalmolekile in einer Vielzahl an Stressantworten (Kachroo und Kachroo,
2009). So kann die an der Signalleitung beteiligte PLD® durch die Fettsaure Oleinsdure
stimuliert werden (Wang und Wang, 2001). Im Gegensatz dazu wird MP2C, eine
Serin/Threonin Phosphatase, durch langkettige, mehrfach ungesittigte Fettsduren
inhibiert (Baudouin et al., 1999). Durch die Bindung an NITRIC OXIDE ASSOCIATED1
(NOA1) und dessen anschlieBRendem Abbau, beeinflusst Oleinsdure die Synthese von
Stickstoffmonoxid und damit auch die Stickstoffmonoxid-vermittelte Signalleitung in
Arabidopsis (Mandal et al., 2012).
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien, Enzyme und
Verbrauchsmaterialien von folgenden Firmen bezogen: Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe),
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Applichem GmbH (Darmstadt), Fermentas GmbH (St.
Leon-Rot), Bio-Rad (Miinchen), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), GE Healthcare
(Freiburg), Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main),
Merck (Darmstadt), Stratagene (Amsterdam), Whatman (Maidstone, England) und VWR
International GmbH (Darmstadt).

Weiterhin wurden Kits der Firma Qiagen GmbH (Hilden) fir die Isolierung von Plasmid-
DNA aus Bakterien, die Aufreinigung von PCR-Produkten und fiir die Extraktion von DNA-

Fragmenten aus Agarosegelen verwendet.

4.1.2 Oligonukleotide und Sequenzierungen

Alle verwendeten Oligonukleotide (siehe Anhang Tabelle 17) wurden von Eurofins MWG
Operon (Ebersberg) oder Metabion International AG (Martinsried) bezogen. Sequenzie-
rungen wurden von der GATC Biotech GmbH (Konstanz) durchgefiihrt.

4.1.3 Vektoren und generierte Konstrukte

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Vektoren verwendet:

Tabelle 11: Verwendete Vektoren

pENTR™/D- Kan® LEntry“-Vektor fir Gateway®- Invitrogen™,
TOPO® Klonierung Karlsruhe
pCRBIluntll Kan® Klonierungsvektor Invitrogen™,
Karlsruhe
pK7FWG2 SpecF, Binarer Vektor, C-terminaler (Karimi et al., 2002)
Strep® GFP-tag, konstitutive
Expression in Pflanzen
pK7WGF2 SpecF, Binarer Vektor, N-terminaler (Karimi et al., 2002)
Strep® GFP-tag, konstitutive
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Expression in Pflanzen
pGWB614 Speck Binarer Vektor, C-terminaler 3- | (Nakamura et al., 2010)
fach HA-tag, konstitutive
Expression in Pflanzen

pGWB615 Speck Binarer Vektor, N-terminaler 3- | (Nakamura et al., 2010)
fach HA-tag, konstitutive
Expression in Pflanzen

pPRB-35S-GW | SpecF, Bimolekulare Fluoreszenz- (Ustiin, 2013)

VENUSM? Strep® komplementation

pRB-35S-GW | SpecF, Bimolekulare Fluoreszenz- (Ustiin, 2013)

VENUS®** | Strep® komplementation

pFV3 Kan® Binarer Vektor, pAF16, (Becker et al., 1992;
Expression eines amiRNA- Stadler et al., 2005)

Konstruktes gegen At3g12180
inklusive pdk-Intron 2

Anhand der Ausgangsvektoren wurde in der vorliegenden Arbeit eine Vielzahl an

Konstrukten/Plasmiden generiert, welche in Tabelle 12 aufgefihrt sind.

Tabelle 12: Generierte Konstrukte

MP17 fl SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit C-terminaler
Strep® GFP-Fusion im Vektor pK7FWG2
MP17A1-18 Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-18 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A110-156 Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep”® AS 110-156 mit C-terminaler GFP-Fusion im
Vektor pK7FWG2
MP17A1-109 Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-109 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-99 Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-99 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-89 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-89 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-79 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-79 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-66 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-66 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-53 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
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Strep® AS 1-53 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-40 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-40 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A1-27 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Deletion der
Strep® AS 1-27 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17A136-143 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Alanin-Scan
Strep® der Serine/Threonine tber AS 136-143 mit C-
terminaler GFP-Fusion im Vektor pK7FWG2
MP17A69-81 SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Alanin-Scan
Strep® der Serine/Threonine tber AS 69-81 mit C-
terminaler GFP-Fusion im Vektor pK7FWG2
MP17Aall SpecF, Kodierende Sequenz von MP17 mit Alanin-Scan
Strep® der Serine/Threonine tber AS 69-81 und AS 136-
143 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
MP17D71 Spec”, MP17 Aall mit Asparaginsaure-Substitution von
Strep”® s71
MP17D79 SpecF, MP17 Aall mit Asparaginséaure-Substitution von
Strep® S79
MP17D7179 Spect, MP17 Aall mit Asparaginséaure-Substitution von
Strep”® S71 und S79
MP17A110-156D71 Spec”, MP17 D71 mit Deletion der AS 110-156
Strep”®
MP17 K1 SpecF, MP17 mit Arginin-Substitution von K76 mit C-
Strep® terminaler GFP-Fusion im Vektor pK7FWG2
MP17 K2 Spec”, MP17 mit Arginin-Substitution von K132, K144,
Strep”® K151 und K154 mit C-terminaler GFP-Fusion im
Vektor pK7FWG2
amiCHER1 pFV3 Kan® artificial micro RNA silencing Konstrukt ftir
At3g15380 basierend auf pRS300 und der
Sequenz “TATTGACAATCATTGAAGCCC®
GFP:CHER1 SpecF, Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
Strep® von Col-0 mit N-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7WGF2
GFP:CHER1_G247E | Spec”, Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
Strep® von der Mutante SO15A mit N-terminaler GFP-
Fusion im Vektor pK7TWGF2
CHER1:GFP SpecF, Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
Strep® von Col-0 mit C-terminaler GFP-Fusion im Vektor
pK7FWG2
CHER1 G247E:GFP | SpecF, Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
Strep® von der Mutante SO15A mit C-terminaler GFP-

Fusion im Vektor pK7FWG2

97




MATERIAL UND METHODEN

MP17-VENUS® Spec, Kodierende Sequenz von MP17 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW C-VENUS“**®
MP17-VENUS" Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW C-VENUSM"™
VENUS®-MP17 Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW N-VENUS®™®
VENUS" -MP17 Spec”, Kodierende Sequenz von MP17 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW N-VENUSM?
VENUS"-CHER1 SpecF, Kodierende Sequenz von CHER1 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW N-VENUSM™
VENUS®-CHER1 Spec”, Kodierende Sequenz von CHER1 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW N-VENUS**®
CHER1-VENUS" Spec”, Kodierende Sequenz von CHER1 im Vektor pRB-
Strep® 35S-GW C-VENUSM™
VENUS"- SpecF, Kodierende Sequenz von CHER1_G247E im
CHER1_G247E Strep® Vektor pRB-35S-GW N-VENUSM™
VENUS®- Spec”, Kodierende Sequenz von CHER1 G247E im
CHER1_G247E Strep”® Vektor pRB-35S-GW N-VENUS®*®
CHER1_G247E- SpecF, Kodierende Sequenz von CHER1_G247E im
VENUSM Strep® Vektor pRB-35S-GW C-VENUSM"”
HA:CHER1 Spec”® Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
von Col-0 mit N-terminalem 3-fach HA-tag im
Vektor pPGWB615
HA:CHER1_G247E Spec”® Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
von der Mutante SO15A mit N-terminalem 3-fach
HA-tag im Vektor pGWB615
CHER1:HA Spec”® Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
von Col-0 mit C-terminalem 3-fach HA-tag im
Vektor pGWB614
CHER1 _G247E:HA Spec”® Kodierende Sequenz von At3g15380 amplifiziert
von der Mutante SO15A mit C-terminalem 3-fach
HA-tag im Vektor pGWB614

4.1.4 Bakterienstdmme und Kultivierung

®80lacZAM15 A lacX74 recAl
araD139 A(araleu)7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG

E. coli DH5a F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) Invitrogen™
U169 recAl endAl hsdR17(r,, m,")
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A
E. coli Top10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen™, Karlsruhe

A. tumefaciens
C58C1

Rif® mit Helferplasmid pGV2260

(Amp"®)

(Van Larebeke et al., 1974;
Deblaere et al., 1985)
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Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37°C in LB-Medium (10 g/I Bacto-Trypton, 10 g/l
NaCl, 5 g/l Hefeextrakt), die Kultivierung von A. tumefaciens bei 28°C in YNB-Medium
(Hefeextrakt 10 g/l, Bacto-Pepton 10 g/l und NaCl 10 g/l). Antibiotika wurden mit
Ausnahme von Rifampicin in Wasser gelost und sterilfiltriert. Rifampicin wurde in DMSO
(Dimethylsulfoxid) gelést und nicht sterilfiltriert. Die jeweiligen Antibiotika wurden den
Medien nach dem Autoklavieren in entsprechender Konzentration hinzugefiigt (Tabelle
13).

Tabelle 13: Zur Selektion transgener Organismen verwendete Antibiotika

Ampicillin (Amp) 100 mg/mi 100 pg/mi
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml 50 pg/ml
Rifampicin (Rif) 50 mg/ml 50 pg/ml
Spectinomycin (Spec) 100 mg/mi 100 pg/mi
Streptomycin (Strep) 40 mg/ml 40 pg/ml

4.1.5 Pflanzenmaterial und Kultivierung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Arabidopsislinien sind in Tabelle 13
aufgefiihrt. Die T-DNA Insertionslinie cherl-4 (SALK_065853C) wurde vom Nottingham
Arabidopsis Stock Centre erhalten. Homozygote Pflanzen wurden Uber zwei PCR-
Amplifikationen - der Primerkombination KL63 und KL64 zum Nachweis des Wildtypfrag-
mentes und der Primerkombination KL64 und KL158 zum Nachweis der T-DNA Insertion -

identifiziert.

Tabelle 14: Verwendete Arabidopsislinien

Col-0 Wildtyp Columbia Lehle Seeds
(Round Rock,
USA)

Ler Wildtyp Landsberg erecta Lehle Seeds
(Round Rock,
USA)

Col-16 Col-0 p35S-1 (Kronberg et al.,
2007)

LerNM8S Col-16xLer p35S-1 (Kronberg, 2008)

(acht Ruckkreuzungen)
SO15A Col-16 EMS diese Arbeit
cherl-4 Col-0 SALK_065853C | (Analysis of the
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genome sequence
of the flowering
plant Arabidopsis
thaliana, 2000)

LNMSO15A LerNM8S, SO15A Kreuzung diese Arbeit
Col-16xcher1-4 cherl-4, Col-16 Kreuzung diese Arbeit
cherl-5 S015AxCol-0 Kreuzung diese Arbeit
Col-16_amiCHER1 | Col-16 amiCHER1 pFV3 | diese Arbeit

Die Aufzucht von Arabidopsis thaliana erfolgte auf einem speziellen Bodensubstrat aus
Typ P-Erde, Sand und Lavagrus im Verhaltnis 7:2:1. Arabidopsissamen wurden auf Erde
ausgesat und bei 4°C fur 1-2 Tage stratifiziert, um die Keimung zu synchronisieren. Nach
erfolgter Stratifikation wurden die Pflanzen fur sechs Wochen unter Kurztagbedingungen
(SD; 8 h Licht bei 22°C, 16 h Dunkelheit bei 19°C) und danach bis zur Samenreife unter
Langtagbedingungen (LD; 16 h Licht bei 22°C, 8 h Dunkelheit bei 19°C) kultiviert. Die
Kultivierung erfolgte in Percivals (CU-36L4, CLF PlantClimatics, Emersacker), in
GroBanks (PlantMaster AGR2846 mit GroBanks, CLF PlantClimatics, Emersacker) oder
im Gewachshaus.

Fur die Keimlingsversuche und die Bestimmung des vertikalen Wurzelwachstums erfolgte
die Anzucht von Arabidopsis auf Murashige and Skoog (MS)-Medium [0,443 % MSMO
(w/v), Duchefa; (optional) 2 % (w/v) Saccharose; 0,05 % (w/v) MES; 0,8% (w/v) Phytagar;
pH mit KOH auf 5.7 eingestellt]. Zu diesem Zweck wurden die Samen zunéchst mittels
Flussigsterilisation Oberflachen-sterilisiert. Hierfir wurden die Samen fiir 5 min in einer
Losung aus 1 % Natriumhypochlorit und 0.05 % Tween 20 (v/v) gevortext und durch
Zentrifugation fur 30 sec sedimentiert. Nach drei Waschschritten mit sterilem Wasser
wurden die Samen in 0,1 %-iger steriler Agarose aufgenommen und auf MS-Platten
ausgebracht. Die Anzucht von Pflanzen auf MS-Medium erfolgte in der Lichtkammer unter
Langtagbedingungen (16 h Licht / 8 h Dunkelheit, circa 22°C, 60 % Luftfeuchtigkeit).

Tabakpflanzen (Nicotiana benthamiana) wurden auf Erde im Gewachshaus (16 h Licht bei
25°C, 8 h Dunkelheit bei 21°C; 250-300 ymol m™?s™ Licht; 40 % relative Luftfeuchtigkeit)

mit taglicher Bewasserung kultiviert.
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4.2 Methoden

4.2.1 Pflanzentransformation

4.2.1.1 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von Pflanzen erfolgte mittels floral dip (Clough und Bent,
1998). Hierfur wurden 250 ml YNB-Medium (10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Bacto-Pepton und
10 g/l NaCl) mit den entsprechenden Antibiotika versetzt, mit 2 ml einer Agrobakterien-
Vorkultur angeimpft und Uber Nacht bei 28°C kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden
die Zellen durch Zentrifugation fur 20 min bei Raumtemperatur und 5000 xg geerntet, in
Infiltrationsmedium [5,0 % Saccharose, 0,05 % Silwet (Lehle Seeds, Round Rock, USA)]
resuspendiert und die optische Dichte bei 600 nm (OD600) auf 0,80 eingestellt.
AnschlieRend wurde der Blitenstand der zu dippenden Pflanzen fir 10-30 s in die
Agrobakteriensuspension getaucht. Die gedippten Pflanzen wurden tber Nacht mit einer
Haube abgedeckt und bis zur Samenreife im Gewachshaus kultiviert. Zur Selektion der
Transformanten wurden die geernteten Samen groR3flachig auf Erde ausgebracht. Im Alter
von 1-2 Wochen wurden die Keimlinge insgesamt 3-4x mit 0,1 % BASTA-L6sung (Bayer,
http://www.bayer cropscience.com) im Abstand von 3-4 Tagen bespriht.

4.2.1.2 Transiente Transformation von Arabidopsis thaliana

Die transiente Transformation von Arabidopsis thaliana erfolgte mittels particle gun
Beschuss mit Hilfe des PDS-1000/He™ (Bio-Rad Laboratories GmbH) Systems nach den
Anweisungen des Herstellers. Ein bis zwei Tage nach der Infiltration wurde die
Lokalisierung der Fusionsproteine Uber konfokale Laserscanning Mikroskopie (KLSM)

analysiert.

4.2.1.3 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

Zur transienten Expression von Proteinen in N. benthamiana wurde die Agrobakterien-
vermittelte Transformation eingesetzt. Hierfir wurden Agrobakterien in 50 ml YNB-
Ubernachtkulturen mit den entsprechenden Antibiotika, denen 500 pl 1 M MES (pH von
5,6 mit KOH) und 10 pl 100 mM Acetosyringon (in DMSO) zugefugt wurden, kultiviert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000 xg fir 15 min bei Raumtemperatur geerntet
und in Infiltrationspuffer [L0 mM MgCl,, 10 mM MES pH 5,6 und 100 uM Acetosyringon]
resuspendiert, wobei die optische Dichte bei 600 nm (OD600) im Normalfall auf 1,0
eingestellt wurde. Alternativ dazu wurden Agrobakterien in 50 ml YNB-Ubernachtkulturen
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mit den entsprechenden Antibiotika kultiviert und nach der Zentrifugation in Wasser
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in die abaxiale Blattseite von Nicotiana
benthamiana Pflanzen mit Hilfe einer nadellosen 1 ml-Spritze infiltriert. Zwei bis drei Tage

nach der Infiltration wurde die Lokalisierung der Fusionsproteine Uber KLSM analysiert.

4.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden

Grundlegende Techniken der Nukleinsduremanipulation wie beispielsweise Amplifikation
von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Schneiden von DNA mit Restrik-
tionsenzymen, Verknupfen von DNA mit Hilfe von Ligasen, Reinigung von DNA-
Fragmenten, Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsduren, Anzucht von E. coli,
Transformation von E. coli sowie Praparation von Plasmiden wurden nach Sambrook et
al. (1989) durchgeftihrt.

Fur die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das QiaQuick® PCR Purification Kit
(Qiagen) verwendet und die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel
erfolgte durch das QiaQuick®Gel Extraction Kit. Einige Konstrukte in dieser Arbeit wurden
mit Hilfe der pENTR/D-TOPO®-Klonierung (Invitrogen™) angefertigt. Dabei wurde nach
Protokoll des Herstellers vorgegangen.

4.2.3 Extraktion und Analyse von Nukleinsauren

4.2.3.1 Extraktion genomischer DNA aus Blattmaterial

Fur analytische Nachweise, wie etwa PCR-Analysen, wurden gefrorene Blattscheiben mit
Hilfe des Qiagen Tissue Lyser 2 Systems homogenisiert. Fir die Extraktion der
genomischen DNA wurde die Methode von Edwards et al. (1991) modifiziert. Das
pulverisierte Blattmaterial wurde mit 400 pl Extraktionspuffer (200 mM Tris pH 8,0; 250
mM NaCl; 25 mM EDTA pH 8,0 und 0,5 % SDS) versetzt und anschlieRend fur eine
Minute homogenisiert. Nach dem Abtrennen unloslicher Bestandteile wurde die DNA mit 1
Volumen Isopropanol gefallt. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und
anschlieBend in 50 pl TE-Puffer gelost. Die Isolierung genomischer DNA fir next
generation sequencing erfolgte wie bereits beschrieben (Aitchitt et al., 1993), aulRer dass
der Waschschritt mit 70 % Ethanol 3x wiederholt wurde und das Pellet direkt in MQ +
RNase (100 pg/ml) resuspendiert wurde. Fir die DNA-Isolierung wurde Blattmaterial der
Linien LNMSO15A F2 #125 und #387 gepoolt.
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4.2.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen und Analyse der Transkriptlevel

Die Extraktion vom Gesamt-RNA aus Pflanzen erfolgte nach der Methode von Logemann
et al. (1987). Die Konzentration der RNA wurde an einem ND-1000 Spectrophotometer
(NanoDropTechnologies) bestimmt.

Der Nachweis von mRNA erfolgte zum einen mittels Northern Blot Analyse, welche auf
der Hybridisierung von mRNA auf einer Membran und dem spezifischen Nachweis mit
einer [a-**P]-markierten Sonde basiert. Dazu wurde die RNA mit 10 % Formaldehyd, 1 x
MEN (20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,0), 40 % Formamid, 1 ul 1
% Ethidiumbromid und 1 x Auftragspuffer (6 % Glycerin, 10 mM EDTA pH 8,0 und 0,025
% der Farbstoffe Bromphenolblau sowie Xylen Cyanol) versetzt und auf einem 1,5 %
Agarosegel mit 1 x MEN und 16,75 % Formaldehyd aufgetrennt. Anschlie3end wurde die
RNA far 20 h Ober Nacht in 20 x SSC (3 M NaCl und 0,3 M Natriumcitrat) auf eine
Nylonmembran geblottet. Zur Quervernetzung wurde die Membran zweimal mit 120 pJ im
UV-Crosslinker (Vilber Lourmat, Eberhardzell) bestrahlt. Nach dem Trocknen der
Membran wurde diese bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert. Fur
die Northern Blot Analyse wurde die Membran bei 65°C flr mindestens eine Stunde in
Church Puffer (7 % SDS, 0,5 % BSA, 1 mM EDTA und 0,5 M Natriumphosphatpuffer pH
7,2) vorhybridisiert. Die Hybridisierung mit einer [a-*?P] radioaktiv markierten DNA Sonde
(mittels High Prime Mix von Roche) Uber Nacht erfolgte nach Herstellerangaben.
Unspezifisch gebundene Sonde wurde mit Waschpuffer (6 x SSC, 0,1 % SDS) reduziert.
Im Folgenden wurde ein Kodak Biomax XAR Roéntgenfilm aufgelegt und bei -80°C
exponiert. Die Entwicklung des Films erfolgte mit dem Protec Optimax Entwicklersystem.
Zum anderen erfolgte die Analyse der Transkriptmenge Uber semiquantitative RT-PCR.
Die isolierte Gesamt-RNA wurde zunachst entsprechend den Herstellerangaben mit
DNasel (Fermentas) behandelt, um mdgliche DNA-Kontaminationen zu eliminieren. Die
verdaute RNA wurde in die cDNA-Synthese unter Verwendung der RevertAidTM H Minus
M-MuLV Reversen Transkriptase sowie Oligo(dT)Oligonukleotiden laut Herstellerangaben
eingesetzt (http://www.fermentas.com, Fermentas). Die PCR-Amplifikation von Actinl
(At2g37620) unter Verwendung der Primer KL8 und KL9 wurde als Qualitatskontrolle fur
die cDNA verwendet. CHER1 Transkriptmengen wurden mittels RT-PCR unter
Verwendung der Primer KL101 (Vorwartsprimer) und KL157 (RUckwartsprimer;

Uiberspannt Exon 6 und 7), welche ein 472 bp-Fragment ergeben, tberpriift.

4.2.3.3 Transkriptomanalyse

Fur die Transkriptomanalyse wurden jeweils vier biologische Replikate der Linien Col-0,

cherl-4 und cherl-5 verwendet, wobei Blatter von finf bis sechs Pflanzen fir ein
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biologisches Replikat gepoolt wurden. Nach der Probennahme wurde das Blattmaterial
bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die Hybridisierung des Mikroarray
erfolgte wie bereits beschrieben (Prasch und Sonnewald, 2013). Nach dem Import der
Textfiles mit Hilfe der Feature Extraction Software (Version 12.5.1; Agilent Technologies)
in GENESPRING XII (AgilentTechnolgies), wurden die Mikroarraydaten zur Basis 2
logarithmiert, zum 75. Perzentil normalisiert und zum Median aller Proben korrigiert. Nach
Verwendung des hierarchischen Cluster-Algorithmus und der Pearson uncentered
Korrelation in GENESPRING XII gruppierten die Daten in zwei Hauptgruppen, zum einen
die Wildtypproben und zum anderen die Proben der beiden CHER1-Mutanten. Die
Identifizierung differentiell regulierter Gene zwischen cherl-4, cherl-5 und Col-0 mit einer
Expressionsédnderung = 2.0 und p < 0.05 erfolgte mit Hilfe des T-test unpaired und der
Benjamini-Hochberg multiplen Testkorrektur (Benjamini und Hochberg, 1995). Durch das
Erstellen eines Venn Diagramms aus den 1540 deregulierten Features fur cherl-5 und
den 1314 deregulierten Features fur cherl-4 konnten insgesamt 960 Features ermittelt
werden, die in beiden CHER1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Col-O differentiell
reguliert waren (siehe Anhang Tabelle 23). Von diesen waren 240 Features hochreguliert
und 720 Features herunterreguliert und konnten 200, bzw. 613 Gen-Loci zugeordnet
werden. Die funktionelle Charakterisierung wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt
(Prasch und Sonnewald, 2013). Die Arraydaten dieser Arbeit sind in der National Center
for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus database unter der Accession-
Nummer GSE61595 hinterlegt.

4.2.4 Mutantenscreening und Marker-gestiitzte Kartierung

Samen der MP17:GFP exprimierenden Arabidopsislinie Col-16 wurden bereits in
Vorarbeiten einer EMS-Mutagenese unterzogen (Lehle Seeds, Round Rock, TX, USA). In
der vorliegenden Arbeit wurden 3840 Pflanzen der M2-Generation nach Mutanten mit
einer verédnderten MP17-Lokalisation in Sourceblattern und seneszenten Blattern
durchmustert. Hierfir wurden zunachst die vorliegenden Samen der M2-Generation der
24 verschiedenen Parentallinien und der Kontrollen Col-0, Col-16 sowie Col-9 und Col-14,
die im Vergleich zu Col-16 weniger MP17:GFP exprimieren, auf Erde ausgesat (Kronberg
et al., 2007). Nach einer Stratifikation flr drei Tage bei 4°C wurden die ausgesaten
Samen in Kurztagbedingungen Uberfuhrt und im Alter von 14 Tagen in 40 Multiflorplatten
a 104 Topfchen pikiert. Dabei wurde jede Multiflorplatte mit drei Col-0, drei Col-16 sowie

einem Col-9 und einem Col-14 Keimling besttickt, wodurch pro Parentalgruppe 160
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Pflanzen analysiert werden konnten. Die weitere Anzucht der Pflanzen bis zum Abschluss
der konfokalen Analysen erfolgte unter Kurztagbedingungen.

Die Marker-gestitzte Kartierung wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt (Vogel et al.,
2011). Die hierfur verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle 18 und Tabelle 19
aufgefihrt. Die PCR-Amplifikation der verwendeten SSLP-Marker erfolgte Uberwiegend
mit einer Annealingtemperatur von 55°C und 40 Zyklen. Dazu wurde entweder eine selbst
hergestellte, rekombinante Polymerase aus Thermophilus aquaticus (Puffer: 10 mM KCl,
20 mM Tris/HCI, 10 mM (NH,),SO,, 2 mM MgSQq, 0,1 % Triton X-100, pH 8,8) oder Tag-
Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, USA; Puffer: 10 mM KCI, 20 mM Tris/HCI, 16
mM (NH4),SO,4, 2 mM MgSO,, 0,1 % Tween 20, pH 8,5) verwendet. Fur CAPS-Marker
wurden die PCR-Fragmente mit dem entsprechenden Restriktionsenzym (2 Units Enzym
pro 20 yul PCR-Reaktion) fur 90 min verdaut. Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden
schlieBlich auf 2,5 %-igen TBE-Agarosegelen aufgetrennt. Um eine eindeutige Unter-
scheidung der Okotyp-spezifischen Allele/Restriktionsmuster zu gewahrleisten, wurde die

DNA von beiden Wildtypen und heterozygoten Pflanzen stets als Kontrollen mitgefthrt.

4.2.5 Next generation sequencing

Nach dem Scheren von 1000 ng genomischer DNA mittels Ultraschall erfolgte die
Préaparation der Library unter Verwendung des SPRIworks System Il for Life
Technologies  SOLID  System. Fur  die Bead-Praparation  wurde  das
EZbead System von Life Technologies nach den Anweisungen des Herstellers verwendet.
AnschlieBend wurde die library mit Hilfe des SOLID Systems (Life Technologies)
sequenziert, wodurch 94,156,791 color space fragment reads von 50 bp Lange generiert
wurden. Das Mapping zum Tairl0 Referenzgenom unter Verwendung des LifeScope
Softwarepakets (Version 2.1) ergab eine durchschnittliche Sequenzabdeckung von 5,53.
Die Varianten-Detektion mit Hilfe von diBayes und LifeScope small-indel brachte 129,784
SNPs und 16,069 small indels zum Vorschein. Die next generation sequencing Daten
dieser Arbeit sind im National Center for Biotechnology Sequence Read Archive unter der

Accessionnummer SRX708557 hinterlegt.

4.2.6 Generation von CHER1 amiRNA Pflanzen

Die artificial micro RNA (amiRNA) fur CHER1 wurde unter Verwendung des Internettools
Web MicroRNA Designer WMD3 (http://wmd3.weigelworld.org/cgibin/webapp.cgi)

(Schwab et al., 2006) erstellt. Aus der Liste der vorgeschlagenen amiRNA-Sequenzen
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wurde die amiRNA-Sequenz ,TATTGACAATCATTGAAGCCC* ausgewahlt. Entsprechend
dem verdffentlichten Protokoll auf der Webseite wurde das amiRNA Backbone des
Vektors pRS300 (MIR319a Arabidopsis thaliana) unter Verwendung der tber den Oligo-
Designer generierten Primer modifiziert, um amiRNACHER1 zu generieren. Nach einer
Zwischen-klonierung des PCR-Produktes d) in den Vektor pCRBlunt und Uberpriifung
mittels Sequenzierung wurde die amiRNACHER1-Kassette Uber die
Restriktionsschnittstellen Xbal und Xhol in den Zielvektor pFV3, bzw. pAF16 (Stadler et
al., 2005), einem von pGPTV-BAR abgeleiteten Vektor fir die Uberexpression in
Pflanzen, der einen 35S-Promotor sowie eine BASTA-Resistenzkassette beinhaltet,
kloniert (Becker et al., 1992). Das erhaltene amiRNACHER1-Konstrukt wurde in
Agrobakterien transformiert und diese fir die stabile Transformation von Col-0 und Col-16

Pflanzen eingesetzt.

4.2.7 Komplementation der CHER1-Mutanten

Fur die Kompelementation der CHER1-Mutanten wurden folgende Konstrukte un
Agrobakterien transformiert und dber floral dip die Mutanten SO15A und cherl-4

transformiert.

Tabelle 15: Fir die Komplementation verwendete Konstrukte
[ vme [ Kok ]
cherl-4 CHER1:GFP
GFP:CHER1
CHER1:HA
HA:.CHER1
cherl-5 CHERL1:GFP
GFP:CHER1
SO15A CHER1:HA
HA:CHER1

4.2.8 Western Blot Analyse

Der Nachweis von Proteinen erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970). Fur die
Analyse von Gesamtproteinextrakten aus Pflanzen wurden jeweils zwei Blattscheiben
gleicher Blattflache (0,64 cm?) in flussigem Stickstoff schockgefroren und mit Hilfe des
Qiagen Tissue Lyser Il homogenisiert. Das pulverisierte Blattmaterial wurde mit 2x

Laemmli Probenpuffer [125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 20 mM DTT; 20 % (v/v) Glycerin; 4 %
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(w/v) SDS; 0,2 % (w/v) Bromphenolblau] versetzt und durch Vortexen homogenisiert.
Nach Abkochen fir 10 min bei 95°C wurden die Zelltrimmer kurz pelletiert und der
Uberstand wurde auf ein 12,5 %-iges (v/v) SDS-Polyacrylamid Gel aufgetragen. Nach
dem Gellauf wurde die Membran in Transferpuffer [39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,0375 %
SDS, 20 % Methanol, pH 8,2 (HCI)] aquilibriert und bei 1 mA/cm? fur 1,5 h auf eine
Nitrocellulosemembran (Porablot, Macherey-Nagel, Duren) transferiert. Anschlielend
wurde die Membran in Blockierlésung - bestehend aus 5 % Milchpulver (w/v) geldst in
TBS/T (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,1 % (w/w) Tween 20) - fir mindestens 1 h blockiert.
Nach dreimaligem Waschen der Membran in TBS/T wurde diese Uber Nacht mit anti-
MP17-Antiserum [1:5000], anti-GFP-Antiserum [1:1000] oder anti-Transketolase-
Antiserum [1:4000] (jeweils verdunnt in TBS/T mit 1 % (w/v) Milchpulver) inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Membran nach drei 5-minttigen Waschschritten fir 2 h mit einem
Meerrettichperoxidase-gekoppelten sekundaren Antikoérper [1:20000 verdunnt in TBS/T
mit 1 % (w/v) Milchpulver)] inkubiert. Nach erneuten Waschschritten fur jeweils 5 min
wurde die Membran mit 6 ul 35 % H,O, (geldst in 0,1 M Tris/HCI pH 8,5) und 144 pl eines
Coumarin-Luminol Gemischs (gel6st in 0,1 M Tris/HCI pH 8,5) fur 1 min inkubiert und
antikorperspezifische Signale durch Auflegen und Entwickeln eines Kodak Biomax XAR

Rontgenfilms detektiert.

4.2.9 Physiologische Analysen und Zuckermessung

Fur die physiologischen Analysen wurden die Pflanzen fur sieben Wochen unter
Kurztagbedingungen kultiviert. Blattanzahl und Rosettenfrischgewicht wurden fir je finf
biologische Replikate pro Linie bestimmt. Um das reproduktive Wachstum zu bestimmen,
wurden Pflanzen fiir sechs Wochen unter Kurztagbedingungen kultiviert und dann in
Langtagbedingungen transferiert. Zur Analyse der Blihinduktion wurde pro Linie fur sechs
biologische Replikate der Tag der ersten geéffneten Blite nach dem Transfer bestimmt.
Fur die Ermittlung des vertikalen Wurzelwachstums wurden die Arabidopsis-Keimlinge auf
50 ml MS-Medium ohne Saccharose in quadratischen Petrischalen angezogen. Um
Positionseffekte bei der Bestimmung des vertikalen Wurzelwachstums zu vermeiden,
wurden je 6-8 Samen pro Linie in alternierenden Gruppen ausgebracht. Im Anschluss an
eine zweitagige Stratifikation dunkel bei 4°C wurden die Platten in der Lichtkammer
senkrecht in einem Winkel von etwa 4° positioniert und das Wurzelwachstum nach 5 und

nach 14 Tagen unter konstanten Lichtbedingungen bestimmt.

Fur Zucker- und Starkemessungen wurden Blattproben von je funf Individuen

(Pflanzenalter: 5-6 Wochen), d.h. biologischen Replikaten, pro Linie und je zwei
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technischen Replikaten pro Pflanze von gegeniiberliegenden Blattern geerntet. Die
Blattscheiben wurden in 250 ul 80 % (v/v) Ethanol bei 80°C fur 1-2 h extrahiert, auf 4°C
abgekuhlt und bei 13000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir 2-3 h in der
Speed-vac eingedampft und fur die Extraktion der léslichen Zucker (Glukose, Fruktose
und Saccharose) verwendet, wahrend das Pellet fur die Starkeextraktion eingesetzt
wurde. Die Bestimmung der Gehalte an loslichen Zuckern und Starke erfolgte mittels
eines enzymatisch-gekoppelten Assays in Mikrotiterplatten wie bereits von Voll et al.
(2003) beschrieben.

4.2.10 Keimlingsversuche

Fur die Keimlingsversuche wurden Col-16 Samen zunachst flussigsterilisiert und dann auf
MS-Platten mit dem jeweiligen Inhibitor ausgebracht. Als Kontrolle dienten Keimlinge, die
auf MS-Platten ohne Inhibitor kultiviert wurden. Zur Inhibierung der Brassinosteroid-
Biosynthese wurde die Triazol-Verbindung Propiconazol (Pcz, Fluka) in einer
Konzentration von 2 uM (Hartwig et al., 2012) eingesetzt und die Keimlinge nach zehn
Tagen mittels KLSM analysiert. Als Inhibitor der Sterolsynthese wurde Fenpropimorph
(FEN, Fluka) in einer Konzentration von 1 pM verwendet (Schrick et al., 2004). Nach 19
Tagen wurden Kotyledonen und Sinkblatter der Keimlinge mittels KLSM analysiert. Da
Sourceblatter durch den Einfluss des Inhibitors stark verkiimmert waren, wurden fur die
Analyse der Sourceblatter Keimlinge von Kontrollplatten ohne FEN im Alter von 23 Tagen
auf MS-Platten mit Inhibitor umgesetzt und nach weiteren zwei Wochen die Sourceblatter
mittels KLSM untersucht.

4.2.11 Messung des Cholingehaltes und der Phospholipide

Fur jede Linie wurden drei bis fnf biologische Replikate mit jeweils 50 mg Blattmaterial
verwendet, wobei Blatter von funf bis sechs Pflanzen fir ein biologisches Replikat gepoolt
wurden. Das Blattmaterial wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und in einem
vorgekuhlten Morser pulverisiert.

Cholin wurde mit 1,2 ml eines MeOH:CHCI;:H,O-Gemisches (Verhaltnis 6:2:2) extrahiert
(Patell Villoo et al., 2010). Das Homogenisat wurde fir 10 min auf Eis inkubiert, mit 0,9 ml
H,O gemischt und anschlieBend zur PhasenvergréRerung mit 0,1 ml CHCI; versehen.
Nach einem Zentrifugationsschritt fir 1 min bei 14000 xg wurde die obere Phase

abgenommen und aufbewahrt. Die untere Phase wurde mit 0,7 ml des Extraktionspuffers

108



MATERIAL UND METHODEN

reextrahiert. 600 pl der beiden vereinigten oberen Phasen wurden Uber einen 10 kDa
Spinfilter gereinigt und bis zur Messung bei -80°C gelagert.

Phospholipide wurden nach der Methode von Bligh und Dyer (1959) und BeGora et al.
(2010) extrahiert. Im Anschluss wurde das Pellet in 200 pl eines Isopropanol:
Hexan:NH4FA-Gemisches (Verhéltnis 58:40:2) resuspendiert. Die MS-Analyse erfolgte mit
einem ICS3000 HPLC System (Dionex) und einem QTrap 3200 (ABI Sciex)
Massenspektrometer und der jeweiligen dazugehdrigen Software Chromeleon 6.8, bzw.
Analyst 1.4.2. Fir die Chromatographie wurden 10 pul der Extrakte durch den Autosampler
bei 4°C auf eine Acclaim HILIC-1 Mix-Modus-Trennséaule (mix mode separating column, 3
pm, 2,1 x 150 mm, Dionex) mit einer Acclaim HILIC-1 Vorsaulenkartusche (guard column

cartridge, 5 um, 2 x 10 mm) geladen (Grumbach et al., 2004).

Fur Cholin wurde die Durchflussgeschwindigkeit auf 0,25 ml/min bei einer S&ulen-
temperatur von 30°C eingestellt. Es wurde ein binarer Gradient mit Eluent A (Acetonitril)
und Eluent B H,0 (pH 3,0 mit Ameisensaure) fir 30 min wie folgt angewendet: 0-7 min 40
% B; 7-13 min 80 % B; 13-17 min 95 % B; 17-19 min 5 % B; 19-23 min 5 % B; 23-30 min
40 % B. Nach jeder Probe wurde zur Saulenreinigung eine Leerprobe mit dem gleichen
Gradienten gefahren. Fur ESI/MS/MS wurden +5,5 kV und eine Quellentemperatur von
500°C angewendet. Die Gasquellen waren 10 psi (Gas-Gegenstrom, curtain), 40 psi
(Gasl) und 45 psi (Gas2). Das Interphasenheizgerat war an. Die dwell time betrug 75 ms.
Die detektierten Q1/Q3 Massenlbergange sowie die stoffspezifischen MS-Potentiale sind
in Tabelle 22 im Anhang aufgefiihrt. Peakflachen wurden mittels der Kurven des reinen
Cholinstandards (Sigma) zwischen 0,1 und 10 pM bestimmt. Recoveryraten, welche
mittels spiking mit Standardldsungen bestimmt wurden, betrugen 92,5 +/- 16,0 % fur
Cholin und 111 +/- 26 % fiir Acetylcholin.

Fur die Messung der Phospholipide betrug die Durchflussgeschwindigkeit 0,3 ml/min bei
einer Saulentemperatur von 30°C. Es wurde ein ternarer Gradient fir 35 min mit Eluent A
(2-Propanol), Eluent B (Hexan) und Eluent C (100 mM Ammoniumformiat) sowie einem
normalen Phasemodus wie folgt angewendet: 0-2 min 40 % B und 2 % C;
2-15 min 40 % B und 7 % C; 15-18 min 40 % B und 10 % C; 18-21 min 40 % B und 2 %
C; 21-35 min 40 % B und 2 % C. Die Parameter der lonenquelle waren +5,5 kV bei 400°C
mit einem Gas-Gegenstrom (curtain gas) von 10 psi, Gas 1 bei 35 psi und Gas 2 bei 40
psi. Das Interphasenheizgerdt war an. Stoffspezifische Parameter sind in Tabelle 22
aufgefuhrt. Fir die Feinabstimmung und die Standardldsungen wurden die in Tabelle 22
im Anhang aufgelisteten Phospholipidklassen (Sigma, aus Eigelb) in Methanol/Chloroform
(1:1) gelost (Konzentration 10-100 ng/pl). Standards reprasentieren Gemische der

verschiedenen Phospholipide der jeweiligen Klasse.
109



MATERIAL UND METHODEN

4.2.12 Membranisolierung und Extraktion von Fettsauren

Zur lIsolierung von Plasmamembranen wurde eine Methode nach Alexanderson et al.
(2004) modifiziert. Zur Bestimmung der darin enthaltenen Fettsauren nach Umesterung zu
Fettsauremethylestern (FAMES) wurde die Methode nach Moon et al. (2000) verwendet.
Jeweils 500 mg Blattmaterial von acht Wochen alten Pflanzen wurde in vorgekihlten
Morsern mit 6 ml Homogenisationspuffer [330 mM Saccharose; 50 mM MOPS-KOH
pH7,5; 5 mM Ascorbat, 5 mM DTT] aufgeschlossen. Zellwénde und Fragmente wurden
anschlie3end in einem 15 ml Sarstedtréhrchen fir 1 min bei 2000 rpm abgetrennt. Der
Uberstand wurde in 15 ml Corex Glaser tberfiihrt und weitere 5 min bei 15000 xg
zentrifugiert. Das dunkelgrune, glasige Pellet (low spin Pellet, enthalt Organellen) wurde
in 2 ml Methanol/2 % H,SO, aufgenommen, in 10 ml Glasréhrchen uberfihrt und auf ca.
0,5 ml im Heizblock bei 80°C und leicht getffneten Deckeln eingeengt. Durch die saure
Katalyse wurde in freie Fettsauremethylester (FAMES) umgeestert. FAMES wurden dann
mit 1,5 ml/0,01 % BHT (Antioxidans: Butyliertes Hydroxytoluen) durch kréftiges Vortexen
extrahiert. Zur Gewinnung der Membranfraktion wurde der Uberstand des low spin Pellets
in Polycarbonat-Rdhrchen Uberfiihrt und 1 h bei 100000 xg zentrifugiert. Die Fettsauren
dieses high spin Pellets (Membranfraktion; glasig, zart griin) wurden dann wie oben
umgeestert. Die oberen Hexanphasen wurden nach Zentrifugation fiir 3 min bei 2000 rpm
abgehoben und in 2 ml Autosamplervials mit Teflondeckel Uberfiihrt. Die Extrakte aus
dem low spin Pellet wurden zudem noch 1:1 mit Hexan/BHT verdinnt. Je 1 ul der
Praparationen wurde fir die GC/MS Analyse verwendet. Hierfir wurde ein
Probenvolumen von 1 pl mit einer split ratio von 2:1 eingespritzt. Die GC/MS Anlage
(Shimadzu, Duisburg) bestand aus einem GC-2010 Gaschromatografen, einem GC/MS-
QP2010S Quadrupol-Massen-Spektrometer und einem AOC-20s Autosampler mit AOC-
20i Autoinjektor. Als Tragergas wurde Helium (He 5.0) verwendet. Die GC wurde mit einer
30 m Famewax GC-Saule mit 0,25 mm Innendurchmesser und einer Filmdicke von 0,25
pm durchgefiihrt (Restek Int.,, Homburg). Die Injektionstemperatur war 220°C, das
Interface hatte 230°C und die lonenquelle 200°C. Als Tragergas wurde Helium mit einer
Flussrate von 1,13 ml/min verwendet. Die Temperaturen des GC-Ofens waren 130°C fiir 6
min gefolgt von einem Temperaturgradienten auf 225°C in 16 min. 225°C wurden fur
weitere 10 min gehalten. AnschlieRend wurde die S&ule fir 1 min wieder auf die
Starttemperatur aquilibriert. Massenspektren wurden mit 2 Scans pro Sekunde und einem
Fenster von M/Z 35-350 aufgezeichnet. Zur Messung im single ion modus (SIM) wurden
die Spektren der Standardsubstanzen ermittelt und repréasentative Massen-Fragmente
ausgewahlt. Massenspuren wurden mit einer Rate von 5 Scans pro Sekunde in drei
Zeitfenstern aufgezeichnet. 10,22 min-11,44 min und 11,44 min-12,89 min: m/z 74,0,
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87,0, 43,0, 41,0, 55,0,: 12,89 min-14,99 min: m/z 74,0, 87,0, 43,0, 41,0, 75,0, 55,0, 69,0,
67,0, 81,0, 95,0. Chromatogramme und Massenspektren wurden mit dem Programm
GCMS Solutions (Shimadzu) ausgewertet. Die Software verflgte Uber eine Spektren-
Datenbank zur automatischen Erkennung von Fettsdauren. Zur Bestimmung der
Retentionszeiten der Fettsduren wurden zunachst kaufliche Fettsduremethylesther

analysiert. AnschlieBend wurden Realproben im Fullscan und SIM-Modus analysiert.

4.2.13 Plasmidkonstruktion fir Lokalisierungsstudien

MP17-Deletionsvarianten wurden durch entsprechende Primerwahl innerhalb der MP17-
Sequenz generiert. Die verschiedenen Mutationen der Phosphorylierungsstellen sowie
der Lysine wurden durch Overlap-PCR mit spezifischen Primer (siehe Anhang Tabelle 17)
eingebracht. Fir die Lokalisierung von CHER1 wurde die kodierende Sequenz von
At3g15380 mittels PCR amplifiziert. Die erhaltenen Fragmente wurden in den Entryvektor
PENTR-D/TOPO nach den Anweisungen des Herstellers (Invitrogen) kloniert und
anschlieBend in die bindren Gateway Destinationsvektoren pK7FWG2 und pK7WGF2
(Karimi et al., 2002) fur C-, bzw. N-terminale GFP-Fusionen unter Verwendung der LR-
Clonase (Invitrogen) rekombiniert. Die fertigen Konstrukte wurden in den Agrobacterium
tumefaciens Stamm C58C1 transformiert, welcher das Virulenzplasmid pGV2260 bein-
haltet. AnschlieBend wurden die transformierten Agrobakterien fir die transiente
Expression der Fusionsproteine in 4-6 Wochen alte Nicotiana benthamiana Pflanzen

eingesetzt.

4.2.14 BIFC-Analysen

Fur die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation wurden folgende Kombination in

Nicotiana benthamiana koinfiltriert:

Tabelle 16: Verwendete Konstrukt-Kombinationen fir die BIFC-Analysen

VENUSN-CHER1 MP17-VENUS®
VENUS®-MP17
VENUS®-CHER1 MP17-VENUSN
VENUSM-CHER1_G247E MP17-VENUS®
VENUS®-MP17
VENUS®-CHER1_G247E MP17-VENUSN
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XopJ-VENUS" RPT6-VENUS®
C-VENUS" VENUS®-MP17

4.2.15 KLSM-Analysen

Zwei bis drei Tage nach der Infiltration wurde die Lokalisierung der Fusionsproteine tUber
konfokale Laserscanning Mikroskopie (KLSM) unter Verwendung eines Leica TCS SP5 II-
Mikroskops (Leica Microsystems; Bensheim, Germany) analysiert. Zur Visualisierung der
Zellwande - und in kaputten Zellen auch der Zellkerne - wurden die Blattstiicke fur etwa 5
min in Propidiumiodidlésung (1 mg/ml in H,O; Sigma-Aldrich) gefarbt und 4x mit Wasser
gewaschen. Initiale Analysen wurden an einem Leica MZ16F Stereomikroskop
durchgefuhrt. Fir konfokale Mikroskopieaufnahmen wurde die abaxiale Blattseite der
Blattstiicke von Arabidopsis und N. benthamiana gescannt. GFP und Propidiumiodid
wurden mit einem 20 mW Argonlaser bei 488 nm angeregt. Die Emission wurde fir GFP
bei 497-526 nm, fur Propidiumiodid bei 598-650 nm und fur die Autofluoreszenz von
Chlorophyll im Bereich von 682-730 nm detektiert. Konfokale Aufnahmen fir einen
Vergleich der GFP-Fluoreszenz zwischen zwei Linien wurden sofern nicht anders
angegeben mit gleichen Einstellungen fur Anregung und Detektion aufgenommen.

KLSM-Aufnahmen fir GFP:CHER1 Fusionen sind Maximumprojektionen von image
stacks, wobei Bilder durch die Leica Confocal Software 2.5 Uberlagert wurden. Alle

weiteren konfokalen Aufnahmen sind Einzelaufnahmen.

4.2.16 Alignment luteoviraler Movementproteine

Proteinsequenzen der zu MP17 homologen luteoviralen Movementproteine wurden mittels
“Clustalw2”1 aligned. Accessionnummern: AAB70926.1 (Barley yellow dwarf virus,
AAF62534.1 (Cereal yellow dwarf virus), AAK49962.1 (Beet chlorosis virus), AAM22679.1
(Beet western yellows virus), AAZ57428.1 (Beet mild yellowing virus), AAX08105.1
(Cotton leaf roll dwarf virus), ACA04435.1 (Soybean dwarf virus), ABG46340.1 (Sweet

potato leaf speckling virus).

4.2.17 Alignment und phylogenetischer Baum der Mitglieder der

Cholintransporterfamilie

Das Alignment der Proteinsequenzen der Mitglieder der Cholintransporterfamilie aus

Arabidopsis thaliana und das Erstellen des phylogenetischen Baums erfolgte unter
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Verwendung von Geneious Pro 5.6.3 (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012).
Genetic Distance Model: Jukes-Cantor. Tree build Method: Neighbor-Joining. Outgroup:
No Outgroup. Accessionnummern: Q9S7M7 (At3g03700.1), Q9M843 (At3g04440.1),
Q9FN70 (At5g17830.1), F4K425 (At5g13760.1), F4ICI7 (At1g25500.1), Q94AN2
(At3915380.1), Q93YNG6 (At4g38640.1).
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Abklrzungsverzeichnis

A.thaliana
A. tumefaciens
ABA

BiFC

bp

bzw.

°C

ca.

CaMV
CAPS
cDNA

cds

cm

CP

Cmv
Col-0

DD
DIM
DAG
DNA
dpi
DT

E. coli
EMS
ER
FEN
FLIM
FRAP
FRET

xg
GC
GFP

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

Abszisinsaure (engl. abscisic acid)
bimolekulare Fluoreszenzkomplementation
Basenpaare

beziehungsweise

Grad Celsius

circa

Cauliflower mosaic virus

cleaved amplified polymorphic sequences
copy desoxyribonucleic acid, komplementare DNA
coding sequence, kodierende Sequenz
Zentimeter

capsid/coat protein, Kapsid-/Hullprotein
Cucumber mosaic virus

Columbia-0

Tag(e)

disordered domain

detergent-insoluble membrane
Diacylglycerol

Desoxyribonukleinsaure

day(s) post infiltration/inoculation, Tag(e) nach Infiltration
Desmotubulus

Escherichia coli

Etylmethansulfonat

endoplasmatischen Retikulum
Fenpropimorph

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
Fluorescence Recovery After Photobleaching
Forster Resonance Energy Transfer
Gramm

Erdbeschleunigung

Gaschromatographie

green fluorescent protein, grin fluoreszierendes Protein
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h
HPLC
IN/Dels
kb
kDa
KLSM
I

Ler
M/m
Mbp
mg
min

mi

mm
MP
NCAP
nm
oD600
Pcz
PD
PtdCho
PA
PCR
PLRV
PM
Ptdins
PthEth
PVX
PVY
RNA
ROS
rpm
RT
RT-PCR
S

S

Stunde(n)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Insertionen/Deletionen

Kilobasen

kiloDalton

Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Liter

Landsberg erecta

Mol/molar

Megabasenpaare

Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Movementprotein

non cell autonomous protein

Nanometer

optische Dichte bei 600 nm

Propiconazol

Plasmodesmata

Phosphatidylcholin

Phosphatidic acid, Phosphatidsaure
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Potato leafroll virus

Plasmamembran

Phosphatidylinositol

Phosphatidylethanolamin

Potato virus X

Potato virus Y

Ribonukleinsaure

reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
Sekunde(n)

Serin
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SAM
SEL
SsiRNAs
SNP
SL
SSLP
St

TLC
™V
TMD
VLCFA
VRNA
WT
W

M9
pl

shoot apical meristem, Sprossapikalmeristem
size exclusion limit, molekulare Ausschlussgréf3e der PD
small interfering RNA

single nucleotide polymorphism

Sphingolipide

simple sequence length polymorphism

Sterole

Dunnschichtchromatographie

Tobacco mosaic virus

Transmembrandoménen

very long chain fatty acids, langkettige Fettsauren
virale RNA

Wildtyp

Zellwand

Mikrogramm

Mikroliter
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ANHANG

Anhang

Tabelle 17: Verwendete Oligonukleotide fir Deletionsanalysen, Substitutionen, cherl-4 und
amiRNA_CHER1, RT-PCR sowie Lokalisierung und BIFC.

Deletionen

MP17fl KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-18 KL3 CACCAACAATGGGCGCGCTAACAGAGTTCAGCC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 110-156 KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
KL4 GAAGTAAGATGCTTGTGATCTTATACTCATGG

MP17A 1-109 KL7 CACCAACAATGAGTTCGTCAGCGAGG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-99 KL20 CACCAACAATGATGAGTATAAGATCACAAGCATCTTACTTC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-89 KL21 CACCAACAATGCATTCAAGGATGGAATACTCAAGGC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-79 KL22 CACCAACAATGCCTTCGGGCCGAGTCTATCAG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-66 KL23 CACCAACAATGCAAAGGACAACCTCATGGGCAAC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-53 KL24 CACCAACAATGTTCCCCGAGGACGAGGC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-40 KL25 CACCAACAATGGTAGAAGAGGAGGCAATCGCCG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

MP17A 1-27 KL26 CACCAACAATGTTATGGTCACGGCCTCTGGG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

Substitutionen

MP17A69-81

A KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
KL28 AGTCTGATAGACTCGGCCCGCAGGTGCAACTTCCTTGGGAGCTGCCCATGCG

GCTGCCCTTTGTAAACACGAATGTC
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GACATTCGTGTTTACAAAGGGCAGCCGCATGGGCAGCTCCCAAGGAAGTTGC

B KL27
ACCTGCGGGCCGAGTCTATCAGACT
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC
MP17A136-143
A KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
CGCCGCCCTTCGTAATTTGGCAGCCGCGGCCGCAGGAGCGGCGGGATGATA
KL13 CTTTGCAATGGG
CCCATTGCAAAGTATCATCCCGCCGCTCCTGCGGCCGCGGCTGCCAAATTAC
B KLz GAAGGGCGGCG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC
MP17Aall Template MP17A136-143, Primer wie bei MP17A69-81
MP17D71
A KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
KL30 CTTGGGAGCTGCCCAGTCGGCTGCCCTTTGTAA
B KL29 TTACAAAGGGCAGCCGACTGGGCAGCTCCCAAG
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC
MP17D79
A KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
KL32 GACTCGGCCCGCAGGGTCAACTTCCTTGGGAGC
B KL31 GCTCCCAAGGAAGTTGACCCTGCGGGCCGAGTC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC
MP17D7179 Template MP17D71, Primer wie bei MP17D79
MP17A110-156D71 Template MP17D71, Primer wie bei MP17A 110-156
MP17K1
A KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
KL122 GAAGGTGAAACTTCCCTGGGAGTTGCCCATG
B KL121 CATGGGCAACTCCCAGGGAAGTTTCACCTTC
KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC
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MP17K2

CACCATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGGAGGCGAAGAAGGCAATCCC
K2 fw KL123

TT
K2 KL124 TCCGCGCCTGATAAGTCTTGGCGCCGCCCTTCGTAATCTGGAACTTGTTGACG

v

TAGGACTGGAGGGATGATACCTTGCAATGGGG
Primer fur KL1 CACCAACAATGTCAATGGTGGTGTACAACAACCAAGG
Uberlagerung von A

KL2 TCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC

and B

Kandidaten-Sequenzierung

Seq. SNP K1_ fw KL97 CGTCACAAGGTATTGAGAATTCACTCATAG

Seq. SNP K1_rv KL98 TTCTTCCTCTGTTTCTCTTGCTTCTTC

Seq. SNP K2_ fw KL99 GTGTGGGAGCCCTATGACAGC

Seq. SNP K2_rv KL100 GCATGATAAACACGTTTGAGTTCCTTATGATC
Seq. SNP K3_ fw KL101 CAGCAGATGGGTGGTGTTAATATTCAAG

Seq. SNP K3_rv KL102 ACATGAAAGTATGGGTCATGCTCACC

CHER1 T-DNA Insertionslinie und amiRNA-Klonierung

cherl-4 LP KL63 ATGAAGTGGATGGCGTTACAG

cherl-4 RP KL64 GTATCATCAGAAGGTGCAGGG

SALK LBb1.3 KL107 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Seq. Insertion fw 1 KL117 TCCGCCGAATTCTCATGGCA

Seq. Insertion fw 2 KL118 CGGTTAACCGTAATGCCTACATAATG
amiRNA_CHER | KL111 gaTATTGACAATCATTGAAGCCCtctctcttttgtattcc
amiRNA_CHER I KL112 gaGGGCTTCAATGATTGTCAATAtcaaagagaatcaatga
amiRNA_CHER 1II KL113 gaGGACTTCAATGATAGTCAATTtcacaggtcgtgatatg
amiRNA_CHER IV KL114 gaAATTGACTATCATTGAAGTCCtctacatatatattcct
amiRNA A KL115 CTG CAA GGC GAT TAAGTT GGG TAAC
amiRNA B KL116 GCG GAT AAC AAT TTC ACA CAG GAAACA G

CHER1 und ami_CHER1 RT-PCR

Seq. SNP K3_ fw

KL101

CAGCAGATGGGTGGTGTTAATATTCAAG

RT CHER1 neu rv

KL157

TAGCAGCTACCTTGAGGACTG
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AtAct1-5 KL8 GCGATGAAGCTCAATCCAAACGAGG

AtAct1-3’ KL9 GGTCACGACCAGCAAGATCAAGACG

CHER1 Lokalisierung und BIFC

Notl-At3g15380
TOPO fw

KL164 GCGGCCGCCCCTTCACCATGAGAGGACCTTTAGGAGCA

At3915380-Stop-Ascl
TOPO rv

KL165 GGCGCGCCACCCTTGTGAGTAAGACTCTGAACCTCT

At3915380+Stop-Ascl
KL166 GGCGCGCCACCCTTTCAGTGAGTAAGACTCTGAACCTCT

TOPO rv

MP17fl rv - Stop KL180 TCATCCGCGCTTGATAAGTTTTGGC
Seq. CHER1_fwl KL154 GGCTCTTGGTTCACTCATTGT

Seq. CHER1_fw2 KL155 CGGTTAACCGTAATGCCTACATAATG
Seq. CHER1_rv KL156 TCATCCCCGCTATTACCTGTTT

Nachweis von MP17

LB1 (FV56) KL158 GCC CTT TGA CGT TGG AGT CCA CGT TC

NM_genom2 (FV172) | KL159 GTGTTCGTGTGTGTATATGACTACGGC

NM_genom_1 (FV
(171)

KL160 CAACTTACGGCAGAGTAAAAATCGC

Tabelle 18: SSLP-Marker nach Lukowitz et al. (2000) fir Grobkartierung.

Chromosom 1
1 TTACTTTTTGCCTCTTGTCATTG

F21M12 3212191 200 < 200
2 GGCTTTCTCGAAATCTGTCC
1 AGGTTTTATTGCTTTTCACA

ciwl2 9621344 128 115
2 CTTTCAAAAGCACATCACA
1 ACATTTTCTCAATCCTTACTC

ciwl 18367549 159 135
2 GAGAGCTTCTTTATTTGTGAT
1 GGCTCCATAAAAAGTGCACC

nga280 20877364 105 85
2 CTGATCTCACGGACAATAGTGC
1 TGTTTTTTAGGACAAATGGCG

ngalll 27356874 130 162
2 CTCCAGTTGGAAGCTAAAGGG

Chromosom 2
1 CCCAAAAGTTAATTATACTGT

ciw2 1194603 105 90
2 CCGGGTTAATAATAAATGT
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1 GAAACTCAATGAAATCCACTT
ciw3 6409928 230 200
2 TGAACTTGTTGTGAGCTTTGA
1 GCACAGTCCAAGTCACAACC
ngall26 11702237 191 199
2 CGCTACGCTTTTCGGTAAAG
1 GAGGACATGTATAGGAGCCTCG
ngal6s8 16298919 151 135
2 TCGTCTACTGCACTGCCG
Chromosom 3
1 CTCTGTCACTCTTTTCCTCTGG
ngale2 4608284 107 89
2 CATGCAATTTGCATCTGAGG
1 CCCCGAGTTGAGGTATT
ciwll 9775545 179 230
2 GAAGAAATTCCTAAAGCATTC
1 GTTCATTAAACTTGCGTGTGT
ciw4 6409928 190 215
2 TACGGTCAGATTGAGTGATTC
1 ATGGAGAAGCTTACACTGATC
nga6é 23042025 143 123
2 TGGATTTCTTCCTCTCTTCAC
Chromosom 4
1 GGTTAAAAATTAGGGTTACGA
ciwb 737954 164 144
2 AGATTTACGTGGAAGCAAT
1 CTCGTAGTGCACTTTCATCA
ciwb 7892620 162 148
2 CACATGGTTAGGGAAACAATA
1 AATTTGGAGATTAGCTGGAAT
ciw7 11524362 130 123
2 CCATGTTGATGATAAGCACAA
1 CGACGAATCGACAGAATTAGG
ngallo7 18096131 150 140
2 GCGAAAAAACAAAAAAATCCA
Chromosom 5
1 CCACTTGTTTCTCTCTCTAG
CTR1.2 979763 159 143
2 TATCAACAGAAACGCACCGAG
1 TAGTGAAACCTTTCTCAGAT
ciw8 7485588 100 135
2 TTATGTTTTCTTCAATCAGTT
1 CTCAGAGAATTCCCAGAAAAATCT
PHYC 14025127 207 222
2 AAACTCGAGAGTTTTGTCTAGATC
1 CAGACGTATCAAATGACAAATG
ciw9 17061229 165 145
2 GACTACTGCTCAAACTATTCGG
1 CCACATTTTCCTTCTTTCATA
ciwl0 24548097 140 130
2 CAACATTTAGCAAATCAACTT
Tabelle 19: Liste aller Oligonukleotide zur Kartierung der Mutante SO15A
1 | ATTTGTAGATCGTTGAACAT
M1 3-AC016827-0956 2243047 129 117
2 | TTAGTGCAATAACAGAGAGA
1 | GAATCTTGTAATCTGGTGC
M2 3-AB022219-2564 6014083 173 143
2 | TACGTATACTTATTCAGTTGATC
1 | TAACCACAGCTATGAGGTCG
M3 3-AB025634-3261 7649966 192 179
2 | GATTGATAACTTTAATTGGCCC
1 | GCCATTTTGGGAATGAAAC
M4 3-AP000382-3764 8829586 105 96
2 | GGGTGAAAGGTGAAAACTCT
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1 | TGATTGATACATGGAGTTAC

M5 3-AB022220-2047 4801108 155 144
2 | AAGTGAGCATAAGCATATTC
1 | TGACTGCTTGCACGTGAT

M6 3-AP000370-2145 5032563 106 97
2 | CTCTCTTCCGCCGCGAAAT
1| TCGTGTTTTTGTCCAAAGTT

M7 3-AB017071-2266 5315290 188 167
2 | CGGGTCTGCTCATTCTTC
1 | CGTCGTTTAGTGGATGTGTA

M8 3-AC001645-2352 5518698 188 149
2 | CGGTGATAATGATTAATGAG
1 | ACCTGTTCAGTCTATGTTAC

M9 3-AB022217-2402 5634662 218 165
2 | GGGAATTATTAACATTATCA
1| TTAACTGTTTTGTGGTAGTC

M10 | 3-AB022217-2433 5707030 183 161
2 | TGTGTATTCCCACTATACTG
1 | CGCAAATTTTAATCGGTGA

M1l | 3-AB026636-2493 5847694 159 120
2 | AGAGATCCACGCAAGCTCTA
1 | AGAAGCATCGTTTTCATGTC

M12 | 470487 4825425 128 119
2 | CGTCAACGTACCACACA
1 | ATTTAGGAGGCGATGGC

M13 | 470473 4862259 120 108
2 | AAGGAAGCTTTGTATCGCT
1 | CACCTTTATAAAGGATCCAGA

M14 | CER454153 5024647 143 132
2 | AAAAAAAACAGGATCGTGTG
1 | TATATAGTTTACAAGACGTCCG

M15 | CER456061 5264625 115 107
2 | TGTTGGTTTGGTTGTAGA

Tabelle 20: Next-generation sequencing SNP-Analyse der 402 kb Region. In den 402 kb auf Chromosom
3 zwischen Position 4862259 bp und 5264624 bp konnten insgesamt 198 SNPs identifiziert werden. Die
Mutation, die den Phéanotyp in SO15A auslést, muss homozygot vorliegen, was fur nur 35 der 198 SNPs der
Fall war (siehe Tabellenspalte ,heterozygot®; FALSCH, wenn homozygot). Von diesen 35 SNPs lagen sechs
SNPs nicht in Exons (lila unterlegt), 22 SNPs wurden bereits bei einer SNP-Analyse zwischen Col-0 mit Bur-0
und Tsu-1 (Ossowski et al., 2008; grau unterlegt) beschrieben und drei SNPs (hellblau unterlegt) erhielten bei
TAIR Treffer in ,transposable element genes®. Von den vier restlichen Kandidaten (tiirkis unterlegt) fiel
SNP#147 weg, da es sich hierbei um eine stumme Mutation (Leucin bleibt erhalten) handelt, wodurch
SNP#144, SNP#168 und SNP#196 als potentiell Phanotyp-auslésende SNPs in der Mutante SO15A (ibrig
blieben.

Chr3 4862244 0 Y T 26 WAHR
Chr3 4862278 0 R A 41 WAHR
Chr3 4862483 0 Y T 39 WAHR
Chr3 4862581 0,264717 C T 15 FALSCH
Chr3 4862603 0 S G 17 WAHR
Chr3 4862687 0,000158 M C 12 WAHR
Chr3 4862708 0,44198 G A 6 FALSCH
Chr3 4862720 0 T A 8 FALSCH
Chr3 4862881 0 w T 33 WAHR
Chr3 4862906 0 K T 24 WAHR
Chr3 4863018 0 K T 45 WAHR
Chr3 4863028 0 K T 43 WAHR
Chr3 4864524 0 M A 51 WAHR
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Chr3 4865035 0 K G 42 WAHR
Chr3 4865155 0 K G 42 WAHR
Chr3 4865325 0 M A 43 WAHR
Chr3 4865620 0 Y T 34 WAHR
Chr3 4866132 0,095616 w A 8 WAHR
Chr3 4866318 0 Y C 33 WAHR
Chr3 4866411 0,046139 Y T 22 WAHR
Chr3 4866866 0 K T 24 WAHR
Chr3 4866882 0,001194 w A 18 WAHR
Chr3 4867414 0,004923 Y T 14 WAHR
Chr3 4867651 0,093113 Y C 15 WAHR
Chr3 4867654 0,062242 K T 11 WAHR
Chr3 4867660 0,000042 Y C 12 WAHR
Chr3 4868045 0 R G 33 WAHR
Chr3 4868831 0,028158 M C 33 WAHR
Chr3 4869091 0,002698 Y C 28 WAHR
Chr3 4869104 0 Y T 38 WAHR
Chr3 4869618 0 Y T 32 WAHR
Chr3 4869709 0,002579 R A 11 WAHR
Chr3 4872438 0,000556 Y T 19 WAHR
Chr3 4872912 0,834658 G A 37 FALSCH
Chr3 4872988 0 S G 26 WAHR
Chr3 4873013 0 Y T 32 WAHR
Chr3 4873522 0 M A 15 WAHR
Chr3 4873526 0 A T 8 FALSCH
Chr3 4873567 0 w T 32 WAHR
Chr3 4873876 0,000069 R A 13 WAHR
Chr3 4874486 0,022435 S G 15 WAHR
Chr3 4874896 0,000325 R G 17 WAHR
Chr3 4875045 0 S G 25 WAHR
Chr3 4876178 0 M C 26 WAHR
Chr3 4876326 0 S G 41 WAHR
Chr3 4876347 0 Y T 17 WAHR
Chr3 4876448 0 S C 40 WAHR
Chr3 4876781 0 S G 17 WAHR
Chr3 4876841 0,00066 S G 18 WAHR
Chr3 4876847 0,003535 M A 19 WAHR
Chr3 4876964 0 Y C 31 WAHR
Chr3 4877003 0 R A 55 WAHR
Chr3 4877346 0,097286 S C 13 WAHR
Chr3 4877357 0,327595 C A 15 FALSCH
Chr3 4877614 0 A G 20 FALSCH
Chr3 4877682 0 Y C 45 WAHR
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Chr3 4877923 0 K T 21 WAHR
Chr3 4877932 0 M C 16 WAHR
Chr3 4877961 0,081829 R A 8 WAHR
Chr3 4878113 0,000204 Y T 30 WAHR
Chr3 4878115 0 Y T 30 WAHR
Chr3 4878119 0 R G 34 WAHR
Chr3 4878282 0 Y C 32 WAHR
Chr3 4878298 0 Y T 43 WAHR
Chr3 4878471 0 Y C 35 WAHR
Chr3 4878545 0 K T 29 WAHR
Chr3 4879048 0,073761 M C 16 WAHR
Chr3 4879580 0,089232 S G 14 WAHR
Chr3 4880140 0 S C 17 WAHR
Chr3 4880247 0,000024 R A 17 WAHR
Chr3 4880925 0 M C 53 WAHR
Chr3 4881427 0 w A 29 WAHR
Chr3 4881431 0 w T 33 WAHR
Chr3 4882412 0 Y C 36 WAHR
Chr3 4883280 0 K T 32 WAHR
Chr3 4883417 0 Y C 42 WAHR
Chr3 4883651 0 R A 38 WAHR
Chr3 4883683 0 R A 31 WAHR
Chr3 4883815 0 M A 29 WAHR
Chr3 4884124 0 w A 53 WAHR
Chr3 4884516 0 Y T 44 WAHR
Chr3 4886836 0 M A 32 WAHR
Chr3 4886865 0,003714 Y C 26 WAHR
Chr3 4887028 0 S G 26 WAHR
Chr3 4887087 0,008059 Y T 18 WAHR
Chr3 4887122 0 S C 33 WAHR
Chr3 4887139 0,002831 Y T 25 WAHR
Chr3 4887195 0 w A 34 WAHR
Chr3 4887228 0 S C 36 WAHR
Chr3 4887349 0 M A 54 WAHR
Chr3 4887442 0 S G 33 WAHR
Chr3 4887920 0 K G 34 WAHR
Chr3 4888880 0 w A 15 WAHR
Chr3 4888909 0,00016 R G 22 WAHR
Chr3 4888921 0,08643 Y T 26 WAHR
Chr3 4888923 0,009797 Y C 26 WAHR
Chr3 4888954 0,016784 R G 25 WAHR
Chr3 4888961 0,004346 K G 19 WAHR
Chr3 4888986 0,000238 M A 10 WAHR
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Chr3 4894818 0,001701 w A 9 WAHR
Chr3 4911455 0 R G 18 WAHR
Chr3 4913779 0,000015 A T 4 FALSCH
Chr3 4914783 0,000065 R G 16 WAHR
Chr3 4917930 0,006571 Y C 10 WAHR
Chr3 4920360 0 M A 18 WAHR
Chr3 4922199 0,000201 w A 18 WAHR
Chr3 4924271 0 M A 23 WAHR
Chr3 4925640 0 S C 13 WAHR
Chr3 4925965 0,015758 w T 13 WAHR
Chr3 4926041 0 Y T 40 WAHR
Chr3 4927839 0,001845 Y T 54 WAHR
Chr3 4927917 0 w A 44 WAHR
Chr3 4927927 0 R A 38 WAHR
Chr3 4928105 0 R A 26 WAHR
Chr3 4928120 0,000198 R G 17 WAHR
Chr3 4928187 0 R G 19 WAHR
Chr3 4928229 0,000776 S C 30 WAHR
Chr3 4928243 0,001699 w T 32 WAHR
Chr3 4928342 0 R G 51 WAHR
Chr3 4928926 0,096987 Y T 9 WAHR
Chr3 4929099 0,061407 R G 17 WAHR
Chr3 4929339 0,000115 Y T 11 WAHR
Chr3 4929342 0,097136 Y C 11 WAHR
Chr3 4929683 0,000967 Y T 15 WAHR
Chr3 4930182 0,018963 R A 19 WAHR
Chr3 4931335 0 A G 6 FALSCH
Chr3 4931754 0,001759 Y C 12 WAHR
Chr3 4932735 0,022405 w T 9 WAHR
Chr3 4932914 0,000232 w A 11 WAHR
Chr3 4932927 0,00259 R G 11 WAHR
Chr3 4934019 0,048394 Y C 10 WAHR
Chr3 4935694 0 S G 32 WAHR
Chr3 4936385 0,000024 w T 11 WAHR
Chr3 4936983 0,01165 w T 22 WAHR
Chr3 4937361 0 w T 21 WAHR
Chr3 4939813 0 C A 11 FALSCH
Chr3 4939842 0 G C 8 FALSCH
Chr3 4939889 0 T A 12 FALSCH
Chr3 4939992 0,000425 R G 9 WAHR
Chr3 4940015 0,05288 Y C 6 WAHR
Chr3 4940306 0,011348 R G 6 WAHR
Chr3 4940447 0,001512 M C 26 WAHR
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Chr3 4940550 0 C T 10 FALSCH
Chr3 4940915 0 C G 7 FALSCH
Chr3 4941639 0 A T 9 FALSCH
Chr3 4942652 0,093441 Y C 19 WAHR
Chr3 4942932 0,013115 A G 19 FALSCH
Chr3 4943377 0,001356 w T 21 WAHR
Chr3 4943387 0,026255 Y T 13 WAHR
Chr3 4943573 0,004724 Y T 10 WAHR
Chr3 4943817 0,053961 K G 6 WAHR
Chr3 4943857 0,096837 Y C 9 WAHR
Chr3 4944429 0,020703 Y T 9 WAHR
Chr3 4944621 0,907846 A T 18 FALSCH
Chr3 4944732 0 M C 24 WAHR
Chr3 4944817 0,677562 G A 5 FALSCH
Chr3 4944835 0,677562 A C 5 FALSCH
Chr3 4944916 0,082662 w A 7 WAHR
Chr3 4951532 0 K G 35 WAHR
Chr3 4957499 0,000077 Y C 17 WAHR
Chr3 4957679 0,000024 M C 16 WAHR
Chr3 4957699 0,012073 K T 7 WAHR
Chr3 4957985 0,000015 A T 4 FALSCH
Chr3 4958396 0 R A 23 WAHR
Chr3 4958405 0 M A 20 WAHR
Chr3 4959685 0 S C 21 WAHR
Chr3 4961402 0,007268 K G 10 WAHR
Chr3 4963078 0,672656 C A 4 FALSCH
Chr3 4963187 0,613459 A C 6 FALSCH
Chr3 4963793 0,000195 M A 12 WAHR
Chr3 4966851 0,003707 Y C 11 WAHR
Chr3 4968502 0 A G 8 FALSCH
Chr3 4973605 0,036205 M C 11 WAHR
Chr3 4974948 0 R A 23 WAHR
Chr3 4976914 0,030826 M A 8 WAHR
Chr3 4977056 0,013106 M A 7 WAHR
Chr3 4978028 0,074319 R G 5 WAHR
Chr3 4980393 0 G C 5 FALSCH
Chr3 4980495 0,842801 G T 4 FALSCH
Chr3 4980849 0 T A 5 FALSCH
Chr3 4982119 0 A G 6 FALSCH
Chr3 4982254 0 T C 5 FALSCH
Chr3 4987666 0,794529 C A 3 FALSCH
Chr3 5004923 0,083696 K T 18 WAHR
Chr3 5005485 0,000112 R G 16 WAHR
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Chr3 5029861 0 M c 13 WAHR
Cchra 5070965 0,003686 W T 2 WAHR
chra 5152245 0,0784 R G 6 WAHR
Chra 5152264 0,003906 T c 3 FALSCH
Chr3 5154088 0,000015 A T 4 FALSCH
Cchr3 5154717 0 c T 6 FALSCH
Chr3 5156322 0 c T 6 FALSCH
Chr3 5156523 0,613459 G c 6 FALSCH
chra 5168375 0 W A 15 WAHR
Cchra 5168379 0,000261 K T 14 WAHR
N R |

5261337 0,001215 WAHR

Chr3 5272057 0,097806 W A 4 WAHR

Tabelle 21: Transkriptionelle Veranderungen von Genen, die mit dem Lipid Metabolismus assoziiert
wurden. Gezeigt sind die transkriptionellen Veranderungen der identifizierten Loci als absolute
Expressionsanderung (FCass) von cherl-5 und cherl-4 vs Col-0. Die potentielle Funktion wurde mittels
Abgleich der Gene mit dem Kapitel “Acyl-Lipid Metabolism” des ,Arabidopsis book® (Li-Beisson et al., 2013)

und der TAIR Annotation ermittelt.

Hochregulierte Transkripte
AT2G28630 3-ketoacyl-CoA synthase 12 +13,5 +5,8 synthesis of VLCFA
+ . PD, activated by calmodulin, transport of
AT4G29900 Ca2 -transporting ATPase +25 +2,6 Ca2" from cytosol to ER
AT5G58570 hypothetical protein +2,6 +2,6
phospholipase/carboxyl-
AT3G15650 esterase family protein *+3.9 *55
plastid glycerolipid synthesis, transport of
- UDP-galactose and UDP-glucose from
AT2G02810 UDP-galactose transporter 1 +2,6 +2,5 cytoplasm into Golgi and ER to ensure
quality control of protein folding
AT4G34138 UDP-glucosyl transferase 73B1 +2,3 +2,1 plastid glycerolipid synthesis
AT2G26480 UDP-glucosyl transferase 76D1 +7,7 +8,1
AT3G17770 Dihydroxyacetone kinase +2,3 +2,1 galactolipid biosynthesis
AT2G38180 GDSL esterase/lipase +4,2 +3,2
ABC transporter G family
AT4G15230 member 30 +3,8 +2,9
Herunterregulierte Transkripte
homologous to delta 9 acyl-lipid
desaturases of cyanobacteria and acyl-
AT1G06080 delta-9 acyl-lipid desaturase 1 -50,0 -52,4 CoA desaturases of yeast and mammals,
involved in desaturation of VLCFAs to
make monounsaturated VLCFAs, ER
AT4G34250 3-ketoacyl-CoA synthase 16 -31 -25 synthes!s of V.LCFA > sphlngol|p|d_
synthesis, cuticular wax biosynthesis
AT1G65890 acyl activating enzyme 12 - 26,7 -10,9 é(é)tzlsates carboxylic acids by forming acyl
acyl-protein thioesterase-related | )
AT1G51300 protein 2,1 2,2
AT5G16340 | AMP-binding protein 6 .27 222 actvates carboxylic acids by forming acyl
AT1G06100 delta-9 desaturase-like 2 protein | - 5,5 -3,8
golgi vesicle transport, generation of PA,
AT5G63770 diacylglycerol kinase 2 -3,2 -2,9 involved in root elongation and plant
development
AT5G22500 fatty acyl-CoA reductase 1 -54 -6,5 suberin biosynthetic process
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AT3G44560 fatty acyl-CoA reductase 8 - 4,6 -6,4
lvcerol-3-nhosphate synthesis of cardiolipin, involved in cutin
AT2G38110 gy phosp -2,6 -2,8 assembly, phosphatidylglycerol
acyltransferase 6 bi .
iosynthetic process
AT2G38010 neutral ceramidase 221 220 hydrolysis of sphingolipid ceramide into
' ' sphingosine and free fatty acids, PD
transfer of phospholipids over membranes,
AT2G38530 non-specific lipid-transfer protein | 51 _6.2 may play a role in wax or cutin deposition
2 ' ' in cell walls of expanding epidermal cells
and certain secretory tissues
AT5G61610 oleosin-like protein - 4,5 - 3,6 lipid storage
AT4G34650 squalene synthase 2 -2,0 -21 sterol biosynthetic process
lipid metabolic process,
AT3G63200 PATATIN-like protein 9 -59 -37 P , P _
regulation of meristem growthPLAIIIB
AT3G23840 I_—IXXXD-t_ype acyl-transferase- .23 =20 wax biosynthesis
like protein
AT3G26125 cytochrome P450, family 86, -51 -9,1 cutin biosynthesis
subfamily C, polypeptide 2
HXXXD-type acyl-transferase- -9,3 -7.2 cutin biosynthesis
AT1G65450 like protein Y
AT5G41040 omega-hydroxypalmitate O- -18,6 -20,7 suberin synthesis
feruloyl transferase
ethylene-responsive -6,0 -51 cuticular wax biosynthesis
AT5G25390 transcription factor SHINE 3 Y
ethylene-responsive -6,7 -5,8 cuticular wax biosynthesis
AT5G11190 transcription factor SHINE 2 Y
ABC transporter B family -5,6 -5.9 suberin formation
AT3G28345 member 15
. suberin formation
ABC transporter G family -4,5 -5,2
AT2G39350 member 1
ABC transporter G family -2.8 -2,6 suberin formation
AT2G37280 member 33
AT4G22010 protein SKU5 similar 4 -2,2 -2,3 PD, sterol biosynthesis
AT1G78500 pentacyclic triterpene synthase 6 | - 3,5 - 3,0 sterol biosynthesis
dihydroflavonol 4-reductase-like sterol synthesis, regulation of BR levels,
AT2G45400 -2,7 -2,6
protein ' ' inactivation of BR
AT2G47780 I(?Rué)'?)e r elongation factor protein | _ 3,6 -4,6 fatty acid catabolic process
AT1G62290 phytepsin -34 -2,7 lipid metabolic process
AT5G38020 S-adenosyl-L-methionine- =27 -21 fatty acid synthesis, xylem development
dependent methyltransferase-
like protein
caffeoyl-CoA O- 24 _24
AT1G24735 methyltransferase
bifunctional inhibitor/lipid-
AT3G22620 transfer protein/seed storage 2S | - 8.7 -7.4
albumin-like protein
bifunctional inhibitor/lipid-
AT3G53980 transfer protein/seed storage 2S | - 6.6 -10.9
albumin-like protein
bifunctional inhibitor/lipid-
AT4G33550 transfer protein/seed storage 2S | - 3.0 -34
albumin-like protein
AT3G14210 epithiospecifier modifier 1 -23 -2.2
AT1G58725 GDSL esterase/lipase -81 -50
AT2G04570 GDSL esterasel/lipase -5.0 -4.6
AT1G54790 GDSL esterasel/lipase -4,5 -45
AT3G50400 GDSL esterasel/lipase -4,0 -47
AT5G45950 GDSL esterasel/lipase -4,0 -33
AT1G54020 GDSL esterase/lipase -3.2 -2.8
AT2G24560 GDSL esterasel/lipase -2,6 -2,6
AT1G53920 GDSL esterasel/lipase 5 -2,0 -2,2
AT3G59710 Rossmann-fold NAD(P)-binding | .39 -2,6

domain-containing protein
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Transkriptionelle Anderungen potentiell lipid raft-assoziierter Proteine
AT4G22010 protein SKU5 similar 4 -2,2 -2,3
AT5G60660 putative aquaporin PIP2-4 -4,0 -59
AT5G15630 COBRA-like protein 4 -2,2 -2,8
AT1G13920 Remorin family protein -2,1 -2,3
AT3G57540 Remorin family protein -2,3 -2,2
AT1G70940 auxin efflux carrier component 3 | - 2,1 -2,0

Tabelle 22: Stoffspezifische MS-Parameter fur Cholin- und Phospholipidmessungen; Cholin (Cho oder
C), Acetylcholin (ACho), Phosphatidyl- (P), Ethanolamin (E), Lyso- (L), Serin (S), Inositol (I), Phosphatidsaure
(PA); Phospholipide sind durch die Summe der Kohlenstoffatome und die Anzahl der Doppelbindungen
klassifiziert. Precursor ions (Q1 Masse), fragment ions (Q3 Masse). Potentiale in Volt fur declustering (DP),
entrance (EP), collision cell entrance (CEP), collision energy (CE), collision cell exit (CXP)

Cho 104.000 60.000 50.0 26.000 | 9.500 13.000 23.000 | 2.500
ACho 146.000 87.000 50.0 24.000 | 7.000 10.000 20.000 | 2.500
PE 34:1 718.700 239.400 50.0 60.000 | 8.500 34.000 43.000 | 3.000
PE 36:2 744.700 263.500 50.0 58.000 | 9.500 35.000 45.000 | 3.500
PE 38:4 768.600 341.400 50.0 65.000 | 6.500 39.000 43.000 | 4.500
PC 34:2 759.000 184.000 50.0 82.000 | 4.500 45.000 45.000 | 2.000
PC 36:1 761.000 184.000 50.0 82.000 | 8.500 40.000 45.000 | 2.000
PC 36:2 787.000 184.000 50.0 82.000 | 4.500 35.000 45.000 | 2.000
LPE 18:0 482.400 341.400 50.0 46.000 | 4.500 26.000 29.000 | 4.000
LPE 16:0 454.300 313.400 50.0 47.000 | 4.500 21.000 27.000 | 4.000
LPC 18:3 518.500 184.200 50.0 61.000 | 6.000 26.000 33.000 | 4.000
LPC 19:3 522.300 184.200 50.0 66.000 | 7.000 30.000 37.000 | 4.000
PS 36:5 812.700 208.200 50.0 116.000 | 7.000 38.000 43.000 | 4.000
PS 38:4 697.800 121.100 50.0 71.000 | 5.500 34.000 47.000 | 4.000
PA 38:5 725.800 121.100 50.0 81.000 | 9.000 38.000 53.000 | 4.000
Pl 36:6 857.700 575.600 50.0 61.000 11.000 | 40.000 39.000 | 6.000
Pl 34:2 835.400 575.600 50.0 16.000 | 6.000 44.000 45.000 | 6.000
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Tabelle 23: Differentiell regulierte Gene zwischen cherl-4, cherl-5 und Kontrollpflanzen Col-0. Die
Identifizierung differentiell regulierter Gene zwischen cherl-4, cherl-5 und Kontrollpflanzen mit einer
absoluten Expressionsanderung = 2.0 und P < 0.05 (FCays) erfolgte unter Verwendung des T-test unpaired
und der Benjamini-Hochberg multiplen Testkorrektur. Gene, die fir den charakteristischen Phéanotyp
verantwortlich sind, miissen sowohl in cherl-4 als auch in cherl-5 differentiell exprimiert sein. Zu diesem
Zweck wurde ein Venn Diagramm der 1540 deregulierten Features fur cherl-5 und der 1317 deregulierten
Features fur cherl-4 durch das Agilent GENESPRING XII Programm erstellt. Es konnten 960 Features
detektiert warden, die in beiden Mutanten im Vergleich zu Col-0 differentiell exprimiert waren. Von diesen
waren 240 Features hochreguliert und 720 herunterreguliert.

Hochregulierte Transkripte

A _84_P14137 169,74 80,56 SAG29 AT5G13170 senescence-associated protein 29

A_84_P791978 39,83 48,64 AT1G13607 AT1G13607 defensin-like protein 286

A_84_P81249 40,04 40,24 AT2G44240 AT2G44240 hypothetical protein

A_84_P12972 24,85 25,74 AT4G36700 AT4G36700 cupin family protein

A_84 P115562 13,08 20,93 AT1G73325 AT1G73325 Kunitg family trypsin and protease inhibitor

A_84_P549811 23,38 20,54 AT1G47395 AT1G47395 E;(:)tgtlr?etical protein

A_84_P788757 20,99 20,14 AT1G12030 AT1G12030 hypothetical protein

A_84_P524292 15,45 19,71 CSLB03 AT2G32530 cellulose synthase-like protein B3

A_84_P15382 17,71 17,14 CYP71A13 AT2G30770 cytochrome P450, family 71, subfamily A,
polypeptide 13

A_84_P19508 20,46 17,02 AT4G23680 AT4G23680 SRPBCC ligand-binding domain-containing

A_84_P21264 12,52 16,21 BT2 AT3G48360 g':?ée:nd TAZ domain protein 2

A_84_P752326 17,92 15,40 AT1G62420 AT1G62420 hypothetical protein

A_84 P127561 18,02 15,26 AT4G15680 AT4G15680 monothiol glutaredoxin-S4

A_84_P789523 10,57 15,06 AT4 AT5G03545 hypothetical protein

A_84_P543604 11,98 12,96 AT1G47400 AT1G47400 hypothetical protein

A_84_P558934 19,85 12,89 AT3G12910 AT3G12910 no apical meristem domain-containing
transcriptional regulator

A_84_P18626 16,74 12,40 ASE3 AT4G38880 amidophosphoribosyltransferase

A_84_P295824 14,99 11,76 BHLHO038 AT3G56970 transcription factor ORG2

A_84_P57900 13,15 10,27 BHLHO039 AT3G56980 transcription factor ORG3

A_84_P53340 8,80 8,82 AT4G15670 AT4G15670 monothiol glutaredoxin-S7

A_84_P76184 8,72 8,37 WRKY30 AT5G24110 WRKY DNA-binding protein 30

A_84_P564098 9,50 8,08 AT2G14247 AT2G14247 hypothetical protein

A_84_P10647 7,69 8,07 UGT76D1 AT2G26480 UDP-glucosyl transferase 76D1

A_84_P764611 9,68 8,00 AT4G08867 AT4G08867 hypothetical protein

A_84_P178774 9,03 7,30 BHLH100 AT2G41240 transcription factor bHLH100

A_84_P766473 6,35 7,14 AT5G25260 AT5G25260 Flotillin-like protein 2

A_84_P21818 6,12 7,08 AT1G65240 AT1G65240 aspartic proteinase-like protein 2

A_84_P15840 5,82 6,73 AGO3 AT1G31290 protein ARGONAUTE 3

A_84_P12970 8,22 6,66 AT4G17660 AT4G17660 protein kinase family protein

A_84_P10496 9,28 6,65 UGT85A1 AT1G22400 cytokinin-O-glucosyltransferase 2

A_84_P52140 6,02 6,62 AT1G24580 AT1G24580 RING/U-box domain-containing protein

A_84_P582920 591 6,51 BAP2 AT2G45760 BON1-associated protein 2

157



ANHANG

A_84_P264050 4,95 6,20 AT1G08310 AT1G08310 esterasel/lipase/thioesterase-like protein

A_84_P558829 7,22 6,17 SAG13 AT2G29350 senescence-associated protein 13

A_84_P19294 7,84 5,99 AT1G26380 AT1G26380 FAD-lbinding and BBE domain-containing

A_84_P811412 7,89 5,88 DIN10 AT5G20250 SL(:;;\?&: galactinol--sucrose
galactosyltransferase 6

A_84_P19135 13,46 5,83 KCSs12 AT2G28630 3-ketoacyl-CoA synthase 12

A_84_P16226 7,08 5,75 AT1G14540 AT1G14540 peroxidase 4

A_84_P11098 5,25 5,63 CAT6 AT5G04770 cationic amino acid transporter 6

A_84 P16041 5,88 5,60 BHLH101 AT5G04150 transcription factor bHLH101

A_84_P752940 6,25 5,60 AT1G13608 AT1G13608 putative defensin-like protein 288

A_84_P10781 3,92 5,563 AT3G15650 AT3G15650 phospholipase/carboxylesterase family

A_84 P11438 4,58 5,52 SULTR1;2 AT1G78000 EL(I);IZ transporter 1.2

A_84_P850060 6,70 5,50 AT1G74770 AT1G74770 zinc ion binding protein

A_84_P10141 6,82 5,47 LECRKA4.2 AT5G01550 Lectin-domain containing receptor kinase

A_84_P596462 6,54 5,44 AT3G60700 AT3G60700 ﬁjﬁithetical protein

A_84_P12547 7,91 5,31 CYP71A12 AT2G30750 cytochrome P450 71A12

A_84_P20166 7,19 5,22 MLO12 AT2G39200 MLO-like protein 12

A_84_P22521 4,87 5,16 AT5G38780 AT5G38780 putative S-adenosylmethionine-dependent
methyltransferase

A_84_P192434 7,79 5,09 AT4G36850 AT4G36850 PQ-loop repeat family protein /
transmembrane family protein

A_84 P511862 5,41 5,08 AT2G32550 AT2G32550 Cell differentiation, Rcd1-like protein

A_84_P12638 5,76 4,98 PYD4 AT3G08860 PYRIMIDINE 4

A_84 P511702 4,42 4,88 AT1G53625 AT1G53625 hypothetical protein

A_84_P528334 4,24 4,82 AT5G50915 AT5G50915 transcription factor bHLH137

A_84_P278800 5,32 4,77 AT4G15700 AT4G15700 monothiol glutaredoxin-S3

A_84_P526212 3,60 4,76 AT3G46880 AT3G46880 hypothetical protein

A_84 P12783 4,37 4,74 SMzZ AT3G54990 AP2-like ethylene-responsive transcription
factor SMZ

A_84_P14186 4,51 4,70 AT1G05000 AT1G05000 putative tyrosine-protein phosphatase

A_84_P772807 3,46 4,59 AT1G68240 AT1G68240 transcription factor bHLH109

A_84_P717232 3,28 4,54 AT1G19968

A 84 P12212 4,02 4,51 AT1G56060 AT1G56060 hypothetical protein

A_84_P19250 6,06 4,50 AT3G05400 AT3G05400 sugar transporter ERD6-like 12

A_84_P78199 5,09 4,44 AT5G25240 AT5G25240 hypothetical protein

A_84_P543246 3,70 4,41 AT4G37295 AT4G37295 hypothetical protein

A_84_P13086 6,24 4,35 AT5G44910 AT5G44910 ToII—Interleukin—Resistance domain-containing

A_84_P822379 4,05 4,31 AT3G28270 AT3G28270 E;C;)tstlzetical protein

A_84_P718920 4,88 4,28 AT5G05250

A_84_P248365 3,48 4,24 AT4G37240 AT4G37240 hypothetical protein

A_84_P178304 4,44 4,19 AT4G15690 AT4G15690 monothiol glutaredoxin-S5

A_84_P752873 4,30 4,12 AT1G13609 AT1G13609 defensin-like protein 287

A_84 P717671 4,21 4,09 RTFL6 AT4G35783 protein rotundifolia like 6

A_84_P69204 5,35 4,05 AT1G21110 AT1G21110 O-methyltransferase family protein

A_84 _P87419 4,08 4,01 AT3G25290 AT3G25290 putative auxin-responsive protein

A_84 P23485 4,93 3,99 YUC5 AT5G43890 YUCCA family monooxygenase
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A_84_P769385 4,32 3,94 AT5G01732

A_84 _P21742 4,24 3,87 AT1G18990 AT1G18990 hypothetical protein

A_84_P148418 3,72 3,84 MT1C AT1G07610 metallothionein 1C

A_84_P10518 5,32 3,80 AT1G50040 AT1G50040 hypothetical protein

A_84_P12873 5,94 3,79 AT4G19810 AT4G19810 Glycosyl hydrolase family protein with
chitinase insertion domain

A_84_P15248 2,93 3,74 NIAL AT1G77760 nitrate reductase [NADH]

A_84 P21337 3,79 3,72 NGA4 AT4G01500 AP2/B3—Iike transcriptional factor family

A_84_P20040 4,19 3,60 AT1G62370 AT1G62370 FI;rl(l)\ltgru—box domain-containing protein

A_84_P12595 2,96 3,60 CSLBO1 AT2G32610 cellulose synthase-like protein B1

A_84_P18829 4,20 3,59 ARR6 AT5G62920 two-component response regulator ARR6

A_84 P11119 4,07 3,54 KUF1 AT1G31350 F-box/kelch-repeat protein SKIP25

A_84_P64734 3,44 3,52 ALC AT5G67110 transcription factor ALC

A_84_P22650 3,32 3,52 AT5G20740 AT5G20740 plant invertase/pectin methylesterase inhibitor
domain-containing protein

A_84_P22812 5,04 3,51 ARR15 AT1G74890 two-component response regulator ARR15

A_84_P243495 3,86 3,47 AT4G15660 AT4G15660 monothiol glutaredoxin-S8

A_84 P162443 3,32 3,42 AT5G64510 AT5G64510 hypothetical protein

A_84_P19391 5,34 3,40 PAP22 AT3G52820 purple acid phosphatase 22

A_84_P17313 6,27 3,35 AT2G37770 AT2G37770 NAD(P)-linked oxidoreductase-like protein

A_84 P817892 4,48 3,35 PYL5 AT5G05440 abscisic acid receptor PYL5

A_84_P546454 3,85 3,32 AT2G31730 AT2G31730 basicl helix-loop-helix domain-containing

A_84_P528136 4,39 3,30 CRK11 AT4G23190 E{/thli:e—rich receptor-like protein kinase 11

A_84_P15370 2,89 3,29 PDIL2-2 AT1G04980 protein disulfide-isomerase A6

A_84_P23899 2,71 3,27 AT2G29500 AT2G29500 HSP20 family protein

A_84_P23845 3,43 3,26 UGT74F1 AT2G43840 UDP-glycosyltransferase 74 F1

A_84_P78019 3,08 3,24 AT1G72430 AT1G72430 SAUR-like auxin-responsive protein family

A_84_P257330 4,19 3,24 AT2G38180 AT2G38180 GDSL esterasel/lipase

A_84_P573956 3,24 321 AT2G30760 AT2G30760 hypothetical protein

A_84_P836351 2,40 3,16 AT3G19230 AT3G19230 leucine-rich repeat-containing protein

A_84_P560220 3,24 3,14 AT5G46220 AT5G46220 hypothetical protein

A_84_P12528 4,48 3,09 PP2C5 AT2G40180 putative protein phosphatase 2C 30

A_84_P19923 4,07 3,09 UGT74E2 AT1G05680 Uridine diphosphate glycosyltransferase

A_84_P837979 3,16 3,00 ASL9 AT1G16530 Zgizdomain—containing protein 3

A_84_P799394 2,57 2,99 AT3G19680 AT3G19680 hypothetical protein

A_84_P226889 3,76 2,98 AT4G20000 AT4G20000 VQ motif-containing protein

A_84_P10290 3,40 2,97 OPT1 AT5G55930 oligopeptide transporter 1

A_84_P12493 2,84 2,96 AT2G30540 AT2G30540 monothiol glutaredoxin-S9

A_84_P724260 2,67 2,95 AT3G52748

A_84_P20248 2,71 2,93 AT3G23230 AT3G23230 ethylene-responsive transcription factor
ERF098

A_84_P765637 3,28 2,93 AT4G31248

A_84_P20482 2,81 2,93 CKX4 AT4G29740 cytokinin dehydrogenase 4

A_84_P834504 3,75 2,92 PDR2 AT4G15230 ABC transporter G family member 30

A_84_P287800 3,31 2,90 AT2G44130 AT2G44130 F-box/kelch-repeat protein
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A_84_P17955 3,77 2,84 UGT85A3 AT1G22380 UDP-glucosyl transferase 85A3

A_84_P845699 3,14 2,83 PMT5 AT3G18830 Polyol transporter 5

A_84_P20423 2,62 2,79 AT4G12090 AT4G12090 Cornichon family protein

A_84_P533868 4,46 2,78 AT1G49000 AT1G49000 hypothetical protein

A_84_P759928 2,84 2,76 AT3G26910 AT3G26910 hydrquproline—rich glycoprotein family

A_84_P13130 3,29 2,76 CYP81F2 AT5G57220 Sﬁéil:rome P450, family 81, subfamily F,
polypeptide 2

A_84 P12371 3,00 2,75 AT1G16510 AT1G16510 SAUR-like auxin-responsive protein

A_84_P262890 2,69 2,71 AT4G17215 AT4G17215 Pollen Ole e 1 allergen and extensin family

A_84 _P18718 3,26 2,70 GATA12 AT5G25830 ?Brzfl?/l-\ntranscription factor 12

A_84_P17365 2,80 2,70 ATERDJ3A AT3G08970 DnaJ domain-containing protein

A_84_P10660 3,68 2,69 GSTUl AT2G29490 glutathione S-transferase

A_84_P67674 2,97 2,68 EXL5 AT2G17230 protein exordium like 5

A_84 P757131 2,90 2,66 AT2G01913 AT2G01913 hypothetical protein

A_84_P12219 2,41 2,62 BST1 AT5G65090 inositpl—1,4,5 triphosphate 5-phosphatase-like

A_84_P11516 2,01 2,62 AT1G20380 AT1G20380 g:glt;llT)Iigopeptidase—like protein

A_84_P532349 2,52 2,61 EXO70H4 AT3G09520 exocyst complex component 7

A_84_P133525 3,18 2,60 PSK4 AT3G49780 phytosulfokine-beta

A_84_P12497 2,91 2,60 UGT74F2 AT2G43820 UDP-glucosyltransferase 74F2

A_84_P206718 2,95 2,57 AT2G34510 AT2G34510 hypothetical protein

A_84_P703970 2,46 2,56 ACA10 AT4G29900 Ca2+-transporting ATPase

A_84_P248115 2,65 2,55 AT5G58570 AT5G58570 hypothetical protein

A_84_P135345 2,63 2,54 UTR1 AT2G02810 UDP-galactose transporter 1

A_84_P23380 2,48 2,54 LECRKA4.1 AT5G01540 Lectin-domain containing receptor kinase

A_84_P228659 3,15 2,53 AT2G32190 AT2G32190 ﬁ;/l;.)%)thetical protein

A_84_P10002 2,40 2,53 MSRB4 AT4G04810 peptide methionine sulfoxide reductase B4

A_84_P544827 2,27 2,51 AOC1 AT3G25760 allene oxide cyclase 1

A_84_P823929 2,45 2,50 AT1G03850 AT1G03850 monothiol glutaredoxin-S13

A_84_P13726 3,02 2,49 EP3 AT3G54420 chitinase

A_84_P21889 2,88 2,47 AT1G74360 AT1G74360 putative LRR receptor-like serine/threonine-
protein kinase

A_84_P565450 2,49 2,41 AT5G16980 AT5G16980 2-alkenal reductase

A_84_P525395 2,28 2,41 PIT1 AT4G02075 protein pitchoun 1

A_84_P11955 2,21 2,41 CGAl AT4G26150 putative GATA transcription factor 22

A_84_P577990 2,45 2,37 AT5G44570 AT5G44570 hypothetical protein

A_84_P15324 2,36 2,37 ADR1 AT1G33560 disease resistance protein ADR1

A_84_P19052 2,40 2,36 TAAL AT1G70560 tryptophan aminotransferase

A_84_P597566 2,42 2,36 SLAH3 AT5G24030 SLAC1 homologue 3

A_84_P69324 2,59 2,35 AT3G05320 AT3G05320 O-fucosyltransferase family protein

A_84_P797883 2,54 2,35 BTS AT3G18290 zinc finger protein-like protein

A_84_P14649 2,59 2,35 MYB84 AT3G49690 transcription factor RAX3

A_84_P57010 2,48 2,34 LBD39 AT4G37540 LOB domain-containing protein 39

A_84_P79989 2,30 2,33 AT4G29520 AT4G29520 hypothetical protein

A_84_P18414 2,28 2,32 AT1G02610 AT1G02610 RING/FYVE/PHD zinc finger-containing

protein
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A_84_P17049 2,45 2,30 FRO3 AT1G23020 ferric reduction oxidase 3

A_84 P861110 2,61 2,30 AT4G19420 AT4G19420 putative Pectinacetylesterase

A_84_P21943 2,73 2,30 XTH30 AT1G32170 xyloglucan:xyloglucosyl transferase

A_84_P15168 2,26 2,29 ZIP5 AT1G05300 zinc transporter 5

A_84 _P767978 2,43 2,29 AT5G25280 AT5G25280 serine-rich protein-like protein

A_84_P565021 2,31 2,29 CIPK3 AT2G26980 CBL-interacting serine/threonine-protein
kinase 3

A_84_P21530 2,51 2,27 AT5G14120 AT5G14120 major facilitator protein

A_84 P18188 2,11 2,27 RBOH F AT1G64060 respiratory burst oxidase

A_84_P20503 2,34 2,27 AT4G34760 AT4G34760 SAUR:-like auxin-responsive protein 9

A_84 P11195 2,31 2,26 AT5G44680 AT5G44680 DNA-3-methyladenine glycosylase |

A_84_P17680 2,37 2,24 AT4G38860 AT4G38860 SAUR-like auxin-responsive protein

A_84_P552996 2,20 2,24 ROPGEF7 AT5G02010 RHO guanyl-nucleotide exchange factor 7

A_84_P19687 2,35 2,23 PRE1 AT5G39860 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding
family protein

A_84_P65264 3,14 2,23 AT3G15356 AT3G15356 lectin-like protein

A_84_P16644 3,02 2,23 YuC2 AT4G13260 Flavin-binding monooxygenase family protein

A_84_P92099 2,26 2,21 AT2G32880 AT2G32880 TRAF-like family protein

A_84_P12120 2,63 2,21 AT5G39050 AT5G39050 HXXXD-type acyl-transferase-like protein

A_84_P150878 2,52 2,19 AT1G69760 AT1G69760 hypothetical protein

A_84_P22745 2,89 2,17 AT1G03220 AT1G03220 aspartyl protease-like protein

A_84_P157735 2,84 2,17 AT3G51400 AT3G51400 hypothetical protein

A_84_P21359 2,13 2,17 AT4G09530 AT4G09530 SAUR-like auxin-responsive protein

A_84_P16882 2,20 2,16 AT5G48540 AT5G48540 cysteine-rich repeat secretory protein 55

A_84_P768857 2,44 2,16 AT5G44572 AT5G44572 hypothetical protein

A_84_P14916 2,14 2,16 AT5G17980 AT5G17980 C2 calcium/lipid-binding and
phosphoribosyltransferase C-terminal
domain-containing protein

A_84_P11710 2,02 2,16 AT1G53080 AT1G53080 legume lectin-like protein

A _84_P16214 2,20 2,13 AT1G70800 AT1G70800 Calciqnj-depend_ent lipid-binding domain-
containing protein

A_84_P85619 2,28 2,11 PP2-A11 AT1G63090 F-box protein PP2-A11

A_84_P18782 2,86 2,10 AT1G64380 AT1G64380 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P196204 2,35 2,09 AT3G26040 AT3G26040 E?()F&GDl-type acyl-transferase-like protein

A_84_P21409 2,22 2,09 BETA-OHASE AT4G25700 beta-carotene hydroxylase

A_84_P11412 2,30 2,08 iRRA AT1G10470 two-component response regulator ARR4

A_84_P203438 2,30 2,08 UGT73B1 AT4G34138 UDP-glucosyl transferase 73B1

A_84_P255030 2,03 2,07 AT4G13340 AT4G13340 leucine-rich repeat extensin-like protein 3

A_84_P236643 2,17 2,07 ILL6 AT1G44350 IAA-amino acid hydrolase ILR1-like 6

A_84_P811064 2,29 2,07 AT3G17770 AT3G17770 Dihydroxyacetone kinase

A_84_P12896 2,56 2,06 SHB1 AT4G25350 phosphate transporter PHO1-4

A_84_P12186 2,51 2,06 AT5G57480 AT5G57480 AAA-type ATPase family protein

A_84_P15371 2,11 2,05 MYB70 AT2G23290 myb domain protein 70

A_84_P753286 2,18 2,03 AT1G31173

A_84_P192974 2,22 2,02 AT5G65660 AT5G65660 hydrquproline—rich glycoprotein family

A_84_P21308 2,03 2,02 AT1G21550 AT1G21550 SL(:;';Ce calcium-binding protein CML44

A_84_P592665 2,49 2,01 GDU4 AT2G24762 glutamine dumper 4
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Herunterregulierte Transkripte

A_84_P20976 59,94 24,88 AT1G19210 AT1G19210 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P20410 49,99 52,40 ADS1 AT1G06080 Esg?;ZCyl—lipid desaturase 1

A_84_P11046 31,53 14,66 RRTF1 AT4G34410 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P53570 30,48 33,12 AT2G41810 AT2G41810 E)}/::Jz::r?;ical protein

A_84_P14893 26,87 26,91 AT5G09530 AT5G09530 hydrquproline-rich glycoprotein family

A_84_P10495 26,68 10,89 AAE12 AT1G65890 g(r:(;tleellr;tivating enzyme 12

A_84_P573393 22,65 10,79 AT4G27654 AT4G27654 hypothetical protein

A_84_P23476 18,57 20,72 AT5G41040 AT5G41040 omega-hydroxypalmitate O-feruloyl
transferase

A_84_P19028 17,45 7,03 ORA47 AT1G74930 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P15293 16,13 16,97 CYP78A5 AT1G13710 (I:EyF:g(?r}r?)me P450, family 78, subfamily A,
polypeptide 5

A_84_P846960 14,61 10,47 AT4G33610

A_84_P18908 14,45 5,15 AT1G33760 AT1G33760 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P155385 14,21 13,76 AT4G17280 AT4G17280 ;izg\iez auxin-responsive protein

A_84_P17343 13,94 7,63 ERF13 AT2G44840 ethylene-responsive transcription factor 13

A_84_P751526 12,35 7,46 AT1G72920 AT1G72920 ToII—Interleukin—Resistance domain-containing

A_84_P869736 11,88 15,72 AGL42 AT5G62165 2:2:::: agamous-like 42

A_84 P235233 11,36 9,96 AT4G36610 AT4G36610 hydrolase, alpha/beta fold family protein

A_84_P97916 11,20 7,30 AT4G29780 AT4G29780 hypothetical protein

A_84_P296724 10,59 5,32 AT5G51190 AT5G51190 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P14874 10,39 9,39 AT1G62770 AT1G62770 glzr':tli(rjf/ertase/pectin methylesterase inhibitor
domain-containing protein

A_84_P15931 10,29 5,18 ERF5 AT5G47230 ethylene-responsive transcription factor 5

A_84_P15454 9,84 18,78 LAC2 AT2G29130 laccase 2

A_84_P851538 9,59 8,25 THI2.1 AT1G72260 thionin 2.1

A_84 P218238 9,35 7,20 AT1G65450 AT1G65450 HXXXD-type acyl-transferase-like protein

A_84_P233429 9,15 6,25 AT1G58390 AT1G58390 CC-NBS-LRR class disease resistance

A_84_P13948 9,02 4,79 AT5G09520 AT5G09520 E;?jtgzyproline—rich glycoprotein family

A_84_P107712 8,81 8,75 AT2G21100 AT2G21100 gir;):;lge resistance-responsive, dirigent
domain-containing protein

A_84_P566753 8,78 7,11 RGF8 AT2G03830 hypothetical protein

A_84_P50790 8,73 7,42 AT3G22620 AT3G22620 bifunctional inhibitor/lipid-transfer
protein/seed storage 2S albumin-like protein

A_84_P137009 8,38 8,07 PDF1.2 AT5G44420 defensin-like protein 16

A_84 P11481 8,27 6,63 AT1G68850 AT1G68850 peroxidase 11

A_84_P771113 8,14 4,99 AT1G59406 AT1G58725 GDSL esterasel/lipase

A_84 P801431 8,13 4,84 AT1G68250 AT1G68250 hypothetical protein

A_84_P607864 7,96 5,68 GASAS5 AT3G02885 GAST1 protein homolog 5

A_84_P310613 7,92 7,91 PDF1.2b AT2G26020 putative defensin-like protein 15

A_84 P517162 7,50 7,95 PIAl AT2G20630 putative protein phosphatase 2C 20

A_84_P584450 7,45 4,71 AT1G27890 AT1G27890 putative CCR4-associated factor 1-4

A_84_P836958 7,41 5,26 AT1G61470 AT1G61470 putative CCR4-associated factor 1-5

A_84_P153835 7,30 6,94 MEE3 AT2G21650 maternal effect embryo arrest 3 protein

A_84_P522306 7,29 4,75 AT1G27820 AT1G27820 putative CCR4-associated factor 1-3

A_84 _P17463 7,26 4,35 AT3G44260 AT3G44260 putative CCR4-associated factor 1-9

A_84_P563858 7,14 5,47 AT4G38340 AT4G38340 RWP-RK domain-containing protein
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A_84_P21874 6,97 4,77 STz AT1G27730 zinc finger protein STZ/ZAT10
A_84_P21946 6,88 4,21 NUDT21 AT1G73540 nudix hydrolase 21
A_84_P112782 6,79 10,19 AT3G50220 AT3G50220 hypothetical protein
A_84_P13010 6,73 5,83 SHN3 AT5G11190 ethylene-responsive transcription factor
A_84_P196694 6,71 6,72 PDF1.2c AT5G44430 dS(:Lﬁiirf—like protein 17
A_84 P21931 6,70 5,76 ERF11 AT1G28370 ethylene-responsive transcription factor 11
A_84_P601310 6,69 5,73 AT1G11070 AT1G11070 hypothetical protein
A_84 P567134 6,68 4,60 AT4G27657 AT4G27657 hypothetical protein
A_84 P13271 6,66 5,69 WRKY40 AT1G80840 putative WRKY transcription factor 40
A_84 P11239 6,65 6,25 AT5G56840 AT5G56840 myb-like transcription factor family protein
A_84_P246705 6,62 10,89 AT3G53980 AT3G53980 bifunctional inhibitor/lipid-transfer
protein/seed storage 2S albumin-like protein
A_84_P160753 6,57 6,02 AT2G41800 AT2G41800 hypothetical protein
A_84_P239215 6,56 6,76 PDF1.3 AT2G26010 defensin-like protein 14
A_84_P15041 6,34 9,41 AT5G61890 AT5G61890 ethylene-responsive transcription factor
A_84_P521787 6,23 6,62 AT3G30340 AT3G30340 Ec?d':ull_i%:lMtNZl /EamA-like transporter family
A_84 _P767643 6,17 4,46 AT1G29620 AT1G29620 g}?tférl:rome C oxidase polypeptide VIB family
(Query protein
coverage:98%)
A_84_P19944 6,10 4,60 AT1G72910 AT1G72910 ToII—Interleukin—Resistance domain-containing
A_84_P11075 6,07 4,18 AT4G16140 AT4G16140 g:gltienlg—rich family protein
A_84_P506967 6,02 4,99 OFP10 AT5G22240 Ovate family protein
A_84_P17582 6,00 4,17 ACS6 AT4G11280 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
A_84_P11358 6,00 531 AT1G03820 AT1G03820 ﬁypothetical protein
A_84_P826815 5,97 5,05 SHN2 AT5G25390 ethylene-responsive transcription factor
A_84_P15002 5,94 7,15 AT5G51890 AT5G51890 Eﬁgrlc!\ilizdzse 66
A_84_P22607 5,94 3,70 ERF104 AT5G61600 ethylene-responsive transcription factor
ERF104
A_84_P14707 5,93 3,67 PLP9 AT3G63200 PATATIN-like protein 9
A_84_P755231 5,88 4,26 AT2G14270 AT2G30020 Cytochrome C oxidase polypeptide VIB family
(MaxID: 98%) protein
A_84_P10724 5,87 4,36 AT2G30020 AT2G30020 putative protein phosphatase 2C 25
A_84_P22327 5,74 6,67 AG AT4G18960 MADS-box transcription factor
A_84_P299940 5,68 6,13 AT1G01355 AT1G01355 Putative endonuclease or glycosyl hydrolase
A_84_P832832 5,64 4,25 TBL30 AT2G40160 hypothetical protein
A_84_P503065 5,62 4,53 AT3G05470 AT3G05470 formin-like protein 11
A_84_P15535 5,60 3,90 1QD10 AT3G15050 protein 1Q-domain 10
A_84_P10260 5,60 6,49 AT5G47340 AT5G47340 palmitoyl protein thioesterase family protein
A_84_P260340 5,60 4,93 AT1G76240 AT1G76240 hypothetical protein
A_84_P507561 5,58 5,86 AT3G21320 AT3G21320 hypothetical protein
A_84_P832213 5,57 5,85 AT3G28345 AT3G28345 ABC transporter B family member 15
A_84_P511590 5,55 6,85 AT1G07120 AT1G07120 hypothetical protein
A_84_P755281 5,53 4,28 AT2G05050 AT2G05050 protein phosphatase 2C-like protein
A_84_P603815 5,50 511 AT5G35540 AT5G35540 hypothetical protein
A_84_P14339 5,49 4,37 MLP165 AT1G35260 MLP-like protein 165
A_84_P608670 5,49 3,68 AT2G28580 AT2G28580 hypothetical protein
A_84_P613604 5,48 5,64 AT5G42710 AT5G42710 hypothetical protein
A_84_P11901 5,47 3,76 AT1G06100 AT1G06100 delta-9 desaturase-like 2 protein
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A_84_P775912 5,46 3,61 AT3G60170

A_84_P147508 5,45 5,36 AT5G49280 AT5G49280 hydrquproline—rich glycoprotein family

A_84_P23436 5,45 6,45 FAR1 AT5G22500 fparg;/e;::yl—CoA reductase 1

A_84_P534217 5,41 4,93 AT3G48240 AT3G48240 octicqsapeptide/_Phox/Bem1p domain-
containing protein

A_84_P856377 5,33 3,34 AT1G72900 AT1G72900 ToII—Interleukin—Resistance domain-containing

A_84_P860303 5,27 4,59 AT3G23170 AT3G23170 E;:thtlr?etical protein

A_84_P13405 5,25 6,07 ZW9 AT1G58270 TRAF-like protein

A_84 P22213 5,25 5,40 AT3G49160 AT3G49160 pyruvate kinase

A_84_P19609 5,15 5,25 LAC12 AT5G05390 laccase 12

A_84_P20649 5,14 3,67 AT5G44350 AT5G44350 ethyk_ene-responsive nuclear protein -like

A_84_P21047 511 6,22 LTP2 AT2G38530 E(r)%t?slgecific lipid-transfer protein 2

A_84_P89649 5,09 9,11 CYP86C2 AT3G26125 cytochrome P450, family 86, subfamily C,
polypeptide 2

A_84_P20149 5,03 4,60 AT2G04570 AT2G04570 GDSL esterasel/lipase

A_84_P66214 5,01 3,54 AT3G02840 AT3G02840 armaqiIIo/beta—catenin—Iike repeat-containing

A_84_P515273 4,92 5,23 AT1G61255 AT1G61255 E;:thtlr?etical protein

A_84_P14857 4,92 5,43 AT4G16750 AT4G16750 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P22191 4,90 4,71 AT3G43670 AT3G43670 EEZS\?: copper amine oxidase

A_84_P21458 4,88 3,50 BTS5 AT4G37610 BTB and TAZ domain protein 5

A_84_P600236 4,86 4,22 AT5G22545 AT5G22545 hypothetical protein

A_84_P515014 4,84 6,06 TED7 AT5G48920 tracheary element differentiation-like protein 7

A_84_P10979 4,84 5,01 IRX1 AT4G18780 cellulose synthase A catalytic subunit 8
[UDP-forming]

A_84_P836406 4,83 4,31 AT1G15125 AT1G15125 S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase domain-containing protein

A_84_P714600 4,83 2,95 ZF2 AT3G19580 zinc-finger protein 2

A_84 P121222 4,72 8,14 AT3G21330 AT3G21330 transcription factor bHLH87

A_84_P20677 4,71 3,58 SBT1.3 AT5G51750 subtilase 1.3

A_84_P824268 4,69 4,11 AT1G56660 AT1G56660 hypothetical protein

A_84_P13089 4,69 4,29 AT5G45730

A_84_P279580 4,66 4,38 AT3G50800 AT3G50800 hypothetical protein

A_84_P787555 4,66 5,31 MAP70-5 AT4G17220 microtubule-associated proteins 70-5

A_84_P21248 4,62 6,38 FARS8 AT3G44560 fatty acyl-CoA reductase 8

A_84_P93079 4,56 6,52 HB33 AT1G75240 homeobox protein 33

A_84_P10458 4,53 4,54 AT1G54790 AT1G54790 GDSL esterasel/lipase

A_84_P784874 4,53 4,90 PME2 AT1G53830 pectinesterase 2

A_84_P11260 4,52 3,64 AT5G61610 AT5G61610 oleosin-like protein

A_84_P259090 4,50 5,78 GAUT12 AT5G54690 alpha-1,4-galacturonosyltransferase

A_84_P830899 4,49 5,43 bHLH11 AT4G36060 transcription factor bHLH11

A_84_P17054 4,47 3,86 RAS1 AT1G09950 response to ABA and salt 1

A_84_P22045 4,46 4,89 LAC5 AT2G40370 laccase 5

A_84 P17328 4,46 5,16 AT2G39350 AT2G39350 ABC transporter G family member 1

A_84_P813455 4,45 5,41 IRX12 AT2G38080 laccase-4

A_84_P810559 4,45 3,01 HSPRO2 AT2G40000 HS1 PRO-1 2-like protein

A_84 P145709 4,44 5,24 AT1G13130 AT1G13130 Cellulase (glycosyl hydrolase family 5) protein

A_84_P21836 4,41 3,64 AT1G72940 AT1G72940 Toll-Interleukin-Resistance domain-containing

protein
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A_84_P18953 4,41 4,32 AT1G09610 AT1G09610 hypothetical protein

A_84_P10794 4,40 5,99 CTL2 AT3G16920 chitinase-like protein 2

A_84_P545700 4,39 3,82 AT3G23190 AT3G23190 HR-like lesion-inducing protein-like protein

A_84_P786068 4,39 4,54 PHO1 AT3G23430 phosphate transporter PHO1

A_84_P217688 4,36 3,60 AT1G76600 AT1G76600 hypothetical protein

A_84_P574263 4,34 3,94 AT4G25433 AT4G25433 peptido_glycan—bi_nding LysM domain-
containing protein

A_84_P518116 4,34 511 AT2G41610 AT2G41610 hypothetical protein

A_84 P17148 4,31 3,40 SBTI1.1 AT1G01900 subtilase-like protein

A_84_P518257 4,31 3,55 AT3G49070 AT3G49070 hypothetical protein

A_84_P22136 4,30 3,20 AHP4 AT3G16360 histidine-containing phosphotransfer protein 4

A_84_P10716 4,29 5,02 PID AT2G34650 protein kinase-like protein

A_84_P17934 4,28 3,63 ZAT6 AT5G04340 putative c2h2 zinc finger transcription factor

A_84_P549446 4,28 5,06 AT4G35720 AT4G35720 hypothetical protein

A_84_P786570 4,26 6,38 PSK2 AT2G22860 phytosulfokine-beta

A_84_P10935 4,26 3,02 AT4G01380 AT4G01380 plastocyanin-like domain-containing protein

A_84_P549850 4,25 4,52 AT1G60190 AT1G60190 U-box domain-containing protein 19

A_84_P13182 4,24 5,51 IRX3 AT5G17420 cellulose synthase A catalytic subunit 7
[UDP-forming]

A_84_P21113 4,23 2,98 ERF38 AT2G35700 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P74474 4,23 5,41 TBL34 AT2G38320 :Enizl':gr?g birefringence-like 34 protein

A_84_P130716 4,21 3,06 AT2G27740 AT2G27740 hypothetical protein

A_84_P21787 4,19 2,77 AT1G04570 AT1G04570 integral membrane transporter family protein

A_84_P16570 4,16 5,05 AT3G56230 AT3G56230 BTB/POZ domain-containing protein

A_84_P23387 4,15 4,81 LAC11 AT5G03260 laccase 11

A_84_P768417 4,15 2,37 AT5G36490 AT5G36490 ECAL1 gametogenesis related family protein

A_84_P829873 4,15 8,49 AT4G09990 AT4G09990 hypothetical protein

A_84_P13757 4,14 5,76 PIL2 AT3G62090 transcription factor PIF6

A_84_P797526 4,14 3,64 FER4 AT2G40300 ferritin 4

A_84_P501388 4,13 5,00 AT3G51220 AT3G51220 hypothetical protein

A_84_P24160 4,13 5,06 GLP10 AT3G62020 germin-like protein subfamily 2 member 4

A_84_P22510 4,09 3,53 AT5G28230

A_84_P13990 4,07 3,68 AT5G26010 AT5G26010 putative protein phosphatase 2C 72

A_84 P751734 4,06 4,01 AT1G58130

A_84 P11557 4,06 3,75 AT2G25820 AT2G25820 ethylene-responsive transcription factor
ERF042

A 84 P137619 4,06 3,01 PBP1 AT5G54490 pinoid-binding protein 1

A_84_P285960 4,04 3,87 ATIM AT5G52910 timeless family protein

A_84_P820634 4,04 3,42 AT5G59550 AT5G59550 C3H4 type zinc finger protein

A_84 _P134445 4,03 3,69 AT5G60760 AT5G60760 2-phosphoglycerate kinase-related protein

A_84_P22306 4,02 5,42 AT1G06170 AT1G06170 transcription factor bHLH89

A_84_P582022 4,01 3,50 AT2G46760 AT2G46760 D—argbinono—l,4—|actone oxidase family

A_84_P21996 4,01 4,37 AT2G26390 AT2G26390 2:;:)?:223

A_84_P827231 4,00 4,54 AT2G44260 AT2G44260 hypothetical protein

A_84_P12200 4,00 5,87 PIP2;4 AT5G60660 putative aquaporin PIP2-4

A_84_P13432 3,98 5,05 PRR1 AT1G32100 pinoresinol reductase 1

A_84_P20327 3,97 4,73 AT3G50400 AT3G50400 GDSL esterasel/lipase
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A_84_P530345 3,97 4,43 AT1G60110 AT1G60110 jacalin-like lectin domain-containing protein

A_84 _P868333 3,97 3,30 AT5G45950 AT5G45950 GDSL esterasel/lipase

A_84_P145939 3,97 3,55 AT2G28315 AT2G28315 nucleotide/sugar transporter-like protein

A_84 _P192414 3,96 5,44 AT5G51790 AT5G51790 transcription factor bHLH120

A_84_P546682 3,95 7,15 JLO AT4G00220 LOB domain-containing protein 30

A_84 P23323 3,95 5,08 TEDG6 AT1G43790 tracheary element differentiation-related 6

A_84 P12366 3,94 5,23 XCP2 AT1G20850 ?(r;ktj':'lncysteine proteinase 2

A_84_P83669 3,92 2,71 AT4G25410 AT4G25410 basicl helix-loop-helix domain-containing

A_84_P19516 3,92 2,93 CBF2 AT4G25470 gre(iltjtlﬂation—responsive element-binding
protein 1C

A_84_P18265 3,92 3,71 AT2G18480 AT2G18480 putative polyol transporter 3

A_84_P15926 3,92 2,71 RAC2 AT5G45970 Rac-like GTP-binding protein ARAC2

A_84_P811165 3,90 2,10 GH9C2 AT1G64390 endoglucanase 6

A_84_P20499 3,90 4,16 AT4G33810 AT4G33810 glycosyl hydrolase family 10 protein

A_84_P10143 3,86 5,07 AT5G01930 AT5G01930 mannan endo-1,4-beta-mannosidase 6

A_84 P11858 3,86 2,59 AT3G59710 AT3G59710 Rossr_ngnn—fold NAD(P)—binding domain-
containing protein

A_84_P14424 3,83 3,42 AGL17 AT2G22630 agamous-like MADS-box protein AGL17

A_84_P23499 3,83 3,80 AT5G47330 AT5G47330 palmitoyl protein thioesterase family protein

A_84_P594594 3,83 4,75 AT3G22415 AT3G22415 hypothetical protein

A_84_P826766 3,81 3,49 AT5G58680 AT5G58680 armaqiIIo/beta—catenin—Iike repeat-containing

A_84_P281230 3,81 3,58 BNQ2 AT5G15160 2[2::2 banquo 2

A_84 P751343 3,80 4,63 AT1G54660

A_84_P811797 3,80 3,95 FER1 AT5G01600 ferritin heavy chain

A_84_P16621 3,77 3,96 AT4G05170 AT4G05170 basicl helix-loop-helix domain-containing

A_84_P22892 3,77 3,12 MKK9 AT1G73500 I?/Ir;tF?IEinase kinase 9

A_84_P520839 3,77 4,95 AT3G16070 AT3G16070 hypothetical protein

A_84_P583901 3,76 2,79 AT3G20180 AT3G20180 putative copper transport protein

A_84_P20771 3,74 4,44 MC9 AT5G04200 metacaspase 9

A_84_P20549 3,74 3,66 FLA1l AT5G03170 fasciclin-like arabinogalactan protein 11

A_84_P585163 3,73 3,84 AT5G49120 AT5G49120 hypothetical protein

A_84_P22594 3,73 4,48 LAC16 AT5G58910 laccase 16

A_84_P12862 3,73 5,46 AT4G13190 AT4G13190 protein kinase family protein

A_84_P13165 3,73 2,51 AT5G65320 AT5G65320 transcription factor bHLH99

A_84_P179004 3,73 4,72 LBD15 AT2G40470 LOB domain-containing protein 15

A_84_P751000 3,72 4,85 AT1G18120

A_84_P21591 3,72 3,23 ZF3 AT5G43170 zinc-finger protein 3

A_84_P548594 3,72 3,09 AT5G05840 AT5G05840 hypothetical protein

A_84_P787617 3,71 3,01 AT5G03270 AT5G03270 putative cytokinin riboside 5'-monophosphate
phosphoribohydrolase LOG6

A_84_P11746 3,71 3,27 AT3G27400 AT3G27400 pectate lyase

A_84_P14027 3,70 4,00 CESA4 AT5G44030 cellulose synthase A catalytic subunit 4
[UDP-forming]

A_84_P848977 3,69 3,02 AT1G68600 AT1G68600 Aluminum activated malate transporter family

A_84_P14372 3,68 3,50 AT1G31710 AT1G31710 SL(:::;\?e copper amine oxidase

A_84_P820750 3,68 3,02 AT1G23710 AT1G23710 hypothetical protein

A_84_P171073 3,68 2,92 AT1G35210 AT1G35210 hypothetical protein
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A_84_P193944 3,67 2,97 AT5G66650 AT5G66650 hypothetical protein

A_84_P200834 3,66 3,48 AT1G58070 AT1G58070 hypothetical protein

A_84_P17320 3,65 4,05 CNGC14 AT2G24610 cyclic nucleotide gated channel

A_84 P179534 3,64 2,89 AT5G16200 AT5G16200 50S ribosomal protein-like protein

A_84_P814244 3,64 3,19 AT2G47270 AT2G47270 transcription factor bHLH151

A_84 P175581 3,64 5,10 AT2G05160 AT2G05160 zinc finger CCCH domain-containing protein

A_84_P73664 3,64 3,27 AT1G77855 AT1G77855 ﬁspothetical protein

A_84 _P21194 3,64 3,34 ERF1 AT3G23240 ethylene-responsive transcription factor 1B

A_84_P257260 3,62 4,60 AT2G47780 AT2G47780 Rubber elongation factor protein (REF)

A_84 P715787 3,62 3,17 AT1G32928 AT1G32928 hypothetical protein

A_84_P21430 3,60 4,10 AT4G30250 AT4G30250 AAA domain-containing protein

A_84_P18975 3,60 4,00 PUB18 AT1G10560 U-box domain-containing protein 18

A_84_P600168 3,57 2,70 AT5G01075 AT5G01075 Glycosyl hydrolase family 35 protein

A_84_P521598 3,56 3,33 AT2G22760 AT2G22760 transcription factor bHLH19

A_84 P168493 3,52 2,82 AT3G46620 AT3G46620 C3H4 type zinc finger protein

A_84_P14991 3,51 3,42 AT5G48740 AT5G48740 putative LRR receptor-like serine/threonine-
protein kinase

A_84_P115902 3,51 3,30 TBL33 AT2G40320 protein trichome birefringence-like 33

A_84_P20377 3,50 4,28 AT3G62160 AT3G62160 HXXXD-type acyl-transferase-like protein

A_84_P10105 3,50 4,21 XCP1 AT4G35350 Xylem cysteine proteinase 1

A_84_P18211 3,50 2,98 AR781 AT2G26530 hypothetical protein

A_84_P706463 3,49 3,81 AT3G06778 AT3G06778 DnaJ-domain-containing protein

A_84_P500133 3,48 2,92 AT1G42980 AT1G42980 formin-like protein 12

A_84_P13964 3,47 3,14 AT5G14230 AT5G14230 hypothetical protein

A_84_P296664 3,47 4,41 DMP2 AT3G21550 hypothetical protein

A_84_P18980 3,46 3,03 AT1G78500 AT1G78500 pentacyclic triterpene synthase 6

A_84_P222669 3,46 3,73 EXT4 AT1G76930 extensin 4

A_84_P860280 3,45 4,93 NAP AT1G69490 NAC domain-containing protein 29

A_84_P22720 3,45 2,83 2A6 AT1G03410 putative 1-aminocyclopropane-1-carboxylate

A_84 P13751 3,45 3,13 AT3G60490 AT3G60490 Z;(f:gllis:e-responsive transcription factor

A_84_P169473 3,43 4,90 AT5G30500 AT5G30500 EL?tZtcl)\?es galactinol synthase

A_84_P839263 3,43 2,75 AT1G62290 AT1G62290 phytepsin

A_84_P23649 3,43 3,78 AT1G31050 AT1G31050 basicl helix-loop-helix domain-containing

A_84_P95079 3,43 3,21 AT5G38610 AT5G38610 glr;)rt\etlgvertase/pectin methylesterase inhibitor
domain-containing protein

A_84_P15978 3,41 3,41 LAC17 AT5G60020 laccase 17

A_84_P178184 3,41 3,73 LNG1 AT5G15580 protein longifolial

A_84_P24057 3,41 3,67 AT3G19620 AT3G19620 putative beta-D-xylosidase 5

A_84_P819307 3,41 3,99 AT2G43590 AT2G43590 chitinase-like protein

A_84_P23644 3,40 3,09 AT1G08340 AT1G08340 Rho GTPase activating protein with PAK-
box/P21-Rho-binding domain

A_84_P21406 3,39 2,77 FSD1 AT4G25100 Superoxide dismutase [Fe]

A_84_P540393 3,39 2,53 AT3G28190 AT3G28190 hypothetical protein

A_84_P168383 3,39 3,13 AT5G49130 AT5G49130 mate efflux domain-containing protein

A_84 P172851 3,38 4,04 AT3G24535 AT3G24535 hypothetical protein

A_84_P51330 3,38 4,00 DAR5 AT5G66630 DAl-related protein 5

A_84 P23843 3,37 2,73 AT2G03200 AT2G03200 aspartyl protease-like protein
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A_84_P22755 3,37 4,12 RNS3 AT1G26820 ribonuclease 3
A_84 P762759 3,36 2,86 AT3G55672 AT3G55672 self-incompatibility S1 family protein
A_84_P857254 3,36 3,03 SAPX AT4G08390 L-ascorbate peroxidase
A_84 P21523 3,36 4,21 BEE1 AT1G18400 transcription factor BEE 1
A_84_P21269 3,35 2,77 AT1G48590 AT1G48590 calcium-dependent lipid-binding domain
A_84_P504795 3,35 4,03 IRX9 AT2G37090 nucle_otide—diphospho—sugar transferases-like
A_84_P191974 3,35 3,33 AT5G03210 AT5G03210 E;Tjt(ftlﬂetical protein
A_84 P19588 3,32 3,42 EXLB1 AT4G17030 expansin-like B1
A_84_P827393 3,32 2,96 AT3G48650
A_84 P14226 3,30 4,64 BCAT-2 AT1G10070 branched-chain-amino-acid aminotransferase
A_84_P760106 3,30 5,18 AT3G08885 :
A_84 P818712 3,30 2,29 ENH1 AT5G17170 rubredoxin family protein
A_84_P21770 3,29 3,63 AT1G23060 AT1G23060 hypothetical protein
A_84_P768447 3,28 2,06 AT5G36350 AT5G36550 ECA1 gametogenesis related family protein
(MaxID: 98%)
A_84_P759256 3,28 2,60 AT3G44245
A_84_P824100 3,28 2,96 AT2G16630 AT2G16630 pollen Ole e 1 allergen and extensin family
A_84_P535346 3,27 3,03 AT5G22540 AT5G22540 E;(:thtlgetical protein
A_84_P22112 3,27 2,68 AT1G53070 AT1G53070 legume lectin-like protein
A_84_P18494 3,27 3,89 NACO007 AT1G12260 NAC domain-containing protein 7
A_84_P22489 3,27 2,49 AT5G22250 AT5G22250 putative CCR4-associated factor 1-11
A_84_P20462 3,25 2,71 CBF1 AT4G25490 dehydration-responsive element-binding
protein 1B
A_84_P562837 3,23 2,94 AT5G38090 AT5G38090 hypothetical protein
A_84_P569290 3,23 3,09 AT1G32670 AT1G32670 hypothetical protein
A_84_P763555 321 3,80 AT4G09480
A_84_P540376 3,20 3,49 LSH4 AT3G23290 hypothetical protein
A_84_P570804 3,20 3,25 RIC4 AT5G16490 ROP—linteractive CRIB motif-containing
A_84_P157885 3,20 3,37 AT4G39320 AT4G39320 ﬁ:i?:treolzjéule—associated protein-like protein
A _84_P15194 3,20 2,82 AT1G54020 AT1G54020 GDSL esterasel/lipase
A_84_P297054 3,19 4,57 GolS6 AT4G26250 galactinol synthase 6
A_84_P115172 3,19 3,58 RIC2 AT1G27380 ROP-interactive CRIB motif-containing
protein 2
A_84_P12087 3,19 2,64 AT1G68650 AT1G68650 UPF0016 protein 5
A_84_P67084 3,18 2,95 AT1G25400 AT1G25400 hypothetical protein
A_84_P10436 3,18 2,62 AT1G09890
A_84_P753210 3,18 2,32 AT1G45223 AT1G45223) hypothetical protein
(MaxID:95%)
A_84_P858347 3,18 2,90 DGK2 AT5G63770 diacylglycerol kinase 2
A_84 P768165 3,18 2,89 AT5G39365 AT5G39365 putative defensin-like protein 40
A_84_P15105 3,17 2,35 AT1G60095 AT1G60095 jacalin-like lectin domain-containing protein
A_84_P24091 3,17 2,93 EXLA3 AT3G45960 expansin-like A3
A_84_P12935 3,14 2,51 KCS16 AT4G34250 3-ketoacyl-CoA synthase 16
A_84 P117052 3,14 3,52 AT3G25640 AT3G25640 hypothetical protein
A_84_P869292 3,13 2,76 ERF-1 AT4G17500 ethylene-responsive transcription factor 1A
A_84_P15797 3,12 2,81 scpl30 AT4G15100 putative serine carboxypeptidase-like 30
A_84 P516811 3,11 2,06 AT5G52670 AT5G52670 putative copper transport protein
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A_84_P554830 3,09 2,14 AT5G20635 AT5G20635 hypothetical protein

A_84_P188064 3,08 3,17 CLE6 AT2G31085 protein CLAVATA3/ESR-related 6

A_84_P13378 3,08 3,16 GH9B1 AT1G70710 endoglucanase 8

A_84_P569414 3,07 2,72 AT2G01610 AT2G01610 invertlase/pectin methylesterase inhibitor-like

A_84_P831768 3,06 2,82 AT2G11240 roien

A_84_P20826 3,04 2,43 AT1G24330 AT1G24330 U-box domain-containing protein 6

A_84_P203658 3,03 3,35 AT2G44930 AT2G44930 hypothetical protein

A_84_P167943 3,03 3,05 ERF4 AT3G15210 ethylene-responsive transcription factor 4

A_84_P583210 3,01 3,42 AT4G33550 AT4G33550 bifunctional inhibitor/lipid-transfer
protein/seed storage 2S albumin-like protein

A_84_P10323 3,00 2,90 AAP4 AT5G63850 amino acid permease 4

A_84_P759032 3,00 2,69 AT3G30211

A_84_P285010 2,99 3,08 PGSIP1 AT3G18660 plant glycogenin-like starch initiation protein 1

A_84_P536931 2,99 3,15 AT3G63450 AT3G63450 RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family

A_84_P12779 2,98 4,77 AT3G54040 AT3G54040 Ir?)’rglt?elmprotein

A_84_P19132 2,97 3,12 ARF11 AT2G46530 auxin response factor 11

A_84_P19457 2,97 2,25 AT4G04750 AT4G04750 sugar transporter ERD6-like 14

A_84_P22538 2,97 2,76 AT5G43530 AT5G43530 Helicase protein with RING/U-box domain

A_84_P75664 2,97 2,68 AT2G36220 AT2G36220 hypothetical protein

A_84_P12573 2,97 2,65 AT2G44940 AT2G44940 ethylene-responsive transcription factor
ERF034

A_84_P10415 2,96 2,68 MBP2 AT1G52030 myrosinase-binding protein 2

A_84_P787882 2,95 2,47 AT1G65920 AT1G65920 Regulator of chromosome condensation
(RCC1) family with FYVE zinc finger domain

A_84_P530258 2,95 2,73 AT1G21150 AT1G21150 Mitochondrial transcription termination factor
family protein

A_84_P91139 2,95 3,19 TBL3 AT5G01360 hypothetical protein

A_84_P23114 2,94 2,58 AT3G21020

A_84 P751783 2,94 3,74 GL22 AT1G02335 germin-like protein subfamily 2 member 2

A_84_P17663 2,94 3,51 AT4G34320 AT4G34320 hypothetical protein

A_84_P21392 2,93 2,84 AT4G21650 AT4G21650 Subtilase family protein

A_84_P11909 2,93 2,61 AT4G11210 AT4G11210 disease resistance-responsive, dirigent
domain-containing protein

A_84_P851051 2,93 2,66 AGP4 AT5G10430 arabinogalactan protein 4

A_84_P24047 2,92 2,31 AT3G21950 AT3G21950 methyltransferase

A_84_P580762 2,92 3,62 AT3G43710 AT3G43710 putative F-box/kelch-repeat protein

A_84_P23686 2,92 2,95 HVA22G AT1G75700 HVA22-like protein G

A_84_P816700 2,90 2,88 AT1G17745 AT1G17745 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

A_84_P291564 2,90 2,55 AT1G59850 AT1G59850 ARM repeat-containing protein

A_84_P765250 2,90 2,59 AT4G33130 AT4G33130 hypothetical protein

A_84_P15190 2,90 3,21 AT1G04330 AT1G04330 hypothetical protein

A_84_P15811 2,90 3,30 LAC10 AT5G01190 laccase 10

A_84_P15626 2,90 3,24 AT1G24030 AT1G24030 protein kinase-like protein

A_84_P13616 2,90 4,43 AT1G26450 AT1G26450 carbqhydrate—binding X8 domain-containing

A_84_P97886 2,89 2,83 AT2G40130 AT2G40130 Ere(:;lt? Isr;wck—related protein

A_84 _P819549 2,89 2,45 AT5G41740 AT5G41740 TIR—NBS—LRR class disease resistance

A _84_P17326 2,88 2,18 WRKY33 AT2G38470 SL(:;?;\?e WRKY transcription factor 33

A_84_P23516 2,88 2,45 CBF4 AT5G51990 dehydration-responsive element-binding

protein 1D
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A_84_P291544 2,87 3,00 AT4G00890 AT4G00890 proline-rich family protein

A_84_P587696 2,86 3,38 AT5G03510 AT5G03510 C2H2-type zinc finger protein

A_84_P502358 2,86 2,80 AT4G13470

A_84_P598005 2,86 2,56 AT2G22890 AT2G22890 Kua-ubiquitin conjugating enzyme hybrid
localisation domain-containing protein

A_84_P23938 2,85 2,56 PDR5 AT2G37280 ABC transporter G family member 33

A_84_P590991 2,84 4,22 AT3G12460 AT3G12460 DEDDy 3'-5' exonuclease domain-containing

A_84_P12677 2,84 2,23 IPT7 AT3G23630 Zgoetr?;/'?ate isopentenyltransferase 7

A_84_P17929 2,84 3,07 GolS2 AT1G56600 galactinol synthase 2

A_84 P122532 2,84 2,83 AT5G67210 AT5G67210 hypothetical protein

A_84_P592920 2,84 2,40 AT4G01390 AT4G01390 TRAF-like family protein

A_84_P76869 2,83 2,92 AT1G02070 AT1G02070 hypothetical protein

A_84_P789302 2,83 2,20 KDR AT1G26945 basicl helix-loop-helix domain-containing

A_84_P12504 2,83 3,35 UGT71C1 AT2G29750 {)Jrgga—lglucosyl transferase 71C1

A_84_P605175 2,82 3,33 AT2G39370 AT2G39370 hypothetical protein

A_84_P545592 2,82 2,46 AT2G39650 AT2G39650 hypothetical protein

A_84_P812841 2,80 2,67 AT3G08030 AT3G08030 hypothetical protein

A_84_P260410 2,80 2,57 AT1G78450 AT1G78450 SOUL heme-binding-like protein

A_84_P758492 2,79 3,17 AT2G20818

A_84_P102956 2,78 3,30 AT4G34330 AT4G34330 hypothetical protein

A_84_P605779 2,78 2,88 AT1G12845 AT1G12845 hypothetical protein

A_84_P572473 2,78 2,66 AT4G21920 AT4G21920 hypothetical protein

A_84_P16775 2,77 2,74 NF-YA10 AT5G06510 nuclear transcription factor Y subunit A-10

A_84_P232979 2,77 2,46 RBE AT5G06070 putative transcriptional regulator RABBIT

A_84_P210838 2,77 2,35 AT2G04580 EARS

A_84_P19161 2,76 3,10 BGLU33 AT2G32860 beta glucosidase 33

A_84_P606188 2,76 2,86 AT3G28007 AT3G28007 nodulin MtN3-like protein

A_84_P750319 2,75 2,45 AT1G19630

A_84_P16308 2,74 2,63 BEN1 AT2G45400 dihydroflavonol 4-reductase-like protein

A_84_P81559 2,74 2,54 AT4G33560 AT4G33560 Wound-responsive family protein

A_84_P825596 2,74 3,05 CYCA2;3 AT1G15570 cyclin-A2-3

A_84_P70304 2,73 2,69 AT3G21310 AT3G21310 Core-2/l-branching beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase family protein

A_84_P822968 2,73 2,45 KNAT7 AT1G62990 homeobox protein knotted-1-like 7

A 84 P756412 2,73 2,26 AT2G15029 At2g15030 hypothetical protein

A_84_P752395 2,73 3,20 AT1G62870 AT1G62870 hypothetical protein

A_84_P14951 2,73 2,12 AT5G38020 AT5G38020 S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase-like protein

A_84_P19451 2,72 2,73 GAl AT4G02780 Ent-copalyl diphosphate synthase

A_84_P10075 2,72 3,01 NACO073 AT4G28500 NAC domain containing protein 73

A_84_P284290 2,72 3,10 AT4G26380 AT4G26380 cyste_ine/histidine—rich C1 domain-containing

A_84 P11868 2,72 2,48 AT3G62260 AT3G62260 SL(:;?;\?e protein phosphatase 2C 49

A_84_P10642 2,72 2,38 AT2G39850 AT2G39850 subtilisin-like serine protease

A_84_P14084 2,71 2,64 ROPGEF2 AT1G01700 Rop guanine nucleotide exchange factor 2

A_84_P736761 2,71 2,24 TUA4 AT1G04820

A_84_P199304 2,71 3,83 PDF1.4 AT1G19610 defensin-like protein 19

A_84_P837016 2,71 4,25 ERS2 AT1G04310 ethylene response sensor 2

170




ANHANG

A_84_P275660 2,71 2,31 AGP14 AT5G56540 arabinogalactan protein 14

A_84 P761937 2,70 2,26 AT3G55665 AT3G55665 self-incompatibility S1 family protein

A_84_P15114 2,70 2,51 AT1G12380 AT1G12380 hypothetical protein

A_84_P857301 2,70 2,02 CZF1 AT2G40140 zinc finger CCCH domain-containing protein

A_84_P803684 2,69 2,79 EOL2 AT5G58550 ;2)?otein ETO1-like 2

A_84_P769675 2,69 2,64 CPK28 AT5G66210 calcium-dependent protein kinase 28

A_84_P18294 2,69 2,43 1AA20 AT2G46990 auxin-responsive protein IAA20

A_84_P66984 2,69 2,84 AT1G64360 AT1G64360 hypothetical protein

A_84_P16667 2,68 2,33 AT4G22940 AT4G22940 protein kinase family protein

A_84 _P596337 2,68 2,76 WOX5 AT3G11260 WUSCHEL-related homeobox 5

A_84_P591196 2,68 2,37 AT4G22560 AT4G22560 hypothetical protein

A_84_P19444 2,67 3,29 AT1G12160 AT1G12160 Flavin-binding monooxygenase family protein

A_84_P18041 2,67 3,00 AT1G32690 AT1G32690 hypothetical protein

A_84_P750377 2,67 2,99 AT1G21220

A_84_P13196 2,67 2,84 AT5G09300 AT5G09300 2-oxoisovalerate dehydrogenase E1
component, alpha subunit

A_84_P10187 2,67 2,17 AT5G16340 AT5G16340 AMP-binding protein 6

A_84_P574794 2,67 2,07 AT2G20142 AT2G20142 ToII—Interleukin—Resistance domain-containing

A_84_P13282 2,66 2,22 AT1G75710 AT1G75710 gr;;ez”jlike zinc finger protein

A_84_P194234 2,66 2,86 AT1G33800 AT1G33800 hypothetical protein

A_84 P531612 2,65 3,10 AT4G04745 AT4G04745 hypothetical protein

A_84_P573931 2,64 2,60 AT2G22340 AT2G22340 hypothetical protein

A_84_P515003 2,64 3,16 AT5G45540 AT5G45540 hypothetical protein

A_84_P22168 2,63 2,32 AT3G21010

A_84_P20577 2,63 3,71 AT5G11540 AT5G11540 D-arabinon0-1,4-lactone oxidase family

A_84_P18681 2,62 2,68 RBK1 AT5G10520 pRrg)fIlr)]inding protein kinase 1

A_84_P23427 2,61 3,12 MYB43 AT5G16600 myb domain protein 43

A_84_P220848 2,61 2,58 RHS16 AT4G29180 protein root hair specific 16

A_84_P11903 2,61 2,54 ORA59 AT1G06160 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P597767 2,60 3,17 AT1G12600 AT1G12600 5§';?l3i‘acetylglucosamine transporter-like

A_84_P14482 2,60 2,63 AT2G24560 AT2G24560 grgtéall_nesterasellipase

A_84_P22531 2,60 2,23 AT5G41400 AT5G41400 RING/U-box domain-containing protein

A_84_P131556 2,59 2,98 TBL39 AT2G42570 protein trichome birefringence-like 39

A_84_P150658 2,59 2,29 DAR7 AT5G66610 protein DA1-related 7

A_84_P825992 2,59 2,08 WAVE1 AT2G34150 protein SCAR1

A_84 P311333 2,58 2,80 GPAT6 AT2G38110 glycerol-3-phosphate acyltransferase 6

A_84_P510022 2,58 3,21 AT2G03180 AT2G03180 hypothetical protein

A_84_P14652 2,57 2,14 MAPKKK20 AT3G50310 mitogen—activated protein kinase kinase

A_84_P21087 2,57 2,10 AT2G02520 AT2G02520 E:&S—Zifeocted DNA polymerase (reverse
transcriptase)-related family protein

A_84_P542240 2,56 2,14 AT4G01525

A_84_P193424 2,56 2,25 JAZ1 AT1G19180 protein TIFY 10A

A_84_P761932 2,56 3,57 AT3G55252 AT3G55252 self-incompatibility S1 family protein

A_84_P836721 2,56 2,10 AT4G19520 AT4G19520 TIR—NBS—LRR class disease resistance

A_84_P106252 2,56 3,02 HB28 AT3G50890 E(r)or:leelgbox protein 28
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A_84_P18911 2,56 2,45 AT1G75720 AT1G75720 hypothetical protein

A_84 P11175 2,56 2,62 PIN1 AT1G73590 auxin efflux carrier component 1

A_84_P804586 2,55 2,30 AT2G43150 AT2G43150 Proline-rich extensin-like family protein

A_84_P603366 2,55 2,80 arpc2b AT2G33385 actin-related protein C2B

A_84_P602364 2,55 3,19 AT1G71015 AT1G71015 hypothetical protein

A_84_P224809 2,54 2,12 AT2G38790 AT2G38790 hypothetical protein

A_84 P237923 2,53 2,57 AT1G68470 AT1G68470 Exostosin family protein

A_84_P842320 2,52 3,04 AT5G43840

A_84_P10939 2,52 2,31 AT4G02200 AT4G02200 protein dehydration-INDUCED 19-5

A_84_P10179 2,51 3,03 MYB46 AT5G12870 transcription factor MYB46

A_84 P837804 2,51 2,95 IAMT1 AT5G55250 IAA carboxylmethyltransferase 1

A_84_P534335 2,50 2,76 AT4G21970 AT4G21970 hypothetical protein

A_84_P13339 2,50 2,21 AT1G79630 AT1G79630 putative protein phosphatase 2C 18

A_84_P24159 2,50 2,40 AT3G61820 AT3G61820 aspartyl protease-like protein

A_84_P759168 2,49 2,12 AT3G30733

A_84_P606494 2,49 3,43 GDU7 AT5G38770 glutamine dumper 7

A_84_P18778 2,48 2,08 AAP6 AT5G49630 amino acid permease 6

A_84_P202538 2,48 3,11 AT5G22550 AT5G22550 hypothetical protein

A_84_P20092 2,48 3,87 AT2G20470 AT2G20470 putative serine/threonine-protein kinase

A_84_P768685 2,48 3,38 AT5G27927

A_84_P704129 2,47 2,15 AT5G53775

A_84_P750226 2,47 2,73 AT1G47950

A_84_P789317 2,46 3,11 AT3G56275

A_84_P19808 2,46 3,56 MAP65-8 AT1G27920 microtubule-associated protein 65-8

A_84_P758488 2,46 2,83 AT2G18969 AT2G18969 hypothetical protein

A_84_P20495 2,46 2,71 AT4G32800 AT4G32800 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P21574 2,46 3,04 AT5G38340 AT5G38340 EIRRFﬁf‘SLRR class disease resistance

A_84_P14710 2,46 2,41 SiB1 AT3G56710 girgrt:;nfactor binding protein 1

A_84_P310203 2,46 2,41 UPS1 AT2G03590 ureide permease 1

A_84_P808037 2,46 2,45 AT1G28400 AT1G28400 hypothetical protein

A_84 P167633 2,45 2,70 SPL5 AT3G15270 squamosa promoter-binding-like protein 5

A_84_P21229 2,45 3,52 AT3G21420 AT3G21420 oxido_reductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family

A_84_P703501 2,45 291 AT4G13992 AT4G13992 E)rlos;i;:e/histidine—rich C1 domain-containing

A_84_P14899 2,44 2,61 CIPK5 AT5G10930 ?:rgt::teracting serine/threonine-protein
kinase 5

A_84 P18366 2,44 2,37 GRP5 AT3G20470 glycine-rich protein 5

A_84_P754519 2,44 3,58 AT1G48268

A_84_P14198 2,43 2,58 AT1G67400 AT1G67400 ELMO/CED-12 domain-containing protein

A_84_P767772 2,43 2,39 AT5G39995

A_84_P13368 2,43 2,98 ATSBT5.2 AT1G20160 Subti!isin—like serine endopeptidase-like

A_84_P17266 2,42 2,66 SSL1 AT2G41300 gtr:i)(t:?clJr;idine synthase-like 1

A_84_P789063 2,42 2,20 AT5G20110 AT5G20110 dynein light chain type 1-like protein

A_84 P11844 2,41 2,12 AT1G24000 AT1G24000 polyketide cyclase/dehydrase and lipid
transport-like protein

A_84_P294984 2,41 2,38 AT1G24735 AT1G24735 caffeoyl-CoA O-methyltransferase

A_84 P12143 2,41 3,30 CYP707A3 AT5G45340 abscisic acid 8'-hydroxylase 3
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A_84_P22388 2,41 2,51 AT4G33070 AT4G33070 pyruvate decarboxylase

A_84_P750237 2,41 2,73 AT1G69110

A_84_P829463 2,40 2,74 AT5G17340 AT5G17340 Putative membrane lipoprotein

A_84_P309023 2,40 2,92 AT5G66440 AT5G66440 hypothetical protein

A_84_P802884 2,39 2,74 AT3G46300 AT3G46310 hypothetical protein

A_84_P842669 2,39 2,32 AT1G29720 AT1G29720 L_eucine—rich repeat transmembrane protein

A_84_P753723 2,39 2,65 AT1G47497 AT1G47497 EEZSSZ H domain-containing protein

A_84_P768038 2,39 2,35 AT5G18403 AT5G18403 defensin-like protein 218

A_84_P67924 2,39 2,40 RGTA2 AT5G41820 RAB geranylgeranyl transferase alpha

A_84_P568436 2,38 2,16 BRX-LIKE3 AT1G54180 SB'.:::Jig\r}lltSZRADIX-Iik(—:‘ 3

A_84_P787776 2,38 2,05 AT3G56260 AT3G56260 hypothetical protein

A_84 P767638 2,38 2,21 AT5G52930 AT5G52930 hypothetical protein

A_84_P529333 2,37 2,17 DUF2 AT1G11420 agenet domain-containing protein

A_84_P242573 2,37 2,59 AT5G54470 AT5G54470 B-box type zinc finger-containing protein

A_84_P735102 2,37 3,04 AT5G15581 AT5G15581 hypothetical protein

A_84 _P553411 2,37 2,28 AT1G71870 AT1G71870 protein novel ion carrier-2

A_84_P22967 2,37 2,09 UCP5 AT2G22500 uncoupling protein 5

A_84_P559167 2,36 2,42 AT4G32000 AT4G32000 protein kinase family protein

A_84 P210848 2,36 2,12 AT5G22930 AT5G22930 hypothetical protein

A_84_P249275 2,36 2,22 AT1G77460 AT1G77460 armadillo/beta-catenin-like repeat and C2
domain-containing protein

A_84_P12139 2,36 2,10 AT5G44400 AT5G44400 FAD-lbinding and BBE domain-containing

A_84_P17088 2,36 2,21 AT1G78530 AT1G78530 ggz:; kinase-like protein

A_84_P14635 2,35 2,18 AT1G02460 AT1G02460 Pectin lyase-like protein

A_84_P18780 2,35 2,54 AT5G50120 AT5G50120 transducin/WD40 domain-containing protein

A_84_P14448 2,35 3,32 MEE23 AT2G34790 FAD-_binding and BBE domain-containing

A_84_P22166 2,34 2,21 ESM1 AT3G14210 ref;)(i)ttﬁilcr;specifier modifier 1

A_84_P787324 2,34 2,36 AT4G36280 AT4G36280 histidi_ng kinase-_like ATPase domain-
containing protein

A_84_P511022 2,34 2,13 AT2G43800 AT2G43800 formin-like protein 2

A_84_P22799 2,34 2,68 AT1G55760 AT1G55760 BTB/POZ domain-containing protein

A_84_P12622 2,33 2,70 NTL8 AT2G27300 protein NTM1-like 8

A_84_P702189 2,33 2,31 AT5G46877 AT5G46877 putative defensin-like protein 304

A_84_P565128 2,33 2,04 AT3G10750 AT3G10750 FBD domain-containing protein

A_84_P17671 2,33 2,34 FD AT4G35900 protein FD

A_84_P259610 2,33 2,16 AT3G01240 AT3G01240 hypothetical protein

A_84 P23923 2,33 2,52 AT2G37900 AT2G37900 putative peptide/nitrate transporter

A_84_P753091 2,32 2,29 AT1G45215 AT1G45215 hypothetical protein

A_84_P849839 2,32 2,11 AT1G49475 AT1G49475 B3 domain-containing protein

A_84_P18263 2,31 2,80 AT2G38090 AT2G38090 myb/SANT-like DNA-binding domain-
containing protein

A_84_P102366 2,31 3,06 AT3G15280 AT3G15280 hypothetical protein

A_84_P16097 2,30 2,28 AT1G24140 AT1G24140 matri?( metalloprotease domain-containing

A_84_P16988 2,30 2,49 AT5G04330 AT5G04330 ?erﬁ}g?e—&hydroxylase

A_84_P11600 2,30 2,14 SDG21 AT2G24740 histone-lysine N-methyltransferase, H3
lysine-9 specific SUVH8

A_84_P15366 2,30 2,40 AT1G11210 AT1G11210 hypothetical protein
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A_84_P20359 2,30 2,17 AT3G57540 AT3G57540 Remorin family protein

A_84_P760097 2,30 2,00 GRF4 AT3G52910 growth-regulating factor 4

A_84_P210018 2,30 2,61 MEES53 AT4G10560 Cyste_ine/Histidine-rich C1 domain family

A_84_P13337 2,30 2,17 AT1G28390 AT1G28390 g(re?itstler;threonine-protein kinase-like protein

A_84_P21445 2,29 2,03 AT4G33820 AT4G33820 glycosyl hydrolase family 10 protein

A_84 P768632 2,29 2,58 AT5G05598 AT5G05598 hypothetical protein

A_84_P766298 2,29 2,05 AT5G34881 AT5G34887 hypothetical protein

A_84 P533968 2,29 3,67 HB21 AT2G02540 homeobox protein 21

A_84_P23011 2,29 2,18 NRPE3B AT2G15400 DNA-directed RNA polymerase Il subunit

A_84_P851667 2,28 2,03 AT3G23840 AT3G23840 E)P(;B(i_g-type acyl-transferase-like protein

A_84_P17024 2,28 2,79 AT1G23460 AT1G23460 polygalacturonase

A_84_P824560 2,28 2,29 AT3G23090

A_84_P751116 2,28 2,11 BGLU35 AT1G47600 myrosinase 5

A_84_P18795 2,27 2,16 ATK3 AT5G54670 kinesin 3

A_84_P12764 2,27 2,30 GATL2 AT3G50760 putative galacturonosyltransferase-like 2

A_84_P16558 2,26 2,01 CHX20 AT3G53720 cation/H(+) antiporter 20

A_84_P829642 2,26 2,44 AT1G30160 AT1G30160 hypothetical protein

A_84_P172581 2,25 2,16 AT3G03440 AT3G03440 armaqiIIo/beta-catenin-Iike repeat-containing

A_84_P273250 2,25 2,63 AT5G56220 AT5G56220 g[l?:tligside-triphosphatase/ nucleotide binding

A_84_P868105 2,25 2,41 AT3G61490 AT3G61490 gtr)?;/zlglacturonase-like protein

A_84_P22133 2,25 2,18 BGLU43 AT3G18070 beta glucosidase 43

A_84_P784578 2,24 2,30 ENODL9 AT3G20570 early nodulin-like protein 9

A_84_P791064 2,23 3,06 AT5G50290 AT5G50290 hypothetical protein

A_84_P12232 2,23 2,80 IRX6 AT5G15630 COBRA-like protein 4

A_84_P769201 2,22 2,16 AT5G15008 AT5G15008 hypothetical protein

A_84_P19504 2,22 2,19 AT4G22730 AT4G22730 leucine-rich repeat protein kinase-like protein

A_84_P526357 2,22 2,46 AT4G27435 AT4G27435 hypothetical protein

A_84_P544339 2,21 2,38 XND1 AT5G64530 xylem NAC domain 1

A_84_P201968 2,21 2,23 AT2G18100 AT2G18100 hypothetical protein

A_84_P24121 2,21 2,20 AT3G52900 AT3G52900 hypothetical protein

A_84 P11937 2,21 2,34 sks4 AT4G22010 protein SKU5 similar 4

A_84_P820385 2,20 3,00 AT3G12700 AT3G12700 aspartyl protease family protein

A_84_P11887 2,19 2,22 AT4G02660 AT4G02660 Beige_/BEACH and WD40 domain-containing

A_84 P218178 2,19 4,24 AT5G03795 AT5G03795 SL(:;?;\?e glycosyltransferase

A_84_P768444 2,18 2,64 AT5G36350 AT5G36470 ECA1 gametogenesis related family protein

A_84_P10788 2,18 3,49 HMT-1 AT3G25900 homocysteine S-methyltransferase 1

A_84_P294174 2,18 2,74 WRKY36 AT1G69810 putative WRKY transcription factor 36

A_84_P10263 2,18 2,42 TT10 AT5G48100 laccase-15

A _84_P167173 2,17 2,01 DREB1A AT4G25480 dehydration-responsive element-binding
protein 1A

A_84 P844453 2,17 2,08 MAP65-2 AT4G26760 microtubule-associated protein 65-2

A_84_P163793 2,16 2,01 AT3G15760 AT3G15760 hypothetical protein

A_84_P17974 2,16 2,45 FMO GS-OX4 AT1G62570 flavin-containing monooxygenase FMO GS-

A_84_P291394 2,15 2,26 BOP2 AT2G41370 2rﬁ:;rin repeat and BTB/POZ domain-

containing protein
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A_84_P754304 2,15 2,26 AT1G24733

A_84_P13829 2,14 2,41 AT4G22590 AT4G22590 haloacid dehalogenase-like hydrolase
domain-containing protein

A_84_P20511 2,14 2,20 AGP18 AT4G37450 Lysine-rich arabinogalactan protein 18

A_84_P14194 2,13 2,33 AT1G04040 AT1G04040 HAD superfamily, subfamily I1IB acid
phosphatase

A_84_P17945 2,13 2,11 AT2G04060 AT2G04060 glycosyl hydrolase family 35 protein

A_84_P17026 2,13 2,21 AT1G51300 AT1G51300 acyl-protein thioesterase-related protein

A_84_P561646 2,13 2,06 AT3G28420 AT3G28420 Putative membrane lipoprotein

A_84_P14332 2,13 2,04 AT1G68420 AT1G68420 class Il tRNA amino-acyl synthetase-like
catalytic core domain-containing protein

A_84_P602497 2,12 2,05 COPT4 AT2G37925 copper transporter 4

A_84_P731211 2,12 2,12 AT3G55930 AT3G55930 Pre-mRNA-splicing factor 3

A_84_P15342 2,12 2,08 AT2G41820 AT2G41820 Leucine-rich repeat protein kinase-like protein

A_84_P280020 2,12 2,22 AT4G31640 AT4G31640 B3 domain-containing protein REM5

A_84_P536145 2,12 2,22 AT4G31660 AT4G31660 B3 domain-containing protein REM7

A_84_P10208 2,11 2,09 RD22 AT5G25610 dehydration-responsive protein RD22

A_84_P13620 2,11 2,25 AT3G21600 AT3G21600 Senescence/dehydration-associated protein-
like protein

A_84_P751246 2,11 2,17 AT1G54750

A_84_P597157 2,11 2,02 AT2G38010 AT2G38010 neutral ceramidase

A_84_P765333 2,10 2,17 AT4G24974 AT4G24974 self-incompatibility S1 family protein

A_84_P13326 2,10 2,04 PIN3 AT1G70940 auxin efflux carrier component 3

A_84_P22073 2,10 2,30 HAT9 AT2G22800 homeobox-leucine zipper protein HAT9

A_84_P20610 2,10 2,17 NADP-ME3 AT5G25880 malate dehydrogenase (oxaloacetate-
decarboxylating)(NADP+)

A_84_P10272 2,09 2,03 NF-YC5 AT5G50490 nuclear transcription factor Y subunit C-5

A_84_P521842 2,09 2,14 AT3G58380 AT3G58380 TRAF-like family protein

A_84_P19943 2,08 2,96 AT1G49450 AT1G49450 WD40 domain-containing protein

A_84_P94429 2,08 2,19 RABC2A AT5G03530 RAB GTPase-C2A

A_84_P169053 2,07 2,52 AT3G45730 AT3G45730 hypothetical protein

A_84_P210388 2,07 3,16 AT2G21820 AT2G21820 hypothetical protein

A_84 P821812 2,07 2,28 AT5G24580 AT5G24580 heavy r_netal transporﬁdetoxification domain-
containing protein

A_84_P52990 2,06 2,04 GLN1;4 AT5G16570 glutamine synthetase cytosolic isozyme 1-4

A_84_P21197 2,06 2,28 AT3G25280 AT3G25280 major facilitator protein

A_84_P14907 2,06 2,08 PAO1 AT5G13700 Polyamine oxidase 1

A_84_P787726 2,06 2,04 AT1G77700 AT1G77700 pathogenesis-related thaumatin-like protein

A_84_P504518 2,05 2,30 AT1G13920 AT1G13920 Remorin family protein

A_84_P253335 2,05 2,41 AT2G07000 AT2G07000 hypothetical protein

A_84_P549629 2,04 2,08 PHOT2 AT5G58140 phototropin 2

A_84_P196024 2,04 2,12 SQS2 AT4G34650 squalene synthase 2

A_84_P238533 2,04 2,47 AT5G49320 AT5G49320 hypothetical protein

A_84_P247205 2,03 2,09 AT5G57670 AT5G57670 protein kinase-like protein

A_84_P22798 2,03 2,13 GSTU23 AT1G78320 glutathione S-transferase TAU 23

A_84_P235683 2,03 2,06 AT1G62000 AT1G62000 hypothetical protein

A_84_P23137 2,03 2,12 AT3G43690

A_84_P542495 2,02 2,67 AT5G45320 AT5G45320 hypothetical protein

A_84_P16690 2,02 2,61 CRF4 AT4G27950 ethylene-responsive transcription factor

A_84_P789056 2,02 2,44 FRU AT2G28160 (F:I?I':‘LIKE IRON DEFICIENCY-INDUCED
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transcription factor

A_84_P22556 2,02 2,10 AT5G48060 AT5G48060 C2 calcium/lipid-binding and
phosphoribosyltransferase C-terminal
domain-containing protein

A_84_P536949 2,01 2,13 AT4G06744 ATA4G06744 Leucine-rich repeat-containing protein

A_84_P765062 2,01 2,20 AT4G24415

A 84 P834709 2,01 2,23 GLIP5 AT1G53920 GDSL esterase/lipase 5

A_84_P23037 2,00 2,03 RGL2 AT3G03450 DELLA protein RGL2

A_84_P12420 2,00 2,26 AT1G14730 AT1G14730 Cytochrome b561/ferric reductase
transmembrane-like protein

A_84_P533108 2,00 2,65 AT2G15830 AT2G15830 hypothetical protein

176




DANKSAGUNG

Danksagung

Nach vielen Jahren intensiver Arbeit liegt sie nun vor mir: meine Dissertation. Damit ist es
an der Zeit, mich bei denjenigen zu bedanken, die mich in dieser spannenden Phase

meiner akademischen Laufbahn begleitet haben.

Zu besonderem Dank bin ich meinen Doktorvater Prof. Dr. Uwe Sonnewald verpflichtet,
v.a. fur die Uberlassung des interessanten Themas und die Betreuung. Mit seinem
unerschopflichen Fundus an thematischen und wissenschaftlichen Hinweisen hat er mich

stets in neue Spharen gelenkt.

Ich danke Ruth Stadler fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens, die schone gemeinsame
Zeit auf der Plasmodesmata-Konferenz 2010 und die zahlreichen Tipps und

aufmunternden Gesprache.

Mein herzlicher Dank gilt auch Prof. Dr. Manfred Marschall, der seine Aufgabe als Mentor
stets ernst genommen hat, immer ein offenes Ohr flr mich hatte und mir mit Rat und Tat

zur Seite stand.

Ich danke Prof. Dr. Benedikt Kost und Prof. Dr. Manfred Marschall fiir die Teilnahme am

Prufungskollegium.

Bei allen Mitgliedern des Lehrstuhls fur Biochemie, der fur lange Zeit mein ,zweites
Zuhause® war, mochte ich mich fir die angenehme Arbeitsatmosphare und die
Hilfsbereitschaft bedanken. Ich werde auch an viele schone Momente auf3erhalb des
Laboralltags und die tollen Feiern gerne zuriickdenken.

Herzlicher Dank auch an alle Mitglieder der MPP, die immer sich immer viel Zeit
genommen haben und wertvolle Tipps auf Lager hatten: Coco, Wolfi, Conny, Ruth, Franz,
Chrissi, Sabine, Susi, Nadja, Nina und Petra. Unvergessen bleiben natiirlich auch diverse

Sushi-Runden.

Ich danke allen Mitgliedern des Labors 01.169 fiir die immense Unterstiitzung. Dank euch
und der guten Stimmung bin ich immer gerne ins Labor gegangen. Besonders danken
mochte ich der ,Stammbesetzung®“: Kathrin fir deinen Rickhalt, die wertvollen Ratschlage
aus dem Methodenordner oder aus den Karteikartchen, die leckeren Kuchen, den ein
oder anderen ,Fahrdienst* und die vielen witzigen Abendveranstaltungen mit dir. Meinen
Jungs fur ihre Hilfsbereitschaft und neue Einblicke in alte Dinge ©. Max (aka Kraninger),

dem langersehnten zweiten Mitglied in der PD-Gruppe, fur die vielen tollen Gespréache,

177



DANKSAGUNG

die Zusammenarbeit und deinen Humor. Christian (aka Lammli) fiir deine ruhige
gelassene Art, die mich oftmals wieder runtergebracht hat. Auch nicht zu vergessen Moe
fir seine schlechten Witze und Anzuglichkeiten und die Boxen, die du mir vermacht hast
(die haben mich oft an den Kampf um die Lautstarke erinnert *g*). Ebenso zu erwahnen
sind die Studenten, die einen wesentlichen Teil an meiner Arbeit beigetragen haben: Ina -
die beste Masterstudentin, die man sich vorstellen kann und die mir auch privat sehr ans
Herz gewachsen ist -, meine Bachelorstudenten Mirjam Steingruber und Walter Schréder,

und natirlich Ola und Maria.

Mein herzlicher Dank gilt natirlich auch den Mitgliedern meines ,zweiten® Labors:
Christian, Jessi, Marlene, Kirsten und Haina. Danke, dass ihr mir im Schreibraum Asyl
gegeben habt und mich immer in alles miteinbezogen habt. Ich habe mich bei euch sehr
wohl geflihlt. Im Speziellen danke ich meinen Schreibkumpanen Jessi und Christian fir

die vielen regen Diskussionen, Hilfe beim Mikroarray und fiirs Motivieren.

Susanne Morbach, Andreas Burkovski und Lisa Baumer danke ich fur die super
Organisation und fir die vielen Vorteile als Mitglied in der Graduiertenschule des SFB796.

Danke Lisa, Elena, Julia, Eva, Camilla, Adriana und Vinay fur die vielen lustigen Abende.

Ich danke Dr. J6rg Hofmann fiir seine Lipidomics-Bemuhungen und Dr. Ralf Palmisano fur
die Einfuhrung in die Welt der Mikroskopie. Weiterhin danke ich Prof. Dr. Frederik Bornke,
mit dem ich immer gerne Uber mein Thema diskutiert habe und der durch seine frohliche

Art eine Bereicherung des Arbeitsalltages war.

Danke Stephen fur deine Hilfsbereitschaft, v.a. beim Mikroarray, die gemeinsamen

Kochtage, deine super leckeren Kuchen und die vielen sonstigen Leckereien.

Herzlicher Dank auch an Anja Schillinger, die mich das ganze Studium begleitet hat und

mit der das Lernen auch immer einen gewissen Spalf3faktor hatte.

Meinem Fitnessstudio XXL Erlangen danke ich fur das tolle Kursangebot, ohne das meine

Psyche wahrscheinlich nicht so stabil gewesen wére.

Jessi und Kathrin Auburger danke ich fir die vielen lustigen Momente und die

gemeinsamen Méadelsabende.

For Adriana: Thank you very much for our Happy Potato Tuesdays. You cannot imagine

how much this and your positive energy helped me especially during the writing phase.

178



DANKSAGUNG

Danke Coco fur die schonen Pausen, dafir, dass wir das gemeinsam durchgezogen
haben, auch wenn es einige Tiefpunkte gab und dafir, dass du immer fur mich da warst:

Java Chip Chocolate Cream rules!

Danke Suayib, der den Grof3teil des Weges seit der Kollegstufe gemeinsam mit mir
gegangen ist. Auch wenn es Hohen und Tiefen gab: du wirst immer einen besonderen

Platz in meinem Herzen haben.

Danke Leo furs Zuhoren, deine Ehrlichkeit, das ein oder andere Aufbauen und die vielen
schonen Momente auf3erhalb des Labors. Unvergessen bleiben vor allem unsere Sport-
Sofa-Samstage.

Danke Annabel daflir, dass du immer fir mich da warst/bist. Trotz der 6.081 Kilometer

Entfernung war deine mentale Unterstiitzung tiber Skype und Voice mail unersetzbar.

Ebenso méchte ich mich bei meiner Patin und meinem Paten fir die durchgehende

Unterstitzung bedanken.

Eine herausragende Stellung in jeglicher Hinsicht nehmen meine Familie und mein
Freund ein, ohne die ich nicht so weit gekommen ware.

Ich danke meinen Eltern und meiner Schwester fir die immense Unterstiitzung - mental
und finanziell - und ihre liebevolle Firsorge! Denn auch wenn es mal nicht so gut in der
Arbeit lief, bin ich immer weich gefallen. Meiner Sisti danke ich aufl3erdem firs
Korrekturlesen und fur die lustigen Spieleabende und sonstige kulinarische
Verwohnabende. Danke an dieser Stelle auch an Roli, v.a. fir deine Grillkiinste, die vielen
Fahrten nach Erlangen und die Hilfe bei diversen Umziigen.

Danke Christoph fur deine bedingungslose Liebe, deinen Ruckhalt, deine Selbstlosigkeit
und dafur, dass du mir immer geduldig zuhérst, mich auffangst, mich zum Lachen bringst

und mich nie aufgibst. Du bist das Beste, was mir passieren konnte!

179



LEBENSLAUF

Lebenslauf

Persdnliche Angaben

Name Katrin Link
Geburtsdatum 17.09.1983
Geburtsort Nurnberg

Schulische und akademische Ausbildung

seit 03/2009

10/2003 bis 01/2009

09/1994 bis 06/2003

Weitere Qualifikationen

Sprachen

EDV

Lehrerfahrung

Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nirnberg
Lehrstuhl fir Biochemie, Graduate School SFB 796

Wissenschaftliche Mitarbeiterin (Promotion)
Thema: ,Molekulare Analyse der plasmodesmalen
Assoziation des viralen Movementproteins MP17¢

Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nirnberg
Diplomstudium Biologie, Schwerpunkt Biochemie

Diplomarbeit: ,Funktionelle Charakterisierung von
cytosolischen Hsp70-Isoformen in Arabidopsis thaliana“

Abschlussnote 1,0

Helene-Lange-Gymnasium, Firth
Allgemeine Hochschulreife 1,4
Leistungskurse: Englisch, Biologie

Deutsch (Muttersprache)
Englisch (flieBend in Wort und Schrift)
Franzosisch (Grundkenntnisse)

Geubter Umgang mit den MS-Office Programmen

Mikroskopsoftware Leica Application Suite Advanced
Fluorescence

Betreuung von Abschlussarbeiten (Master, Bachelor)
Betreuung von Facharbeiten

180



PUBLIKATIONSLISTE UND KONFERENZBEITRAGE

Publikationsliste

Jungkunz |, Link K, Vogel F, Voll LM, Sonnewald S, Sonnewald U (2011) AtHsp70-15-
deficient Arabidopsis plants are characterized by reduced growth, a constitutive
cytosolic protein response and enhanced resistance to TuMV. Plant Journal 66:
983-995

Link K, Vogel F, Sonnewald U (2011) PD trafficking of potato leaf roll virus movement
protein in Arabidopsis depends on site-specific protein phosphorylation. Front
Plant Sci 2

Thran M, Link K, Sonnewald U (2012) The Arabidopsis DCP2 gene is required for

proper mRNA turnover and prevents transgene silencing in Arabidopsis. Plant
Journal 72: 368-377

Konferenzbeitrage

Vortrage

Juli 2013 “Molecular Analysis of MP17 and its Putative Interaction Partners”;
Best Talk Award
5th Annual Retreat, Erlangen School of Molecular Communication,
Kloster Banz, Bad Staffelstein, Germany

Juli 2012 “How can a putative choline transporter influence the plasmodesmal
localization of MP177?”
4th Annual Retreat, Erlangen School of Molecular Communication,
Kloster Banz, Bad Staffelstein, Germany

Dezember 2011 »,NGS-Anwendungen bei Arabidopsis*
Einfuhrung in die Next-Generation-Sequencing-Plattform, Nikolaus-
Fiebiger-Zentrum, Erlangen, Deutschland

Juli 2011 “Insights into plasmodesmal transport — the PLRV MP17”
3rd Annual Retreat, Erlangen School of Molecular Communication,

Kloster Banz, Bad Staffelstein, Germany

September 2010 “Insights into plasmodesmal transport — the PLRV MP17”
2nd Annual Retreat, Erlangen School of Molecular Communication,

Kloster Banz, Bad Staffelstein, Germany

Marz 2010 “Insights into plasmodesmal transport — the PLRV MP17”
Plasmodesmata 2010 Conference, Sydney, Australia

September 2009 “‘Analysis of the macromolecule transport in plants and molecular
analysis of a viral movement protein”
First Annual Retreat, Erlangen School of Molecular Communication,
Schloss Atzelsberg, Atzelsberg, Germany

181



PUBLIKATIONSLISTE UND KONFERENZBEITRAGE

Poster

September 2013

Oktober 2011

September 2011

Juli 2011

Februar 2011

Link K., Thran M. und Sonnewald U.
“Molecular Analysis of MP17 and its Putative Interaction Partners”
OICE Er6ffnung, Erlangen, Deutschland

Link K., Thran M., Vogel F., Hofius D., und Sonnewald U.

“Insights into plasmodesmal transport - the PLRV MP17”

First International SFB 796 Conference: Mechanisms of viral host
cell manipulations: from plants to humans, Bamberg, Germany

Link K., Thran M., Vogel F., Hofius D., und Sonnewald U.
Insights into plasmodesmal transport -- the PLRV MP17.
Botanikertagung, Berlin, Germany; 18. — 23. September, 2011.

Link K., Thran M., Vogel F., Hofius D., und Sonnewald U.

“Insights into plasmodesmal transport — the PLRV MP17”

3rd Annual Retreat, Erlangen School of Molecular Communication,
Kloster Banz, Bad Staffelstein, Germany

Link K., Vogel F. und Sonnewald U.

“PD trafficking of the PLRV movement protein in Arabidopsis
depends on site—specific protein phosphorylation”

24, Tagung Molekularbiologie der Pflanzen, Dabringhausen,
Germany; 22. — 25. February 2011.

182



