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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Fettsiure- und Lipidsynthese im Chloroplasten

Pflanzenlipide formen an der Blattoberflache eine lipophile Barriere als Schutz, dienen als
Triacylglycerol (TAG) der Energiespeicherung in Samen von Olpflanzen wie Arabidopsis
thaliana (A. thaliana) und formen als Strukturkomponenten die zelluliren Membranen. Zur
Herstellung von Lipiden sind Fettsduren notwendig, die in Chloroplasten gebildet werden (Li-
Beisson et al., 2013). Im Stroma der Chloroplasten wird Pyruvat iiber den Pyruvat-
Dehydrogenase Komplex (PDHC) zu Acetyl-Coenzym A (CoA) umgebaut, welches als
Starteinheit fiir die Fettsduresynthese verwendet wird (Li-Beisson et al., 2013). Dabei wird eine
irreversible Carboxylierung des Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA iiber die Acetyl-CoA-
Carboxylase (ACCase) durchfiihrt (Li-Beisson et al., 2013). Durch die Ubertragung der
Malonyl-Gruppe vom Malonyl-CoA auf das Acyl Carrier Protein (ACP) werden
Fettsdureketten in mehreren Zyklen sich wiederholender Kondensation, Reduktion,
Dehydrierung und Reduktion durch einen Multienzymkomplex der Fettsduresynthase,
bestehend aus ACP-Synthasen und —Desaturasen, aufgebaut und verldngert. Als Endprodukte
der Fettsduresynthese entstehen C16:0-ACP, C18:0-ACP und C18:1-ACP (Li-Beisson et al.,
2013). In Kulturextrakten und Samen von Brassica napus konnte gezeigt werden, dass durch
die Bindung von C18:1-ACP an die ACCase, diese inhibiert wird, sodass es zu einer negativen
Riickkopplung der Fettsduren Neusynthese kommt (Andre et al, 2012). Nach der
Fettsduresynthese werden in A. thaliana etwa 38% der hergestellten C16- und C18-Fettsduren
iiber den prokaryotischen Weg zu plastidiren Lipiden umgebaut (Li-Beisson et al., 2013). Bei
der prokaryotische Lipidsynthese wird zunichst das C18:1-ACP iiber die Glycerol-3-Phosphat
Acyltransferase (GPAT) auf die sn-/ Position eines reduzieren Glycerol-3-Phosphat (G3P)
iibertragen. Anschlielend wird die sn-2 Position {iber die Lyso Phosphatidsdure Acyltransferase
(LPAAT) mit einer C16:0-ACP acyliert und Phosphatidsidure (PA) generiert (Li-Beisson et al.,
2013). Die Phosphatidsdaure dient als Vorstufe zum Aufbau von Phospholipiden, wie
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylglycerol (PG) und Phosphatidylinositol (PI) sowie fiir
das Diacylgycerol (DAG), welches als Vorstufe zur Synthese von Mono-(MGDG) und Di-
galactosyldiaylglycerol (DGDG) und Sulfoquinovosyl-diacylglycerol (SQDG) dient (siehe
Abb. 1.1). Die iiber den prokaryotischen Weg gebildeten Lipide MGDG, DGDG, SQDG und
PG werden zum Aufbau der Chloroplastenhiill- und Thylakoidmembran verwendet (LaBrant et

al., 2018).
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1.2 Fettsiuren- und Lipidtransport innerhalb der Pflanzenzelle

In Blittern werden bei C16:3-Pflanzen wie A. thaliana mit etwa 62% die Mehrheit der
synthetisierten Fettsduren aus dem Chloroplasten exportiert, um anschliefend im
Endoplasmatischen Reticulum (ER) iiber den eukaryotischen Weg zu Lipiden umgebaut zu
werden (Li-Beisson et al., 2013). Dabei bendtigen sie einen gerichteten, intrazelluldren
Lipidtransfer, um Membranen zu passieren. Dafiir gibt es membran-stindige Proteine, welche
den Fettsdure- und Lipidtransport entweder aktiv durchfiihren oder den intrazelluldren

Austausch erleichtern (Li et al., 2016; Breuers et al., 2011).
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Fettsduren- und Lipidtransports innerhalb einer
mesophyllischen Pflanzenzelle. Nach der Fettsduresynthese im Chloroplasten gelangen die freien
Fettsduren (FFA) Uber FAX1 an der inneren Hullmembran (IE) in den Intermembranraum (IMS) und
werden von LACS9 an der duf3eren Hillmembran (OE) uber die Kopplung an das Coenzym A (CoA) zu
Acyl-CoA aktiviert, welches von Acyl-CoA Bindeproteinen (ACBP) im Cytosol gebunden werden kann
und an der ER Membran Uber ABCAS9 in das ER zur Modifikation von Lipiden importiert wird. In Form
von DAG, PA und PC gelangen die modifizierten Fettsduren wieder zurliick zum Chloroplasten, wo sie
in plastidare Lipide eingebaut werden (Li ef al., 2016). Die schwarzen Pfeilen zeigen die prokaryotische
Lipidsynthese sowie den Transport der freien Fettsduren vom Chloroplasten zum ER, sowie die
nachfolgende Modifizierung im ER; die roten Pfeile markieren den Reimport der im ER modifizierten
Lipide in den Chloroplasten. Abk: ABCA9: ATP-bindende Kassette Untereinheit A, ACBP: Acyl-CoA
Bindeprotein, CoA: Coenzym A, DAG (Anzahl der C-Atome): Diacylgycerol, DGDG:
Digalaktosyldiacylglycerol, ER: endoplasmatisches Reticulum, FAD2: Fettsduren Desaturase 2, FAS:
Fettsduresynthese, FAT: Fettsauren Thioesterase A und B, FAX1: Fatty acid export protein 1, FFA: freie
Fettsduren, G3P: Glycerol-3-phosphat, GPAT: Glycerin-3-phosphat-O-Acyltransferase, IE: innere
Chloroplastenhillmembran, IMS: Intermembranraum; LACS: Long-Chain Acyl-CoA Synthetase, LPA:
Lysophosphatidsdure, LPAAT: LPA Acyltransferase, MGDG: Monogalaktosyldiacylglycerol, OE: aul3ere
Chloroplastenhilimembran, PA: Phosphatidsaure, PAP: Phosphatidsaure Phosphatase, PC:
Phosphatidylcholin, PE: Phosphatidylethanolamin, PG: Phosphatidylglycerol, Pl: Phosphatidylinositol,
TAG: Triacylglycerol, TGD: Trigalactosyldiacylglycerol. (nach Block und Jouhet, 2015; Manan et al.,
2017; Troncoso-Ponce et al., 2016).

Uber die Fettsiuresynthese im Chloroplasten werden im Stroma, an das ACP gebundene,

Fettsdureketten gebildet und iiber die Acyltransferasen GPAT und LPAAT zu PA acyliert,
2
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welches dann zur prokaryotischen Lipidsynthese genutzt werden kann (sieche Kap. 1.1;
Abb. 1.1). Zur eukaryotischen Lipidsynthese im ER erfolgt ein Transport der freien Fettséuren,
welche erst unmittelbar vor dem Export von der FATA oder FATB Thioesterase hydrolysiert
werden (Salas und Ohlrogge, 2002; Li-Beisson et al., 2013). Die freien Fettsduren diffundieren
durch die plastidiren Membranen, wobei das Fettsduren-Transportprotein FAX1 in der inneren
Hiillmembran der Chloroplasten (IE) den Transfer der freien Fettsduren durch die Membran
erleichtert (Li ef al., 2015 und 2016). An der dulleren Hiillmembran (OE) werden die freien
Fettsduren durch eine ATP-abhingige Kopplung an CoA iiber die Long-Chain Acyl-CoA
Synthetase LACS9 zu Acyl-CoA aktiviert (Schnurr et al., 2002; Koo et al., 2004). Im Cytosol
kann darauthin das Acyl-CoA von Acyl-CoA Bindeproteinen (ACBP) gebunden und
subzelluldr verbreitet werden (Du et al., 2016). An der ER Membran wird das Acyl-CoA von
dem ABCA9 importiert, welches wihrend der Akkumulierung von Speicherlipiden in Samen
nachgewiesen wurde (Kim et al., 2013). Im ER wird das Acyl-CoA zur eukaryotischen
Lipidsynthese genutzt (siche Abb. 1.1). Bei der Acylierung werden die Fettsduren vom Acyl-
CoA auf das Lyso-Phosphatidylcholin iibertragen und daraus Phosphatidylcholin (PC)
generiert, welches zum Aufbau von weiteren Lipiden dient (Li-Beisson et al., 2013). Uber den
Kennedy Weg werden die Fettsduren vom Acyl-CoA iiber die Acyltransferase GPAT zunéchst
auf die sn-1 Position des G3P iibertragen und Lysophosphatidsédure (LPA) generiert (Bates et
al., 2013). Danach wird die LPA an der sn-2 Position iiber die Acyltransferase LPAAT mit
einer weiteren Acyl-CoA Fettsdure acyliert und Phosphatidsdure (PA) hergestellt (sieche
Abb. 1.1). AnschlieBend wird das PA zur Synthese von DAG durch die Phosphatidsdure
Phosphatase (PAP) dephosphoryliert. Dabei besitzen die im eukaryotischen Weg
synthetisierten DAG eine C18:0 Fettsdurenkette an der sn-2 Position des Glycerols, im
Gegensatz zu den im Chloroplasten iiber den prokaryotischen Weg synthetisierten DAG mit
hauptséchlich einer C16:0 Fettsdurenkette an der sn-2 Position des Glycerols (Li-Beisson et al.,
2013). Im ER erfolgt die Modifizierung des DAG in Phospholipide wie PC, PE und PI und zur
Synthese des Speicherlipids TAG (Li-Beisson et al., 2013). Das iiber den eukaryotischen Weg
gebildete DAGqc36) kann im Chloroplasten auch ergidnzend zur prokaryotischen Lipidsynthese
von Galaktolipiden, wie MGDG und DGDG, einflieBen (Chris und John, 1991; Li-Beisson et
al., 2013). Das im ER synthetisierte PC wird iiber die an der ER Membran stindige ATP-
getriebene Phospholipid Flippase ALA 10 mithilfe der Fettsduren Desaturase FAD2 transferiert
(Botella et al., 2016). Durch eine Interaktion mit ALISS kann ALA10 ndher an die
Plastidmembran gefiihrt werden, wodurch das PC wahrscheinlich direkt tiber ALA10 in die OE
Membran eingebaut wird (Botella et al., 2017). Neben dem Phospholipid PC, wird auch das

3
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eukaryotisch gebildete PA in den Chloroplasten zur Synthese von PC, PG und DAG in den
Chloroplasten importiert (siche Abb. 1.1). Uber den an der OE lokalisierten Transferkanal
TGD4, ein B-barrel Lipid A Transfer Protein, gelangt das PA in den Intermembranraum IMS
(Xu et al., 2008; Wang et al., 2013) und wird iiber den ABC-Transporterkomplex (TGD1, 2, 3)
weiter ins Stroma importiert (Wang und Benning, 2012). TGDS5 bildet dabei moglicherweise
eine Briicke fiir einen gerichteten Lipidtransport durch die IMS (Fan et al., 2015). Das in der
IE verankerte TGD2 formt durch den C-Terminus eine Verbindung zum OE, welche den Lipid
Transport zu der IE erleichtert (Roston et al., 2011) und besitzt dabei eine hohe Substrataffinitit
zu PA (Lu und Benning, 2009). Das in der IE lokalisierte TGD1 enthilt eine membranstindige
Permeasedoméne und transportiert PA durch die Membran ins Stroma, wihrend TGD3 mit
einer ATPase Domine des ABC Transporters mithilfe einer ATP Hydrolyse die Energie fiir
den Prozess liefert (Lu et al., 2007). Im chloroplastiddren Stroma kann sowohl das importierte
PA(c36) als auch das iiber den prokaryotischen Weg synthetisierte PA(c34) zu PC und PG
umgewandelt oder zu DAG dephosphoryliert werden, welches dann in die Synthese von

MGDG, DGDG und SQDG einflieB3t (siche Abb. 1.1).

1.3 Der potentielle Fettsduren Transporter FAX1 in A. thaliana

In A. thaliana wurde ein Fettsduren Transport Protein FAX1 (At3g57280) charakterisiert,
welches zur Familie der Transmembranproteine TMEM14 gehort und vermutlich mit vier
a-helikalen Transmembrandoménen (Tmemb) in die innere Hiilllmembran der Chloroplasten
inseriert (Li et al., 2015, Konnel et al., 2019). Funktionelle Untersuchungen in Hefe haben
gezeigt, dass es FAX1 moglich ist, den hefeeigenen Fettsduretransporter fatlp zu ersetzen und
Fettsduren, wie die mehrfach ungesittigte a-Linolensdure (C18:3) zu transportieren (Li ef al.,
2015). In Hefe wird der unidirektionale Import von langkettigen Fettsduren, mithilfe eines
Proteinkomplexes, bestehend aus fatlp, einem membran-stindigen Transportprotein, sowie
faalp und faadp, intrazelluldren Acyl-CoA Synthetasen zur Aktivierung der freien Fettséuren,
durchgefiihrt (Zou et al., 2002; DiRusso et al., 2003 und 2008). Durch die Aktivitit der Acyl-
CoA Synthetasen, wird ein starker Gradient zugunsten des synthetisierten Acyl-CoA erzeugt
und die Fettsduren durch die Membran transferiert (Black und DiRusso, 2003). In Hefe war es
FAX1 moglich den hefeeigenen Fettsduretransporter fatlp zu ersetzen und Fettsduren zu
transportieren, jedoch ersetzte FAX1 nicht die Acyl-CoA Synthetasen faalp/faadp zur
Aktivierung der Fettsduren. Denn nur bei einem erfolgreichen Transport und einer Aktivierung
der C18:3 Fettsduren entstehen giftige Komponenten, die zum Sterben der Hefezellen fiihren

(Von Berlepsch er al., 2012), was bei einer Komplementation von fatlp mit FAXI1



Einleitung

nachgewiesen wurde, jedoch bei einer Komplementation von faalp/faadp nicht beobachtet
wurde (Li et al., 2015). In Pflanzen konnte das membran-stindige FAX1 am Transport der
Fettsduren aus dem Chloroplasten beteilt sein, indem es durch das Inserieren seiner amphiphilen
dritten Helix der Tmemb-Domine die IE beugt, um so einen engeren Membrankontakt
zwischen IE und OE zur erleichterten Diffusion von Fettsduren herzustellen (Konnel et al.,
2019). Es wurde gezeigt, dass ein Verlust von FAX/ in A. thaliana zu einem deutlichen Anstieg
der iiber den prokaryotischen Weg gebildeten Lipide, wie PG, und zu einer Abnahme der im
ER iiber den eukaryotischen Weg gebildeten Lipiden, wie PA, PC und TAG fiihrt (Li et al.,
2015). Im Vergleich zum Wildtyp sind A. thaliana Pflanzen mit einer FAXI Uberexpression
groBer und besitzen dickere Infloreszenzstengel (Li et al., 2015). Durch eine T-DNA Insertion
hergestellte faxI-1 und faxI-2 knockout Mutanten in A. thaliana zeigten im Vergleich zum
Wildtyp Columbia-0 ein verlangsamtes Pflanzenwachstum, weniger C29 Ketonwachs auf der
Cuticula von Stengelzellen und einen Defekt bei der Pollenentwicklung, der zur Sterilitdt der
homozygoten faxI-1 und faxI-2 Pflanzen fiihrt. Expressionsprofile von FAX/ zeigen, dass
FAXI ubiquitdr in allen Pflanzengeweben und Entwicklungsstadien exprimiert wird und in
spezifischen Geweben, wie im Hypocotyl, in den Kotyledonen und den Rosettenbléttern, sowie
wihrend der Pollenentwicklung, eine starke Expression aufweist (Supplement Li et al., 2015).
Es wurde ein Defekt bei der Entwicklung der Pollenzellwand in homozygoten fax/-2 Mutanten
nachgewiesen. Der Innenraum der Pollensidcke in den Antheren der fax/-2 knockout Mutanten
war mit einem klebrigen Material angefiillt, was zu einer Beeintrichtigung beim Ldsen der
Pollenkorner aus den Antheren fiihrte (Li ef al., 2015). Wahrend der Pollenentwicklung werden
bis zum trizelluldren Pollenstadium im Tapetumgewebe der Antheren Vorstufen von
Sporopollenin gebildet (Shi et al., 2015), einem lipidhaltigen Biopolymer aus Phenolen und
Carotinoiden, die nach der Sekretion fiir den Aufbau der Exinschicht der Pollenzellwand
verwendet werden (Ariizumi und Toriyama, 2011; Quilichini et al., 2014). In den Antheren
werden nach einem programmierten Zelltod der Tapetumzellen Lipide und Proteine aus den
Elaioplasten in den Innenraum der Pollensicke entlassen und iiberlagern dann die
Sporopolleninschicht des Pollens, um eine Tryphinschicht als Pollenhiille auszubilden
(Quilichini et al., 2015; Ischebeck, 2016). Bei den homozygoten fax! knockout Mutanten
kommt es aufgrund von einem atypischen programmierten Zelltod der Tapetumzellen zu einer
Storung der Homdostase von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und einer beeintrachtigten
Entwicklung der Pollenzellwand verursacht durch eine  Unterdriickung der
Transkriptionsaktivitit wichtiger Gene, wie DYTI, TDFI, AMS und MSI88, welche die

Tapetumentwicklung in friihen Antherenstadien regulieren (Zhu et al., 2020). Somit wird auf
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den Pollenkdrnern der faxl knockout Mutanten keine Sporopolleninschicht, bestehend aus
Tectum- und Baculum-Strukturen aufgebaut, sodass die freiwerdenden Komponenten aus den
Tapetosomen nicht aufgelagert werden kdnnen, um eine intakte Exinschicht auszubilden und
die Pollenkorner miteinander verkleben (Li et al., 2015; Zhu et al., 2020). In den homozygoten
faxl knockout Pflanze kommt es zur ménnlichen Sterilitdt, sodass sich keine Pollen aus den
Antheren 16sen, die Narbe unbestidubt aus der Bliite herauswéchst und keine Samen produziert
werden. In den heterozygoten fax/-1 und faxI-2 Pflanzen werden die Vorstufen fiir
Sporopollenin in einem fiir FAX/ heterozygoten Tapetumgewebe hergestellt, sodass vermutlich
eine intakte Exinschicht aufgebaut wird. Jedoch entstehen nachweislich weniger homozygote
Nachkommen mit einer nicht mendelschen Segregation von 7% homozygoten Nachkommen
bei der Linie fax/-1 und 4% bei der Linie faxI/-2 (Li et al., 2015). Der Defekt liegt dabei

vermutlich in den vegetativen, haploiden Pollenkdrnern ohne ein funktionsfahiges FAXI.
1.4 Lipidumwandlung unter abiotischen Stressbedingungen

1.4.1 Phosphatmangel

Bei einem Mangel an Néhrstoffen wie Phosphatmangel (Pi-) verdndert sich zur
Energiegewinnung die Zusammensetzung der Lipidmembranen (Moellering und Benning,
2011; Nakamura, 2013). Zur Gewinnung von ATP wird das Phosphat aus den Phospholipiden
der mitochondriellen Membran (Jouhet et al., 2004) und des Tonoplasten (Andersson et al.,
2005) genutzt und die degradierten, strukturgebenden Phospholipide PE und PC durch
Galaktolipide wie DGDG aus den chloroplastiddren Membranen ersetzt (Li-Beisson et al.,
2017; Nakamura, 2017). Dazu kann das in der OE hergestellte DGDG auf einem direkten Weg
zu der mitochondriellen Membran befordert werden, wobei Kontaktstellen zwischen der
chloroplastiddren und mitochondriellen Membranen den Transport erleichtern (Jouhet et al.,
2004; Michaud et al., 2016). Uber TEM-Aufnahmen in Mesophyllzellen von Pi- gestressten
Pflanzen konnte ein enger Kontakt zwischen Chloroplasten und Mitochondrien nachgewiesen
werden (Jouhet et al, 2004), moglicherweise um die Anzahl der Kontaktstellen fiir den
Lipidtransport zu erhéhen (Michaud et al., 2017). In A. thaliana wurde in den mitochondriellen
Membranen ein Lipoprotein Komplex (MTL-Komplex) identifiziert, der wahrend einem
Phosphatmangel mit viel DGDG angereichert war und am Lipidaustausch von PE aus den
Mitochondrien und DGDG aus den Chloroplasten beteiligt ist (Michaud et al., 2016). Im MLT-
Komplex finden sich Vertreter aus dem TOM-Komplex, wie das Tom40, einem Importkanal
fiir den Proteinimport in Mitochondrien, genauso wie Komponenten aus dem MICOS-
(mitochondria contact site cristae organizing system) Komplex wie das Mic60 (Pfanner et al.,

6
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2014; van der Laan et al., 2016). In Hefe iibernimmt der MICOS Komplex durch die
Ausbildung von Cristae-Strukturen (tubuldre oder lamellare Membraneinstiilpungen) eine
Funktion bei der morphologischen Ausprigung der Mitochondrien und formt Kontaktstellen
zwischen der inneren und dufBeren mitochondriellen Membran (Zerbes et al., 2012). Dabei
interagiert das in der inneren mitochondriellen Membran lokalisierte Mic60, mit der an der
duBeren mitochondriellen Membran stindigen Translokase Tom40 (Pfanner et al., 2014). Das
pflanzliche Homolog AtMic60 ist im MTL-Komplex assoziiert und zeigt iiber eine Co-
Immunoprézipitation eine Interaktion zu Tom40 in der duBeren mitochondriellen Membran
(Michaud et al., 2016). Durch eine Bindung zu Cardiolipin kann AtMic60 die Membran
destabilisieren und ist an der Ausbildung von crista junctions beteiligt (Hessenberger et al.,
2017). Um weitere, mdgliche Proteine im MTL-Komplex oder andere Komplexe mit einer
DGDG- Anreicherung zu identifizieren, wurden Mitochondrien von A. thaliana aus
Kalluskulturen nach einer viertdgigen Anzucht mit und ohne Phosphat im Medium isoliert
(Michaud et al., 2016). Uber Proteomanalysen wurden dabei mehr als 200 mitochondrielle
Proteine als mogliche Komplexpartner identifiziert und sieben chloroplastiddre Proteine,
darunter das Fettsduretransport-Protein FAX2 (At2g38550, NP _565892). FAX2 konnte als
moglicher Interaktionsparter des MTL-Komplexes am Lipidtransfer zwischen Mitochondrien
und Chloroplasten beteiligt sein, bei welchem eine Umlagerung von Galaktolipiden (DGDG)

von der OE der Chloroplasten in die mitochondrielle Membran erfolgt.

1.4.2 Kilteakklimatisierung

Durch die Eisbildung bei Frosttemperaturen (unter 0°C) kommt es zur Dehydrierung der
Pflanzenzelle und zu einer erhohten Durchldssigkeit der Lipidmembranen. Um die
morphologischen Strukturen der Pflanzenzelle zu schiitzen, findet in Pflanzen bereits wahrend
kalten Temperaturen eine Anpassung an Frost, die sogenannte Kilteakklimatisierung, statt
(Dérmann und Benning, 2002). Dazu werden in die Zellmembranen mehr Galaktolipide, wie
MGDG und DGDG, als kryoprotektive Metabolite eingebaut (Benning, 2009; Kobayashi,
2016). Im Chloroplasten machen Galaktolipide, wie MGDG und DGDG, mit iiber 75% den
grofiten Anteil an der IE und der Thylakoidmembran aus (LaBrant et al., 2018). Zur Synthese
der chloroplastididren Galaktolipide kann als Vorstufe sowohl das iiber den prokaryotischen
Weg, als auch das iiber den eukaryotischen Weg gebildete DAG, verwendet werden (Benning,
2008; Wang und Benning, 2012; Li-Beisson et al., 2013).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Lipidumwandlung wéahrend der Kalteakklimatisierung in
A. thaliana zum Kalte- und Frostschutz. Dargestellt ist die Synthese der plastidaren Galaktolipide in
der inneren (IE) und auferen (OE) Membran der Chloroplasten (A) unter Normalbedingungen und
(B) wahrend der Kalteakklimatisierung. Das plastidar hergestellte DAG kann Uber membran-lokalisierte
Enzyme weiter zu MGDG und DGDG umgewandelt werden, welche als Strukturkomponenten zu
unterschiedlichen zellularen Membranen transportiert werden (Wang und Benning, 2012). Wahrend der
Anpassung an Kalte verandert sich die Lipidzusammensetzung der Membran, indem mehr Galaktolipide
wie DGDG, TGDG und TeGDG in die OE eingebaut werden und das Speicherlipid TAG vermehrt
akkumiliert wird (Moellering et al., 2010). Die schwarzen Pfeilen zeigen die Umwandlung der Lipide in
beiden chloroplastidaren Membran bei Normalbedingungen, die blauen Pfeile zeigen die
akklimatisierungs-bedingte Umwandlung zu TAG und Galaktolipiden. Substrate sind mit einer
schwarzen Schrift, Enzyme mit einer weillen Schrift gekennzeichnet. Abk: DAG (Anzahl der C-Atome):
Diacylgycerol, DGD1: DGDG Synthetase 1, DGDG: Digalaktosyldiacylglycerol, ER: endoplasmatisches
Reticulum, GGGT: Galaktolipid:Galaktolipid Galaktosyltransferase, IE: innere Chloroplastenmembran,
MGD1: MGDG Synthetase 1, MGDG: Monogalaktosyldiacylglycerol, OE: &auflere Chloroplasten-
membran, TAG: Triacylglycerol, TeGDG: Tetragalactosyldiacylglycerol, TGDG:
Trigalaktosyldiacylglycerol, THK: Thylakoid, UDP-Gal: UDP-Galaktose. (nach Moellering et al., 2010;
LaBrant et al., 2018; Lavell und Benning, 2019).

1GDG
TEGDG

An der inneren Membran der Chloroplasten wird das plastidér hergestellte DAG zusammen mit
einer aktivierten Galaktose in Form von UDP-Gal iiber die MGDG Synthetase 1 (MGD1) zu
MGDG umgebaut (Klaus et al., 2002; Rocha et al., 2016). Das MGDG kann daraufhin in
plastiddre Membranen, wie IE und Thylakoidmembran, eingebaut werden oder an der OE mit
UDP-Gal iiber die DGDG Synthetase 1 (DGD1) zu DGDG synthetisiert werden (Kelly und
Dormann, 2002; Lavell und Benning, 2019). Das gebildete DGDG dient ebenfalls zum Aufbau
von plastiddren Membranen, wird aber auch in andere subzelluldre Kompartimente transportiert
(siche Abb. 1.2). Bei der Kilteakklimatisierung wird das plastiddr gebildete DAG zur
Herstellung des Speicherlipids TAG verwendet, welches bei Kélte stark akkumuliert wird
(Degenkolbe et al., 2012). In der OE der Chloroplasten werden die Zuckerreste des MGDG
tiber die Galaktosyltransferase GGGT zur Synthese von Oligogalaktolipiden wie DGDG,
Trigalaktosyldiacylglycerol (TGDG), und Tetragalactosyldiacylglycerol (TeGDG) genutzt (Xu

et al.,2005) und das von der GGGT aus MGDG wiedergewonnene DAG hauptsichlich zu TAG
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metabolisiert (Moellering und Benning, 2011). Das kélteaktive Enzym GGGT wurde als das zu
der Glycosyl Hydrolase Familie 1 (GH-1) zugehdrige und in der OE lokalisierte SENSITIVE
TO FREEZING 2 (SFR2) beschrieben. Die sfr2 Mutanten zeigten eine beeintrachtigte GGGT
Aktivierung und damit verbunden, eine reduzierte TAG Akkumulierung um 50%, sowie eine
Abnahme der C16:3-Fettsduren (Moellering et al., 2010; Roston et al., 2014). Auch wurden in
den sfr2 Mutanten Schadigungen an der Chloroplasten- und der Tonoplastenmembran
nachgewiesen, welche vermutlich durch eine Fusion aufgrund von destabilisierten Membranen
verursacht wurden (Fourrier et al., 2008). Wihrend einer Kélteakklimatisierung, werden zum
Schutz Kkélteregulierende (cold-regulated COR) Proteine, CORISA und CORI15B, im
Chloroplasten angereichert (Nakayama et al., 2007; Thalhammer und Hincha, 2014), welche
eine Funktion bei der Stabilisierung der Membranen iibernehmen, wie {iber eine Messung der
elektrischen Konduktivitit nachgewiesen werden konnte (Thalhammer et al., 2014). Um eine
Dehydrierung der Pflanzenzelle zu simulieren, wurden isolierte COR15A Proteine in einer
hohen Konzentration an Glycerol untersucht und dabei eine Faltung in a-helikale, hexagonale I1
(Hm)-Strukturen nachgewiesen und faltungsbedingt eine periphere Einlagerung der a-helikalen
Doménen in die Membran (Bremer et al., 2017). Dabei sind fiir eine Verdnderung der
intrinsischen Beugungsstruktur der Lipidmembran nicht nur COR15A Proteine notwenig,
sondern auch ungesittigte Galaktolipide in der Lipidmembran, die mit ihren polaren und
geladenen Kopfgruppen die Proteine zur Membranfaltung stabilisieren (Navarro-Retamal et al.,
2018). Um Verdnderungen an der chloroplastiddren Proteinzusammensetzung wéhrend der
Kalte zu untersuchen, wurden aus dem Blattextrakt von kéltegestressten A. thaliana Pflanzen
massenspektrometische Proteomanalysen durchgefiihrt (Trentmann ez al., 2020). Dabei zeigten
38 Hiillproteine eine kiltebedingte Regulation, darunter einige Transporter wie der ATP/ADP
Antiport Nukleotid Transporter 2 (NTT2) mit einer dreifachen Erhéhung der Expression und
dem Maltose Exporter (MEX1) mit einer Erniedrigung der Expression. Davon waren
mindestens vier Proteine im Lipidmetabolismus involviert, darunter die beiden Untereinheiten
TGD2 und TGD3 des PA Transfer Komplexes TGD und der Fettsduretransporter FAX1 mit
einer dreifachen Verringrung der Proteinmenge (Trentmann et al., 2020). In Vorversuchen
wurde bereits gezeigt, dass das Pflanzenwachstum der fax/-I and fax/-2 T-DNA
Insertionsmutanten bei Kéltebedingungen (konstant 10°C) deutlich verlangsamt war, sodass
FAX1 eine mogliche Funktion bei der Kélteakklimatisierung iibernehmen kénnte, genauso wie

die putativen, chloroplastiddren Fettsduretransporter FAX2 und FAX3.
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2 Zielsetzung

Obwohl FAX1 nachweislich an der Fettsdaure- und Lipidhomdoostase in Pflanzenzellen beteiligt

ist (Li et al., 2015; Roberts, 2015; Xiao et al., 2019), scheint es, dass in beiden fax/-1 und

faxl-2 knockout Mutanten nicht der komplette Fettsdurenexport aus dem Chloroplasten

beeintrichtigt ist. Andere FAX Proteine konnten am Fettsduremetabolismus und -transport

beteiligt sein und das Fehlen von FAXT1 ersetzen.

Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Themen bearbeitet:

ii.

iil.

1v.

Definition der pflanzlichen FAX Proteinfamilie

Subzelluldre Lokalisation der potentiell plastiddren FAX2 und FAX3 Proteine
Charakterisierung der homozygoten fax2-I und fax3-1 Einzel- und fax2/3
Doppelmutanten unter Normal- und Kéltebedingungen

Untersuchung der Expression der FAX Gene in der homozygoten fax/-2 Mutante
Charakterisierung von homozygoten fax1/3 Doppelmutanten auf Agarmedium und Erde
sowie Untersuchung der Segregation der fax/-2 Mutation in einem homozygoten fax3

knockout Hintergrund
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3 Material

3.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von folgenden Herstellern bezogen: Applichem (Darmstadt), BioCat
GmbH (Heidelberg), Bioline GmbH (Luckenwalde), Biomol GmbH (Hamburg), Carl Roth
GmbH (Karlsruhe), Difco (Detroit, USA), Duchefa Biochemie B.V (Haarlem, Niederlande),
Merck KGaA (Darmstadt), Roche Diagnostics GmbH (Penzberg), Serva Electrophoresis
GmbH (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) und Thermo Fisher Scientific
Corporation (Waltham, USA).

3.2 Enzyme

Die Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs GmbH (Ipswich, USA) und die
Blunting Enzyme von Thermo Fisher Scientific Corporation (Waltham, USA) bezogen. Die T4
DNA Ligase, sowie die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase stammten von New England
Biolabs GmbH (Ipswich, USA). Die Tag-Polymerase wurde von der AG Biochemie der
Universitit des Saarlandes zur Verfiigung gestellt. Die M-MLV Reverse Transkriptase stammte
von Promega GmbH (Mannheim), die RNase von AppliChem GmbH (Darmstadt), Cellulase
»Onozuka« R10 von Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg) und Macerozym R10 von
Yakult Honsha Co. LTD (Tokio, Japan).

3.3 Kits

Die Aufreinigung und Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem
Kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, die Isolierung von Plasmid DNA aus Escherichia
coli (E.coli) mit dem Kit NucleoBond x-tra Midi Plasmid Prep und die RNA Isolierung aus
Arabidopsis thaliana (A.thaliana) Pflanzen erfolgte mit dem NucleoSpin® RNA Plant and
Fungi Kit. Alle aufgezéhlten Kits stammten von Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Diiren).
Die Klonierung der RNAi Konstrukte erfolgte mithilfe der Gateway Klonierung mit dem
pENTR™/D-TOPO™ Cloning Kit von Thermo Fisher Scientific Corporation (Waltham,
USA).

3.4 Oligonukleotide
In dieser Arbeit wurden von Metabion international AG (Planegg) synthetisiert Oligonukleotide
verwendetet (siehe Tab. 3.1). Diese wurden zur Klonierung, Genoypisierung und Uberpriifung

der Mutantenlinien sowie fiir die quantitative Echtzeit RT-PCR herangezogen.
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Tab. 3.1: In dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Material

Oligoname Sequenz (5'-3') Anwendung
fax1_LP TTTCTTCGCAACATTTTGACC
fax1_RP AGTGGAGACACTATCAATCCC
LB1 SAIL GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
GABI-LBseq ATATTGACCATCATACTCATTGC Genotypisierung

At-FAX2 LC-NTrev
At-FAX3 LC-NTrev
pJet1.2 fw

pJet 1.2 rev

M13 fw (-20)

M13 rev

GW RNAI-INT fw
GW RNAI-INT rev

A-FAX2 LC-NTfw | AAACCCTAATTCCACCTTG der T-DNA
At-FAX2 LC-NTrev GTATGCCTCCGATGACA Insertionslinien
Tag5 IJPB CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC

fax3_LPnew CAATTCAGAACACTTCCGAACC

fax3_RP GGAACTCAAAATCAAATCCGC

T-DNA fw ATCAGATCTCGGTGACGGGC T-DNA
T-DNA rev AGGAACCGCAGGAGTGGACG Hintergrundinsertion
Ps-FAX2 fw0 ATTCACATTACTTCATTTCATAAACCCTTC ,
Ps-FAX2-rev GGTTCAAACTTGGAAGGTGAAGCAGGA Alopien g
Ps-FAX3 fw ATGGCGGTTTTAGGCCTTTCG und PoEAX3
Ps-FAX3 rev CGGAATTATGCGTAGTAGTTCGCACTAG

FAX1-RNAI fw (+cacc) | CACCTAAGTACTGGTGTCCTCTATGGTGG

FAX1-RNAI rev TTCTTTGGAGGTGGGTTTCC

FAX2-RNAI fw (+cacc) | CACCTTATGGTCTACTCTTGCTTGTG _
FAX2-RNAI rev TTTCTCTCTTGACCACCATCTTGTAC g'é’q”:;“;grﬂgg
FAX3-RNAI fw (+cacc) | CACCTCTGTCTATGTCGCAGAAGTTGAC i aghiic
FAX3-RNAI rev AGACATGATCGACACAACTCCAG

FAX4-RNAI fw (+cacc) | CACCGCTACTTATGGTGTACTTCTTCTAG

FAX4-RNAi rev ATATACGCCATGACAAAGAAGGAC

35S fw GATGTGATATCTCCACTGACGTAAGG

GTATGCCTCCGATGACA
AATTTATCACCTCCAATTC
GCCTGAACACCATATCCATCC
GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATC
GTAAAACGACGGCCAG
CTGGCCGTCGTTTTAC
TTTGCAGGTCAGCTTGACACTG
CCCACTAAGCGTGACCAGATAAAC

Sequenzierung

attB1 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

attB2 ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

AtAct2/8_fw GGTGATGGTGTGTCT

AtAct2/8_rev ACTGAGCACAATGTTAC

FAX1 LCfw CCTATGATTCGTCCCCAG

FAX1 LCrev CACTCACAACGAGACCA

FAX2 LC E2 fw AAGCGAAAGTGGTTAGTGA

FAX2 LC E5 rev AGGAACGTCGATTTCTG

FAX3 LC-CT fw TTCTCGTCGGAGTTGG

FAX3 LC-CT rev GAGTGTTTGCTACTGCTT Quantitative RT-
FAX4 LC-CT fw TAGGAGGCGGTCTCTT PCR
FAX4 LC-CT rev CAACCTCATGCTCTCATC

FAXSLCfw GGAAGTATTGCATCTCTCG

FAXS5LCrev ATCCATATACCTTATTTCAACAGT

FAX6LCfw GGGATGCTTCTCATCGG

FAX6LCrev CCACCAGTAGCGATCT

FAX7LCfw TCATCTTTGTCGCAGAGGT

FAX7LCrev CTTGAGCGAATGAGGC

FAX1 LC new fw CTTCTTGGTTTTGCGTTTTCAC gRT-PCR auf
FAX1 LC new rev AGTATGAAGGACTAGTCGCAGATGG FAX1 RNAI
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3.5 Vektoren und Konstrukte
Fiir die Klonierung der jeweiligen Konstrukte wurden in dieser Arbeit folgende Plasmid-

Vektoren verwendet (siche Tab. 3.2).

Tab. 3.2: In dieser Arbeit verwendeten Plasmid Vektoren.

Plasmid-Vektor Verwendung Hersteller
pB7GWIWG2 (1) RNAI, konstitutiv Plant Systems Biology
pH7GWIWG2 (1) Gateway Klonierung (University of Gent, Belgien)

pJET1.2 Klonierung zur Sequenzierung

pCR-Blunt Ps-FAX2 Klonierung Thermo Fisher Scientific Corporation
Entry-Vektor far GATEWAY- (Waltham, USA)
pENTR .
Klonierung

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit hergestellten Plasmid-Konstrukte aufgefiihrt (siche

Tab. 3.3).

Tab. 3.3: In dieser Arbeit hergestellten Plasmid-Konstrukte.

Insert Plasmid-Vektor Verwendung
Ps-FAX2 (mit fw0) pCR-Blunt Klonierung fir Ps-FAX2 Sequenzierung
FAX2-1 pJet1.2 Sequenzierung der fax2-1 T-DNA Insertionslinie
FAX1-RNAi pH7GWIWG2(I)
FAX2-RNAI pH7GWIWG2(I)
FAX3-RNAI pH7GWIWG2(1) Klonierung der RNAi-Linien
FAX4-RNAi pH7GWIWG2(1) mithilfe der GATEWAY-Rekombination
FAX2-RNAI pB7GWIWG2(I)
FAX3-RNAI pB7GWIWG2(I)

3.6 Molekulargewicht- und Griofienstandards

Fiir die Agarose-Gelelektrophorese wurde als Grofenstandard der EasyLadder I von BioCat
GmbH (Heidelberg) verwendet. Fiir die SDS-PAGE diente der Roti®-Mark TRICOLOR von
Carl Roth GmbH (Karlsruhe) als Molekulargewichtsstandard.

3.7 Antikorper
In dieser Arbeit wurden gegen Arabidopsis thaliana (At) und Pisum sativum (Ps) Proteine
gerichteten Antikorper verwendet (siehe Tab. 3.4). Diese stammen aus Kaninchen und wurden

von der Firma Pineda Antikorper-Service (Berlin) bezogen.
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Tab. 3.4: In dieser Arbeit verwendeten Antikorper.

Antikorper Name Hersteller
primar At-FAX1 NT
Ps-FAX1 NT
Ps-FAX1 CT Pineda Antikorper-Service (Berlin)
Ps-FAX2
Ps-FAX3
Ps-OEP16 AG Prof. Soll, Department Biologie |,
LHCP Biochemie und Physiologie der Pflanzen,
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
FBPase
5 a-Kaninchen-IgG
sekundar g Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
alkal. Phosphatase

3.8 Bakterienstimme

Fiir die Klonierung in Escherichia coli (E.coli) wurden die Stimme TOP10 und Machl von
Thermo Fischer Scientific Corporation (Waltham, USA) verwendet. Fiir die stabile
Transformation von Arabidopsis thaliana (A. thaliana) mittels dem Agrobacterium tumefaciens

(A. tumefaciens) wurde der Stamm GV3101::pMP90RK (Koncz und Schell, 1986) hergezogen.

3.9 Pflanzenmaterial

Bei den Experimenten mit A. thaliana wurde der Okotyp Col-0 (Columbia 0, NASC Nr. N1093)
von Lehle (Round Rock, USA) und Ws-4 (Wassilewskija, NASC Nr. N5390) von NASC
(Nottingham Arabidopsis Stock Center in Nottingham, United Kingdom) als Wildtyp zur
Kontrolle verwendet. Die T-DNA Insertionslinien GABI 599E01 (faxi-2), sowie die Linien
FLAG 426D07 (fax2-1) und FLAG 454B11 (fax3-1) mit einer pGKBS T-DNA Insertion
(Bouchez et al., 1993), wurden ebenfalls von NASC bezogen. Die fax2/3 Doppelmutante wurde
in dieser Arbeit iiber eine Kreuzung homozygoter fax2-1 Pflanzen (Linie #18 und #21) mit
homozygoten fax3-1 (Linie #4) erzeugt. Die fax1/3 Doppelmutante wurde liber die Kreuzung
von heterozygoten faxI-2 Mutanten mit homozygoten fax3-/ Mutanten generiert. In der F3
Generation wurden die Linien iiber eine PCR-Genotypisierung selektiert und der

Transkriptverlust liber eine quantitative Echtzeit RT-PCR {iberpriift.
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4 Methoden

4.1 Anzuchtbedingungen fiir Pflanzen

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter nicht sterilen Bedingungen auf Erde oder unter sterilen
Bedingungen auf MS-Agarmedium in Petrischalen. Die nicht sterile Aussaat von A. thaliana-
Samen erfolgte auf Erde (Potground H, Geeste, Deutschland) mit Vermiculit (Verhiltnis 3:1),
wobei die Samen mit einem Zahnstocher auf die befeuchtete Erdoberflache gelegt wurden. Fiir
die Aussaat auf MS-Agarmedium (1% Saccharose; 0,05% MES; 0,5% MS; 0,8% Agar-Agar,
pH 5,8 mit KOH) wurden die Samen einzeln mit sterilen Zahnstochern ausgesét. Dafiir wurden
die A. thaliana Samen oberflachlich mit Ethanol und einer 5%-igen Hypochlorid Losung
sterilisiert. Zur Selektion der transformierten A. thaliana-Pflanzen wurde dem Medium das
entsprechende Antibiotikum (25 pg/ml Hygromycin oder 25 pg/ml Kanamycin) bzw. ein
Herbizid (50 pg/ml BASTA) beigemischt. Es wurden 10 mg Samen in ein 1,5-ml
Reaktionsgefdl abgewogen und in einem Exsikkator {iber Nacht mit Chlorgas bedampft,
welches sich aus 20 ml einer 12%-igen Natriumhypochloridlosung und 1 ml rauchender
Salzsédure bildete. Nach der Aussaat auf MS-Agarmedium oder Erde erfolgte eine Stratifikation
der Samen fiir 1 bis 3 Tage im Dunkeln bei 4°C, um den Keimungsbeginn zu synchronisieren.
Die Agarplatten wurden nach der Stratifikation in einen Anzuchtschrank mit Langtags-
Bedingungen gestellt (16 Stunden 100 pmol m™ s Licht bei 21°C und 8 Stunden Dunkelheit
bei 16°C). Die Pflanzenanzucht auf Erde erfolgte im Anschluss in Klimaschrdanken bei
Kurztags- (8 h Licht mit 100 umol m? s bei 21°C und 16 h Dunkelheit bei 16°C) oder
Langtags-Bedingungen (16 h Licht mit 100 pmol m™ s™ bei 21°C und 8 h Dunkelheit bei 16°C)
und einer Luftfeuchtigkeit von 60%. Wihrend der Bliite wurden die Pflanzen bei einem

Sollwert von 22°C und bei 30% Luftfeuchtigkeit in einer Langtag-Klimakammer angezogen.

4.2 Stabile Transformation von A. thaliana

Die mit A. tumefaciens vermittelte, stabile Transformation von A. thaliana, erfolgte mithilfe der
floral-dip Methode nach Bechtold et al., (1993). Drei Tage vor der Transformation wurden
10 ml LB-Medium mit Rifampicin (100 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) und dem
entsprechenden Antibiotikum der plasmidvermittelten Resistenz mit den transformierten
Agrobakterien des Stammes GV3101::pMP90RK angeimpft und fiir 48 h bei 28°C und 180 rpm
inkubiert. Am Tag vor der Transformation wurden 500 ml LB-Medium (mit den jeweiligen
Antibiotika) mit der Vorkultur beimpft und fiir 24 h bei 28°C und 180 rpm inkubiert. Die zu
transformierenden 4 bis 6 Wochen alten A. thaliana Pflanzen (Generation T0O), wurden ebenfalls

am Tag vor der Transformation vorbereitet, indem die bereits vorhandenen Schoten entfernt
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und die Pflanzen anschlieBend zur Erhohung der Luftfeuchtigkeit und somit maximalen
Offnung der Stomata, luftdicht unter eine Haube auf eine Anzuchtschale gelegt wurden. Am
Tag der Transformation wurden 500 ml Agrobakterien Kultur fiir 10 min bei 4°C und 5500xg
zentrifugiert und das Pellet in 400 ml Infiltrationsmedium (5% Saccharose; 0,215% MS; 0,05%
Silwet L-77) resuspendiert. Die Bliitenstinde der A. thaliana wurden in die Agrobakterien-
Suspension in einem Gefi3 im Exsikkator getaucht und unter Vakuum fiir ca. 30 sec infiltriert.
Uber Nacht wurden die Pflanzen unter einer Haube in eine Anzuchtschale gelegt. Am niichsten
Tag wurden die Pflanzen schonend mit Wasser gewaschen und anschlieBend bis zur Samenreife
im Gewaichshaus kultiviert. Die Samen aus der T1 Generation wurden auf MS-Agarmedium
mit entsprechendem Antibiotikum oder Herbizid auf eine positive Transformation mit dem

entsprechenden Transformations-Konstrukt selektiert.

4.3 Anzuchtbedingungen von E. coli und A. tumefaciens

Die Kultivierung von E.coli erfolgte schiittelnd bei 180 rpm und 37°C in LB- (lysogeny broth)
Medium (1% Pepton; 0,5% Hefeextrakt; 0,5% NaCl). Bei der Anzucht auf LB-Agarmedium
wurden 1,5% Agar zugesetzt. Bei einer entsprechenden Selektion aufgrund der plasmid-
codierten Resistenz, wurde dem Medium entsprechende Antibiotika dazugegeben (100 pg/ml
Ampicillin; 50 pg/ml Kanamycin; 100 pg/ml Spectinomycin). Die Kultivierung von
A. tumefaciens erfolgte schiittelnd bei 180 rpm und 28°C in LB-Medium oder auf LB-
Agarmedium. Fiir die stabile Transformation von A. thaliana wurde der Stamm
GV3101::pMP90RK (Koncz und Schell, 1986) eingesetzt und dem Medium die Antibiotika
Rifampicin (100 pg/ml, chromosomale Resistenz), Kanamycin (50 pg/ml, Resistenz durch Ti-
Plasmid) sowie das Antibiotikum entsprechend der plasmid-vermittelnden Resistenz

hinzugefligt.

4.4 Herstellung und Transformation kompetenter E.coli und A.tumefaciens Zellen

Die Herstellung kompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Methode von Hanahan (1983).
Durch Hitzeschock kam es zur Aufnahme der Plasmid-DNA in die Bakterien (Maniatis et al.,
1982). Fiir die Herstellung transformations-kompetenter Agrobakterien wurden 500 ml LB-
Medium mit den entsprechenden Antibiotika (100 pg/ml Rifampicin; 50 pg/ml Kanamycin;
100 pg/ml Carbenicillin) mit Agrobakterien angeimpft und fiir ca. 30 h bei 28°C und 180 rpm
inkubiert. Anschlieend wurden die Bakterien fiir 10 min bei 4°C und 6000xg pelletiert und in
50 ml TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) gewaschen. Nach einer weiteren
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 6000xg, wurde das Pellet in 20 ml LB-Medium
resuspendiert und die Bakteriensuspension in 200 pl Aliquots bei -80°C bis zur Transformation
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eingefroren. Fiir die Transformation wurden 1 bis 2 ug Plasmid-DNA zu einem Aliquot
Agrobakterien gegeben und dieses 5 min auf Eis und anschlieend 5 min in fliissigem Stickstoff
inkubiert und danach fiir 5 min bei 37°C in einen Heizblock gestellt. Anschliefend wurden
800 ul LB-Medium hinzu pipettiert und die Agrobakterien fiir 4 h bei 28°C und 700 rpm im
Heizblock kultiviert. Nachdem die Bakterien fiir 2 min bei RT und 3220xg pelletiert wurden,
wurden sie in 70 ul LB-Medium aufgenommen und auf LB-Agarmedium mit den jeweiligen

Antibiotika (siehe Kap. 4.3) ausgestrichen und fiir drei Tage bei 28°C inkubiert.

4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die DNA Fragmente zur Klonierung, zur Genotypisierung oder zum Nachweis positiver
Transformation von Bakterien wurden mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert (Saiki ez al., 1988). Dazu wurden die Taq DNA Polymerase, zur Verfiigung gestellt
von der AG Biochemie der UdS, und der 25-fach Puffer von New England Biolabs GmbH
(Ipswich, USA) benutzt. Die PCR wurde in Ansédtzen von 25 ul (2,5 mM MgCl; 0,2 mM
dNTPs; 0,8 uM Primer fw; 0,8 uM Primer rev; 1 U/25 ul Taq) durchgefiihrt und durchlief
zwischen einer Denaturierung fiir 3 min bei 95°C und einer finalen Elongation fiir 3 min bei
72°C, 35 Zyklen: 45 sec bei 95°C (Denaturierung), 45 sec bei der entsprechenden Annealing-
Temperatur der Primer, 1 min bei 72°C (Elongation). Bei der Kolonie-PCR wurde eine initiale

Denaturierung von 5 min durchgefiihrt.

4.6 Klonierung

Die DNA-Gelelektrophorese, der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA und die Ligation von
DNA erfolgten nach Maniatis et al., (1982) sowie nach Angaben der Enzymhersteller. Die
Extraktion von PCR-Produkten aus Agarosegelen erfolgte mit dem DNA, RNA und Protein
purification Kit (Macherey-Nagel GmbH und Co. KG). Die LR-Rekombination wurde nach
dem GATEWAY System mit dem Gateway™ LR Clonase™ II Enzym Mix (Thermo Fischer
Scientific Corporation) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die FAX2-/ Klonierung in den
pJET1.2/blunt Vektor erfolgte nach Protokoll des CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fischer
Scientific Inc, Waltham Massachusetts, USA).

4.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus transformierten E. coli Zellen erfolgte, in Anlehnung an
das Protokoll von Zhou et al. (1990), durch alkalische Lyse mit SDS und NaOH aus 4 ml
Ubernachtkulturen. Die Plasmid-DNA wurde mit dem NucleoBond x-tra Midi Plasmid Prep
von Macherey-Nagel GmbH & Co. KG nach Herstellerangaben isoliert.
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4.8 Isolierung genomischer DNA aus A. thaliana

Zur Isolierung genomischer DNA aus mehr als 3 mg Pflanzenmaterial, wurden ein bis zwei
junge Rosettenblitter bzw. Keimlinge ohne Wurzeln in einem 2 ml Reaktionsgefdl3 geerntet
und mit 500 pl Extraktionspuffer (0,2 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,25 M NaCl; 25 mM EDTA; 0,5%
SDS; 100 pg/ml RNase) und zwei 3 mm Wolframcarbidkugeln in einer Kugelmiihle
(TissueLyser, Quiagen GmbH, Hilden) fiir 3 min bei einer Frequenz von 30/sec, homogenisiert.
Der RNase Verdau wurde fiir 5 min bei 37°C durchgefiihrt. Das Homogenisat wurde
anschliefend bei Raumtemperatur fiir 10 min bei 11.700*

zentrifugiert und 300 pl des klaren Uberstandes in ein neues Reaktionsgefi iiberfiihrt, in
welchem bereits 300 pl (-20°C) kalten Isopropanols vorgelegt waren. Durch das Invertieren
und anschliefendes Inkubieren fiir mindestens 5 min bei 4°C erfolgte die Fillung der DNA.
Nach der Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 11.700xg wurde der Uberstand entfernt und
das Pellet in 300 pl (-20°C) kalten, 70%-igen Ethanol wihrend mehrmaligen Invertierens des
Reaktionsgefales, gewaschen. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 11.700xg,
der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei 37°C getrocknet. Die DNA wurde in 50 pl
H>O geldst und bei -20°C gelagert. Zur Genotypisierung wurden fiir einen PCR-Ansatz von
25 pl ein Volumen von 5 pl DNA eingesetzt.

Fiir die Isolierung aus kleinen Keimlingen mit wenig Pflanzenmaterial (0,2 bis 3 mg), wurden
einige Anderungen bei der DNA-Isolierung vorgenommen. Das Pflanzenmaterial wurde
zundchst im fliissigen Stickstoff, pro Keimling je ein 2 ml Reaktionsgefdl, schockgefroren.
Danach erfolgte der Aufschluss des Pflanzengewebes mit einem Elektropistill und anschlieBend
wurden 200 ul Extraktionspuffer dazugegeben. Die DNA-Isolierung erfolgte nach dem
beschriebenen Protokoll, jedoch wurde die DNA in 20 pl H»0 geldst.

4.9 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinséuren erfolgte photometrisch am Infinite
F200 Pro von Tecan (Ménnedorf, Schweiz). Die Absorption einer verdiinnten Probe wurde bei
260 nm und 320 nm gemessen und im Anschluss die Konzentration in pg/ul automatisch
berechnet. Um eventuelle Verunreinigungen mit Proteinen festzustellen, wurde auBlerdem die
Absorption der Probe bei 280 nm ermittelt, wobei das Verhiltnis E260/E280 bei reinen

Nukleinsduren 1,8 betrigt.
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4.10 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung der DNA-Fragmente und ganzer Plasmide erfolgte mit dem Mix2Seq Kit
von Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebersberg) und wurde extern durchgefiihrt. Die

verwendeten Oligonukleotiden sind in Tab. 3.1 aufgefiihrt..

4.11 RNA-Isolierung aus A. thaliana

Zur Isolierung von RNA aus A. thaliana wurden Keimlinge auf MS-Agarmedium oder Pflanzen
auf Erde bei Langtags-Bedingungen (16 h Licht mit 100 pmol m? s bei 21°C und 8 h
Dunkelheit bei 16°C) angezogen. Mit dem entsprechenden Alter wurde das Pflanzenmaterial
geerntet, in fliilssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolation bei -80°C gelagert.
Fiir die Isolierung wurden ca. 100 mg Pflanzenmaterial oder ganze Keimlinge eingesetzt und
mit dem Kit NucleoSpin® RNA Plant and Fungi von Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
(Diiren) nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die isolierte RNA wurde in cDNA
umgeschrieben und der relative Transkriptgehalt iliber eine quantitative Echtzeit real-time

(qRT) -PCR iiberpriift.

4,12 Reverse Transkription

Die reverse Transkription der RNA in cDNA erfolgte in einem Ansatz von 10 pl und einem
Einsatz von 0,5 bis 1 pg RNA unter Verwendung von 4 um oligo-dT Primern, 0,5 mM dNTPs
und 2 Units der M-MLV Reversen Transkriptase von Promega GmbH (Mannheim). Die RNA,
Primer und dNTPs wurden in einem 1x Reverse Transkriptase-Puffer aufgenommen und fiir
2 min bei 70°C und danach auf Eis inkubiert. Nach Zugabe der Reversen Trankriptase folgte
eine Inkubation bei 42°C fiir 90 min.

4.13 Quantitative Echtzeit real time (QRT) -PCR

Fiir die quantitative Bestimmung von cDNA Kopien in einer Probe wurde eine 1:20
Verdiinnung der cDNA eingesetzt, die PCR nach Herstellerangaben mit dem FastStart DNA
Master SYBR-Green Plus Kit von Roche Diagnostics GmbH (Penzberg) angesetzt und die
cDNA mit dem PCR-Ansatz in Glaskapillare (Roche Diagnostics GmbH) pipettiert und bei
2000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Die PCR erfolgte im LightCycler (Roche Diagnostics GmbH)
und durchlief 45 Zyklen mit dem Aufbau: 1 sec bei 95°C (Denaturierung), 7 sec bei 56°C
(Annealing), 19 sec bei 72°C (Elongation) und 5 sec bei 95°C (Denaturierung). Folgende
Kombinationen der Oligonukleotid-Primer wurden fiir die Amplifikation der jeweiligen,
spezifischen PCR-Produkte verwendet: FAX1: FAX1 LCfw / FAX1 LCrev (265 bp), FAX2:
FAX2 LC E2 fw / FAX2 LC ES5 rev (388 bp), FAX3: FAX3 LC-CT fw / FAX3 LC-CT rev
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(303 bp), FAX4: FAX4 LC-CT fw / FAX4 LC-CT rev (342 bp), FAXS: FAXSLCfw /
FAXSLCrev (347 bp), FAX6: FAX6LCfw / FAX6LCrev (306 bp) und FAX7: FAX7LCfw /
FAX7LCrev (317 bp) (Primerbindestellen siche Abb. 4.3). Zur Quantifizierung wurden die
Ergebnisse mit den in den Proben enthaltenen Ausgangsmengen an Aktin normalisiert, wofiir
zusétzlich PCR-Produkte des Aktin AtACT2 (At3g18780) jeder Probe, mit dem Primerpaar At-
ACT28 fw / At-ACT28 rev (435 bp) amplifiziert wurden. Der relative Gehalt einer
bestimmten cDNA in einer Probe errechnete sich anhand folgender Beziehung:
Relativer Gehalt an cDNA = 2[n(Aktin-n(Gen)]

Der Exponent zur Basis 2 errechnet sich aus der Differenz der Zyklenanzahlakiny und
ZyklenzahlGen). Die Zyklenzahl gibt an, nach wie vielen Zyklen das jeweilige Amplifikat einen
festgelegten Schwellenwert erreichte. Dieser Schwellenwert war bei allen miteinander
verglichenen Proben identisch. Die der Schwellenwertsbestimmung zuzuordnenden

Messpunkte lagen dabei innerhalb der exponentiellen Phase der PCR.

4.14 Klonierung der RNAi-Konstrukte

Fiir die Herstellung der RNAi-Konstrukte wurde das Gateway Invitrogen System (Thermo
Fisher Scientific Corporation, Waltham, USA) herangezogen. Bei der gerichteten Klonierung
des Zielgens in den pENTR D-topo Vektor, dient ein CACC-Uberhang am 5’-Ende als
Erkennungssequenz fiir die Topoisomerase. Bei der Gateway Rekombination wurde mithilfe
der LR Clonase das Insert auf dem pENTR Plasmid mit dem ccdB Gen (induzierbares
Markergen aus E.coli produziert Gyrase, lethal fiir Pflanzen) auf dem Zielvektor ausgetauscht
(siche Abb. 4.1). Dabei wurden pro Rekombination zwei PCR-Fragmente an den Stellen attB1
und attB2 des pENTR Plasmids mit den Stellen attR1 und attR2 des Zielvektor anstelle des
ccdB inseriert. Als Zielvektoren wurden die bindre Pflanzenvektoren pB7GWIWG2 (I) mit
einem Glufosinat-Resistenzmarker und pH7GWIWG2 (I) mit einem Hygromycin-

Resistenzmarker verwendet (siche Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Vektorkarte des bindren Pflanzenvektors pH7GWIWG2 (I) zur Herstellung von
knockdown Mutanten mit einem RNAi-Konstrukt. (A) Gezeigt ist der pH7GWIWG2 () Zielvektor mit
einem Hygromycin-Resistenzmarker (Hyg) fur Pflanzen und einer Resistenz gegen Spectinomycin
(Sm/SpR) zur Selektion in Bakterien, konstitutiv exprimiert unter dem 35S-Promotor (p35S) und mit
einem 35S-Terminator (T35S). Die Insertion der entsprechenden Konstrukte erfolgt Gber die Left- (LB)
und Rightborder (BR). (B) Durch die Zusammenlagerung der Inserts bildet das Intron eine Haarnadel-
Struktur (hairpin) aus.

Im Laufe der Klonierung wurde festgestellt, dass einige Inserts in der falschen Orientierung in
den Zielvektor eingebaut wurden, was zu einer falschen Ausrichtung des Introns fiihrt, sodass
keine hairpin Struktur ausgebildet wird. Zur Uberpriifung der Orientierung des Introns im
Zielvektor wurde ein Restriktionsverdau mit dem Enzym Xbal (New England Biolabs, Ipswich,
USA) durchgefiihrt, der das Intron in zwei unterschiedlich lange Fragmente schneidet (siehe

Abb. 4.2).

A B
: \ attR?2 1000 — [ W -
PCR-Fragment 800 —— M s

. -

Abb. 4.2: Xbal Restriktionsverdau zur Uberpriifung der RNAi-Konstrukte. (A) Dargestellt sind die
Xbal Restriktionsschnittstellen auf dem RNAi-Vektor mit einer richtigen Orientierung des Introns. Eine
liegt aulerhalb der Insertstelle fur das PCR-Fragment, hinter dem 35S-Terminator; die zweite liegt auf
dem Intron. Die Primer GW-RNAI INT wurden zur Sequenzierung benutzt. (B) Aufgetragener Xbal
Restriktionsverdau auf einem 1,5%-igen Agarosegel und einer erwarteten Fragmentgroéfie von 989 bp.
Dabei wurden bei 40% von 20 untersuchten Plasmiden eine gewinschte Orientierung des Introns
festgestellt.
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Aufgrund eines Fehlers im System fiihrt der Xbal Verdau zu einer Restriktionsschnittstelle im
Intron und damit zu zwei unterschiedlich groen Fragmenten, sodass anhand der Grofle der
verdauten Fragmente die Orientierung des Introns bestimmt werden konnte. Dabei wiesen
Fragmente mit der kleineren GroBe (989 bp), die gewlinschte Orientierung auf (siche Abb. 4.2).
Nach einer erfolgreichen Klonierung der RNAi-Konstrukte und anschlieender Amplifikation
der entsprechenden Plasmide in E.coli ToplO Zellen, wurden die Plasmide mithilfe des
A. tumefaciens in den A. thaliana Wildtyp Columbia-0 von Lehle (Round Rock, USA)
transformiert. Ebenfalls war mit den RNAi-Konstrukten die Herstellung von FAX
Doppelmutanten moglich, indem die FAX2-, FAX3- und FAX4-RNAi Konstrukte in
heterozygote Pflanzen der fax/ Mutante (unabhdngige T-DNA Insertionslinien fax/-/ und
faxI-2) transformiert wurden. Dafiir wurde die fax/-1 Linie #1 und fax/-2 Linie #29, beide aus
der T4 Generation, verwendet. Dabei wurden die RNAi-Konstrukte mit einer Hygromycin-
Resistenz in Pflanzen in beide unabhéngigen fax/ Linien transformiert. Die FAX2- und FAX3-
RNAi Konstrukte mit einer Glufosinat-Resistenz wurden nur in die T-DNA Insertionslinie
faxI-2 transformiert. Nach der Transformation der Pflanzen, wurde die T1 Generation auf den
entsprechenden Agar-Selektionsmedien mit dem entsprechenden Antibiotikum (25 pg/ml
Hygromycin) bzw. einem Herbizid (50 pg/ml BASTA) selektiert, die Keimlinge auf Erde
iiberfiihrt, mittels PCR genotypisiert und die Samen in der T1 Generation erfolgreich vermehrt.
Nach erfolgreicher Genotypisierung wurde der relative Transkriptgehalt der FAX-RNAIi Linien
iiber eine quantitative Echtzeit PCR (qQRT-PCR) iiberpriift. Die Primer-Bindestellen auf der
cDNA sind in Abb. 4.3 dargestellt.
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Abb. 4.3: Primerbindestellen der FAX1 bis FAX4 RNAi Konstrukte und qRT-PCR. Dargestellt sind
die mRNA Sequenzen fir (A) FAX1 (1030 bp), (B) FAX2 (1366 bp), (C) FAX3 (997 bp) und (D) FAX4
(856 bp) mit der entsprechenden 5°- und 3 -untranslatierten Region (UTR) sowie die jeweilige cDNA
Sequenz (orangener Pfeil). Die grinen Pfeile markieren die Primerbindestellen bei der Klonierung der
FAX1-, FAX2-, FAX3- und FAX4-RNAi Konstrukte (rote Primernamen), wie auch die Primerbindestellen
fur die qRT-PCR zur Bestimmung des relativen Transkriptgehaltes (schwarze Primernamen). Das
entstehende gRT-PCR Produkt (LC product) ist mit einem orangenen Strich markiert. Fiir FAX7 wurden
neue Primer zur gqRT-PCR erstellt (blaue Primernamen).

Die vorhergesagte Linge der A--FAX1 mRNA (NCBI Referenzsequenz NM_15588) betrégt
1.030 bp mit einer 681 bp langen cDNA Sequenz (siehe Abb. 4.3). Die vorhergesagte Lange
der A--FAX2 mRNA (NCBI Referenzsequenz NM_129412.4) ist 1.366 bp lang und hat einen
1008 bp langen codierenden Bereich. Die A#-FAX3 mRNA (NCBI Referenzsequenz
NM 114220.4) ist 997 bp lang mit einer 723 bp langen cDNA. Die vorhergesagte Linge der
At-FAX4 mRNA (NCBI Referenzsequenz NM_103055.4) betrdgt 856 bp mit einem 534 bp
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langen codierenden Bereich (siche Abb. 4.3). Die erstellten RNAi-Konstrukte sind kiirzer als
400 bp (263 bp fiir FAX1, 315 bp fiir FAX2, 278 bp fiir FAX3 und 294 bp fiir FAX4) und
liegen in Richtung des C-Terminus (siche Abb. 4.3). Die Primerbindestellen fiir die qRT-PCR
liegen am C-Terminus und decken die RNAi-Sequenz ab. Die Bindestellen der urspriinglichen
FAX]I Primer fiir die qRT-PCR liegen nah am N-Terminus, da aber das RNAi-Konstrukt ndher
am C-Terminus lokalisiert ist, wurden neue FAX1 LC Primer erstellt, die ndher am C-Terminus

lokalisiert sind und die FAX/-RNAi Sequenz flankieren (siche Abb. 4.3).

4.15 Isolierung der chloroplastidiren Hiillmembranen aus Erbse

Die Isolierung von intakten Chloroplasten aus Pisum sativum (P. sativum) und anschlieende
Auftrennung in dulere und innere Hiilllmembranen erfolgte nach der Methode von Waegemann
et al. (1992). Als Ausgangsmaterial dienten 10 Tage alte Blitter von Erbsen, welche im

Gewichshaus angezogen wurden.

4.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte elektrophoretisch in einem denaturierenden Gel nach
Laemmli (1970). Die Acrylamid-Konzentration betrug 12,5% und das Verhéltnis von
Acrylamid zu N,N’-Methylen-Bisacrylamid war 30:1. Fiir das Sammelgel wurde 1,5 M Tris-
HCI, pH 6,8 und fiir das Trenngel 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 verwendet. Die Elektrophorese
erfolgte in einem Anodenpuffer (0,2 M Tris-HCI, pH 8,9) und Kathodenpuffer (0,1 M Tris-
HCI, pH 8,25; 0,1 M Tricin; 0,1% SDS) bei einer Spannung von 80 V bis die Proben-Lauffront
das Trenngel erreichte und anschlieBend bei 120 V bis die Laufmittelfront das Gelende

erreichte.

4.17 Immunodetektion von Proteinen

Die iiber SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels einer Semi-Dry-Blot-Apparatur
von VWR PEQLAB Company (Darmstadt) auf eine PVDF-Membran (Transmembran
Immobilon-P, 0,45 um; Merck KGaA) iibertragen. Fiir den Transfervorgang wurden von der
Anode ausgehend, drei mit Anodenpuffer I (300 mM Tris; 20% Methanol; pH 10,4) getrankte
Whatman-Filterpapiere, zwei in Anodenpuffer II (30 mM Tris; 20% Methanol; pH 10,4)
getrinkte Whatman-Filterpapiere und darauf die in Methanol aktivierte und in Anodenpuffer II
gewaschene PVDF-Membran gelegt. Das SDS-Gel wurde in Anodenpuffer II befeuchtet, auf
die PVDF-Membran gelegt und von drei in Kathodenpuffer (25 mM Tris; 40 mM
Aminocapronsiure; 20% Methanol; pH 7,6) getrinkten Whatman-Filterpapieren bedeckt. Die
Filterpapiere und die PVDF-Membran hatten die MaB3e des SDS-Gels und die Schichten des
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Aufbaus beriihrten sich ohne Lufteinschliisse. Der Transfer erfolgte fiir 1 h bei einer

Stromstirke von 0,8 mA pro cm? Gelfliche.

4.18 Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikorper

Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch die Bindung polyklonaler Antikérper
an die Proteine und eine Detektion iiber enzymgekoppelte, sekundire Antikorper (alkalische
Phosphatase gekoppelt an a-Kaninchen-IgG). Die PVDF-Membranen wurden fiir 30 min bei
Raumtemperatur in Magermilch-Puffer (3% Magermilchpulver; 0,1% BSA; 0,1 M Tris-HCI,
pH 7,5; 0,15 M NacCl) geschiittelt, in TTBS (0,1% BSA; 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl,
0,2% Tween 20) gewaschen und iiber Nacht bei 4°C in Verdiinnungen (1:500 — 1:1000) des
primdren Antikorpers in Magermilchpuffer rotierend inkubiert. AnschlieBend wurde die
Membran dreimal fiir je 10 min in TTBS gewaschen und fiir 45 min bei Raumtemperatur in
einer Verdiinnung des sekundiren Antikorpers mit TTBS (Anti-Rabbit IgG-alkalische
Phosphatase 1:6000) inkubiert. Nach zwei Waschschritten fiir je 2 min in TTBS und zwei
Waschschritten fiir je 2 min in H>O erfolgte die Detektion. Die Membran wurde fiir die
Farbereaktion durch die alkalische Phosphatase in DIG-Puffer (0,1 M Tris-HCI, pH 9,5; 0,1 M
NaCl; 5 mM MgCl2) unter Zugabe von 13,3 pl/ml BCIP (12,5 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-Phosphat in 100% Dimethylformamid) und 6,6 pl/l ml NBT (50 mg/ml
4-Nitrotetrazolium-chloridblau in 70% Dimethylformamid) inkubiert. Die Féarbereaktion wurde

mit 50 mM EDTA gestoppt.

4.19 Kiiltekonduktivitit in A. thaliana

Die Pflanzenanzucht und die Messung der elektrischen Kiltekonduktivitit wurden in der
Abteilung der Pflanzenphysiologie unter der Leitung von Prof. Neuhaus an der TU
Kaiserslautern durchgefiihrt. Um die Anpassung der unterschiedlichen fax Mutanten an
Kiltebedingungen zu untersuchen, wurde die Durchléssigkeit der Pflanzenmembran fiir lonen
iiber die Messung der elektrische Leitfahigkeit bestimmt. Dazu erfolgte die Pflanzenaussaat auf
der Typ ED-73 Einheitserde (DIN 11540 80T) mit der Zusammensetzung von 0.3 g/l N, 0.3 g/l
P>0s, 0.6 g/l K20 und 2.0 g/l KCL und anschlieBender Stratikifation der Pflanzen im Dunkeln
bei 4°C fiir 1 bis 3 Tage. Die Pflanzenanzucht erfolgte fiir vier Wochen in Klimakammern unter
Kurztags-Bedingungen (10 h Licht mit 110 umol m? s™ ') bei 20°C. Zur Untersuchung der
Frosttoleranz bei einer vorherige Kilteakklimatisierung wurden sechs Pflanzen einer Linie fiir
5 Tage bei 4°C gestellt und als Kontrolle sechs Pflanzen weiter bei 20°C wachsen gelassen.
Danach wurde je ein Rosettenblatt in ein Glasrohrchen mit sterilem, deionisiertem Wasser
transferiert und die Proben zur Temperaturregelung in ein 'RCS 6 Kompakt Kiltethermostat
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Bad” von Lauda (Lauda-Koénigshofen, Deutschland) gestellt. Die Proben wurden fiir 1 h bei
einer Temperatur von 0°C gehalten und anschlieBend die Temperatur pro Stunde um 1°C
reduziert. Mit einer im fliissigen Stickstoff vorgekiihlten Impfose wurde bei -1°C das Einfrieren
des Wassers im Glasrohrchen induziert und die Temperatur pro Stunde um 1°C auf ein
Minimum von -6°C gekiihlt. Nach einem langsamen Auftauen wurden die Proben iiber Nacht
bei 4°C geschiittelt, anschlieBend mit weiteren 3 ml sterilem, deionisiertem Wasser aufgefiillt
und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Messung der elektrischen
Konduktivitit erfolgte bei Raumtemperatur mit dem WTW LF521-Konduktivitdtsmeter
(Weilheim, Deutschland). Um die maximale Konduktivitit der Proben zu bestimmen, wurden
diese 2 h aufgekocht, iiber Nacht geschiittelt und danach fiir einen Referenzwert erneut die

Konduktivitit bestimmt.

4.20 Kiltestress in A. thaliana

Zur Anpassung der Mutanten an Kilte, wurden zwei Versuchsreihen mit verdnderten
Bedingungen durchgefiihrt. Bei der erste Versuchsreihe wurden die Samen einzeln mit dem
Zahnstocher auf die Erdoberfliche (Potground H, Geeste, Deutschland) in einzelne Topfe
gelegt. Die Voranzucht der Pflanzen erfolgte fiir 28 Tage unter Langtags-Bedingungen (16 h
Licht mit 100 umol m? s! bei 21°C und 8 h Dunkelheit bei 16°C und einer Feuchtigkeit von
60%). Fiir den Kaltestress wurden die Pflanzen bei 4°C unter Langtags-Bedingungen (16 h
Licht mit 90 umol m? s bei 21°C und 8 h Dunkelheit bei 16°C) angezogen.

In der zweiten Versuchsreihe wurden 10 mg Samen pro Linie in Pikierschalen ausgesit und die
Keimlinge nach ein bis zwei Wochen im Vier-Blatt Stadium in Topfe pikiert. Die Voranzucht
erfolgte fiir 28 Tage bei Kurztags-Bedingungen (10 h Licht mit 120 pmol m? s) konstant bei
22°C ohne eine Nachtabsenkung auf 16°C. Fiir den Kéltestress wurden die Pflanzen bei 4°C

unter Kurztags-Bedingungen (10 h Licht mit 90 pmol m s™') angezogen.
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5 Ergebnisse

5.1 Familie der pflanzlichen FAX Proteine

Die Modelierung der FAX1 Proteinstruktur mit Phyre? (Kelley et al., 2015) zeigte eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit der Transmembran (Tmemb) Region zu den humanen TMEMI14
Proteinen, bestehend aus vier a-helikalen Tmemb Doménen, von denen drei die Membran
durchspannen und eine amphiphile Doméane mit ithrem hydrophilen Bereich aus der Membran
ragt (Klammt et al., 2012; Li et al., 2015). Im Zuge dieser Arbeit wurde die Familie der
pflanzlichen FAX Proteine definiert und fiir jede FAX Unterfamilie aufgrund von konservierten
Aminoséduren charakteristische Proteinmotive und Ladungen herausgestellt (siche Abb. 5.1).
Die A. thaliana FAX1 bis FAX7 Sequenzen wurden aus der Datenbank fiir pflanzliche
Membranproteine, Aramemnon (AramLocCon; Schwacke et al., 2003), herangezogen und
diese fiir die Suche nach weiteren FAX Verwandten aus dem Pflanzenreich in der NCBI
Datenbank (Geer et al., 2009) verwendet. Dazu wurden sowohl evolutionér frith entwickelte
Organismen, wie die Griinalge Chlamydomonas reinhardtii, das Laubmoos Physcomitrella
patens, als auch hoher entwickelte Pflanzen, Monokotyledonen wie Oryza sativa (Reis) und
Zea mays (Mais) sowie Dikotyledonen wie Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand), Brassica
rapa (Raps), Glycine max (Soja), Medicago truncatula (Klee), Pisum sativum (Erbse), Beta
vulgaris (Zuckerriibe) und Solanum lycopersicum (Tomate) ausgewéhlt. Da sich die FAX1 bis
FAX7 Proteine iiber ihre vier a-helikalen Tmemb Doménen dhneln, wurde zuséitzlich zu der
NCBI Suche, auch auf die Tmemb-Doméne von FAX1 (Proteinfamilie pfam 03647) eine Blast-
Analyse in der Pfam Datenbank (Finn et al., 2016) durchgefiihrt. Die gefundenen
Proteinsequenzen wurden miteinander verglichen und aufgrund bestimmter Motive und
Ahnlichkeiten zu einem der sieben FAX Proteine zugeordnet. Laut den Suchergebnissen finden
sich FAX1 Proteine in allen untersuchten Arten, wohingegen FAX2 Proteine nur in
Angiospermen zu finden sind. FAX3 Proteine wurden in allen untersuchten Organismen, aufler
der Zuckerriibe (B. vulgaris), gefunden. FAX4 und FAX7 Proteine finden sich in den
Monokotyledonen Reis (O. sativa) und Mais (Z. mays), genauso wie in den Brassicaceae
Ackerschmalwand (A. thaliana) und Raps (B. rapa). Ein FAX4 dhnliches Protein wurde auch
in dem Laubmoos P. patens und ein FAX7 dhnliches Protein in der Griinalge C. reinhardtii
identifiziert. Die FAXS und FAX6 Proteine in A. thaliana stimmen in ihrer
Aminosdurensequenz zu 83% iiberein und lassen sich in anderen Pflanzenspezies nicht
voneinander unterscheiden, wobeil aber immer mindestens ein FAX5/6 dhnliches Protein in

jedem untersuchten Organismus gefunden wurde (Koénnel et al., 2019). Die Zuordnung der
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Sequenzen zu jedem FAX Protein erfolgte nach charakteristischen Proteinmotiven, die im
Laufe der Suche herausgearbeitet wurden (sieche Abb. 5.1), sowie anhand von Transitpeptid-
Vorhersagen mit den Programmen ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) und TargetPl1.1
(Emanuelsson et al., 2000). Bei einer Vorhersage eines chloroplastiddren Transitpeptids (cTP)
wurden die Prédproteine auf die mature Proteinsequenz gekiirzt. Dabei wurden bei FAXI,
FAX2, FAX3 und FAX4 Proteinen ein cTP vorhergesagt, wihrend bei FAXS, FAX6 und FAX7
kein cTP vorhergesagt wurde. Die Vergleiche der Proteinsequenzen zeigten einen konservierten
Bereich in der Tmemb Region der FAX Proteine und einen fiir jedes FAX individuellen N-
und C-terminalen Bereich. Fiir jedes FAX Protein wurde aus dem Vergleich der Sequenzen ein
Konsensus erstellt und die Liicken in der Konsensus Sequenz mit den Aminosduren aus der
Proteinsequenz von A. thaliana aufgefiillt. Die Anordnung der Aminosduren in den nach
Aramemnon vorhergesagten Helices wurde mit dem Programm NetWheel (MOl et al., 2018)
modeliert und damit jeder Helix ein lipophiler oder amphiphiler Charakter zugewiesen.
AnschlieBend wurde tiber den Konsensus der Sequenzvergleiche fiir jedes FAX Protein
spezifische Proteinmotive und konservierte Ladungen der Aminosduren-Seitenketten

herausgestellt (siche Abb. 5.1).

Tmemb 14
HDIFC ! PPPKK
-t — R — +— FAX1
— wiw o -CE— s G FAX2
—(poyGly el o A — D S~ FAX3
— - v~ R FAX4
KKK KAE
ryophiie ¢ 4B~ e T FAX5/6
[]
ﬁ eD/E F° o g 2 g FAX7

Abb. 5.1: Charakteristika der sieben FAX Proteine. Dargestellt sind die pflanzlichen FAX Proteine
(FAX1-7) mit einer Tmemb14 Domane, bestehend aus vier a-helicalen Domanen, gezeigt als schwarze
Balken mit einem hydrophilen (weif3) und einem hydrophoben (schwarz) Charakter. Diese Eigenschaft
findet sich konserviert und spezifisch fir jedes FAX, genauso wie die positiven (R, K, H: rote Punkte)
und negativen (D, E: blaue Punkte) Ladungen der Aminosauren-Seitenketten und die dargestellten
Proteinmotive. Die Lange der Polypeptid Kette entspricht der Ladnge des jeweiligen At-FAX Proteins. Die
Tmemb14 Domane (Proteinfamilie pfam 03647) ist fur FAX1 nach der Pfam Datenbank (Finn et al.,
2016) eingezeichnet, die helikalen Domé&nen wurden mit TMHMM (Moéller et al., 2001) bestimmt und mit
NetWheel (Mdl et al., 2018) modeliert.

Der Vergleich der maturen FAX Proteinsequenzen zeigte fiir die FAX1 bis FAX4 Proteine
einen verldngerten und fiir jedes FAX Protein charakteristischen N-Terminus. FAX1 Proteine
hatten mit etwa 60 - 80 aa nach FAX2 den zweitlingsten N-Terminus (siche Abb. 5.1,
Abb. 5.2). FAX2 hatte mit etwa 150 aa den lingsten N-Terminus, der sich nach der Phyre? —

Vorhersage in drei helikale up- and down Doménen anordnet, dhnlich zum humanen
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Apolipoprotein E3 (Hauser ef al., 2011). Bei FAX3 Proteinen fand sich ein charakterisches
Poly-G Motiv am etwa 50 - 70 aa langem N-Terminus (siche Abb. 5.1, Abb. 5.4), wogegen
FAX4 Proteine mit maximal 10 aa den kiirzesten N-Terminus hatten. Bei FAX1 und FAX5/6
Proteinen begann die erste Helix mit einem HDFC-Motiv und war in allen untersuchten
Organismen konserviert (fiir FAXS5/6 siche Konnel ez al., 2019). Als pragendes Motiv fiir FAX1
Proteine wurde eine PPPKK-Abfolge am etwa 20 aa langen C-Terminus identifiziert, fiir
FAXS5/6 ein KKK-Motiv vor der dritten Helix in der Tmemb Region und ein KAE-Motiv am
etwa 10 aa langem C-Terminus (siche Abb. 5.1, Konnel et al., 2019). Fiir FAX4 und FAX7
Proteine konnten keine konservierten Proteinmotive mit Sicherheit identifiziert werden, da fiir
beide Proteine nur wenige Proteinsequenzen gefunden wurden. FAX1 und FAX5/6 Proteine
zeigten eine sehr dhnliche Anordnung der hydrophilen und hydrophoben Bereiche in den
Helices. Die dritte Helix der Tmemb zeigte bei FAX1, FAX2, FAX4 und FAX5/6 einen
amphiphilen Charakter. In allen Proteinen der FAX Familie fanden sich konservierte, positive

Ladungen der Aminoséduren zwischen den einzelnen helikalen Doménen in der Tmemb Region.

5.1.1 Untersuchung der FAX1, FAX2 und FAX3 Proteinsequenz

Die Aminoséduren-Sequenzen der FAX Proteine wurden miteinander verglichen und dabei
konservierte Motive gefunden, welche charakteristisch fiir jedes FAX Protein sind. Im
Folgenden sind die Vergleiche aller gefundenen und untersuchten FAX1, FAX2 und FAX3
Proteine aufgefiihrt (siche Abb. 5.2, Abb. 5.3, Abb. 5.4). Die Ubereinstimmung der
Aminosduren der maturen Proteinsequenzen und der Tmemb Region sind fiir FAX1 in

Abb. 13.1, fiir FAX2 in Abb. 13.2 und fiir FAX3 in Abb. 13.3 aufgefiihrt.
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Abb. 5.2: Alignment der Aminosduren Sequenz von FAX1 in Griinalgen und héheren Pflanzen.
Das Transitpeptid cTP der Proteine wurde nach ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) gekurzt, fur
C. reinhardtii erfolgte die Vorhersage mit PredAlgo (Tardif et al., 2012). Die Sequenz fur P. patens
Proteine wurde am N-Terminus zu der Lange der maturen A. thaliana FAX1 Sequenz gekirzt, genauso
wie die Sequenz fir Gm und ZmO081. Die verschiedenen Organismen, Gennummern und
Proteinnummern aus der NCBI Datenbank sind in Klammern aufgelistet. At (Arabidopsis thaliana,
At3g57280, NP_567046.1), Br386 (Brassica rapa, LR031574.1, VDC99386.1), Br405 (Brassica rapa,
CMO010634.1, RID54405.1), Br859 (Brassica rapa, LR031568.1, VDC62859.1), S| (Solanum
lycopersicum, NM_001320224., NP_001307153.1), Mt (Medicago truncatula, XM _003625049.3,
XP_003625097), Ps (Pisum sativum, AIX87540.1, KF981436.1), Bv (Beta vulgaris, XM_010674623.2,
XP_010672925.1), Gm (Glycine max, XM_003554106.4, XP_003554154), Os421(Oryza sativa,
XM_015779935.2, XP_015635421), Os690 (Oryza sativa, Os06g0301100, LOC_0s06g19690.1),
Zm081 (Zea mays, XM_008653859.2, XP_008652081), Zm990 (Zea mays, NCVQ01000002.1,
PWzZ45990.1), Pp022 (Physcomitrella patens, XM_024503254.1, XP_024359022), Pp899
(Physcomitrella patens, XM_024546131.1, XP_024401899), Pp988 (Physcomitrella patens,
XM_024548220.1, XP_024403988) and Cr (Chlamydomonas reinhardtii, CHLRE-DRAFT_160683,
A8ICM7). Die vier a-helikalen Domanen nach Aramemnon sind in blau, die Tmemb Region nach der
pfam Datenbank ist in griin markiert. Die roten Punkte markieren konservierte Aminosauren mit einer
positiven, die blauen mit einer negativen Ladung. Identische Aminosauren (100%) sind mit schwarz
hinterlegt, 60% Ubereinstimmung in dunkelgrau und 30% in hellgrau.

Die FAX1 Proteinsequenzen hatten eine eindeutige Vorhersage fiir ein chloroplatidares
Signalpeptid und wurden nach dem PPPKK-Aminosédurenmotiv am etwa 20 aa langen C-
Terminus zur FAX1 Unterfamilie zugeordnet. Wie auch bei FAXS5/6 Proteinen (Konnel et al.,
2019) beginnt die erste Helix der FAX1 Tmemb Doméne mit einem HDFC-Aminosdurenmotiv
und findet sich am etwa 60 — 80 aa langen N-Terminus von FAX1 Proteinen (siche Abb. 5.1,
Abb. 5.2). Die P. patens Proteinsequenzen wurden aufgrund des HDCF-Aminosidurenmotives
an der ersten Helix und des PPKKK-Motives am C-Terminus zu FAX1 zugeordnet, jedoch
zeigten sie einen sehr langen N-Terminus, der ansonsten nur bei FAX2 Sequenzen identifiziert
wurde. Die Ubereinstimmung der Aminosduren in der Tmemb Region der FAXI
Proteinsequenzen war prozentual am gréften (siehe Abb. 13.1). Am dhnlichsten zu der maturen
FAX1 Proteinsequenz in A. thaliana waren die drei gefundenen Sequenzen aus B. rapa mit
89%, 88% und 77%. Auch bestand eine hohe Ubereinstimmung mit Dikotyledonen wie
S. lycopersicum (54%), M. truncatula (53%), P. sativum (51%), B. vulgaris (48%) und G. max
(47%) (siehe Abb. 13.1). Die Ubereinstimmung zu den Monokotyledonen O. sativa (41% und
38%) und Z. mays (37%) war dagegen etwas geringer. Zu P. patens bestand eine geringe
Ubereinstimmung von 31% bzw. 33%, genauso wie zu der Griinalge C. reinhardtii mit 24%

(siehe Abb. 13.1).
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Abb. 5.3: Alignment der Aminoséduren Sequenz von FAX2 in Pflanzen. Das Transitpeptid cTP der
Proteine wurde nach ChloroP gekirzt. Die Sequenz flr Z.mays947 wurde aus der pfam Datenbank
entnommen. Die verschiedenen Organismen, Gennummern und Proteinnummern aus der NCBI
Datenbank sind in Klammern aufgelistet. At (Arabidopsis thaliana, At2g38550, NP_565892.1), Br
(Brassica rapa, XM_009145127.1, XP_009143375), S| (Solanum lycopersicum, XM_004246239.4,
XP_004246287), Mt (Medicago truncatula, XM_003623582.3, XP_003623630), Ps (Pisum sativum,
MN737494), Bv (Beta vulgaris, XM _010685179.2, XP_010683481), Gm (Glycine max,
XM_003552266.3, XP_003552314.1), Os (Oryza sativa, XM_015765746.2, XP_015621232), Zm353
(Zea mays, GRMZM2G059353.01, NP_001132377.1), Zm441 (Zea mays, GRMZM2G166441.01,
ACG49146.1) and Zm947 (Zea mays, Zm00001d012504, AOA1D6G947). Die vier a-helikalen Doménen
nach Aramemnon sind in blau, die Tmemb Region nach der pfam Datenbank ist in griin markiert. Die
roten Punkte markieren konservierte Aminosauren mit einer positiven, die blauen mit einer negativen
Ladung. Identische Aminosduren (100%) sind mit schwarz hinterlegt, 60% Ahnlichkeit in dunkelgrau
und 30% in hellgrau.

Die FAX2 Proteine stellen mit etwa 300 — 340 aa die ldngsten Proteinsequenzen unter den FAX
Proteinen dar und zeichnen sich durch ihren etwa 150 aa langen N-Terminus aus (siche
Abb. 5.3). Die ersten drei Helices der Tmembl4 Region weisen stark konservierte
Aminosdurenmotive auf. Genauso wie auch bei dem Vergleich der FAX1 Sequenzen, ist bei
den maturen FAX2 Proteinsequenzen die Ubereinstimmung der Aminoséuren in der Tmemb
Region prozentual am groBten. Die FAX2 Sequenz aus A. thaliana zeigt die hochste
Ubereinstimmung zu B. rapa mit 74%, gefolgt von den Dikotyledonen wie S. lycopersicum
(50%), M. truncatula (48%), P. sativum (49%), B. vulgaris (43%) und G. max (42%). Die
Ubereinstimmung zu den Monokotyledonen O. sativa (37%) und Z. mays (38% und 36%) ist
am geringsten (siche Abb. 13.2).

Bei der Zuordnung der Proteinsequenzen zu einer der sieben FAX Unterfamilien wurde auf die
Proteinlédnge, cTP Vorhersage und das Vorkommen bestimmter Aminosdurenmotive geachtet.
Jedes Protein mit einer cTP Vorhersage und einer Wiederholung von Glycinen am N-Terminus
wurde daher zu FAX3 zugeordnet und die Proteinsequenzen miteinander verglichen (siehe

Abb. 5.4, Abb. 13.3).
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Abb. 5.4: Alignment der Aminosauren Sequenz von FAX3 in Grinalgen und héheren Pflanzen.
Das Transitpeptid cTP der Proteine wurde nach ChloroP gekurzt, fir C.reinhardtii wurde das cTP mit
PredAlgo (Tardif ef al., 2012) vorhergesagt. Die Sequenz fur P.patens Proteine wurde am N-Terminus
zu der Lange der maturen A. thaliana FAX3 Sequenz gekirzt. Die verschiedenen Organismen,
Gennummern und Proteinnummern aus der NCBI Datenbank sind in Klammern aufgelistet. At
(Arabidopsis thaliana, At3g43520, NP_566866.1), Br (Brassica rapa, RID58705.1, CM010633.1), S|
(Solanum  lycopersicum, XM _004251268.4, XP_004251316), Mt (Medicago truncatula,
XM_013602920.2, XP_013458374), Ps (Pisum sativum, MN737495), Gm (Glycine makx,
XM_003542343.3, XP_003542391), Os (Oryza sativa, XM_015780205.2, XP_015635691), Zm (Zea
mays, NM_001143430.1, NP_001136902.1), Pp701 (Physcomitrella patens, XM _024506933.1,
XP_024362701.1), Pp764 (Physcomitrella patens, XM_024506996.1, XP_024362764.1) and Cr
(Chlamydomonas reinhardtii, CHLRE_08g383300v5, AOA2K3DI83). Die roten Punkte markieren
konservierte Aminosauren mit einer positiven, die blauen mit einer negativen Ladung. Identische
Aminoséauren (100%) sind mit schwarz hinterlegt, 60% Ahnlichkeit in dunkelgrau und 30% in hellgrau.

Bei den FAX3 Proteinen wurde ein chloroplastiddres Transitpeptid vorhergesagt und die
Proteinsequenzen wurden anhand des Polyglycin-Motives am etwa 50 bis 70 aa langen N-
Terminus zur FAX3 Unterfamilie zugeordnet. Dabei zeigen die Helices der Tmemb Region
stark konservierte Aminoséuren und einige konservierte, positive Ladungen der Aminosiuren
(sieche Abb. 5.4). Vor allem am etwa 10aa kurzem C-Terminus konnten gleich drei
konservierte, positive Ladungen festgestellt werden. Auch der Vergleich zwischen den maturen
FAX3 Proteinsequenzen zeigt die hochste Ubereinstimmung der Aminosiuren in der Tmemb
Region. Die Ahnlichkeit der maturen FAX3 Sequenz aus A. thaliana ist zu B. rapa mit 84% am
hochsten, gefolgt von den Dikotyledonen wie S. lycopersicum (51%), M. truncatula (57%),
P. sativum (56%) und G. max (51%) (sieche Abb. 13.3). Die Ubereinstimmung zu den
Monokotyledonen O. sativa (53%) und Z. mays (51%) ist fast genauso hoch wie zu den
Sequenzen des Laubmooses P. patens (54% und 53%). Zu der C. reinhardtii besteht eine

geringe Ubereinstimmung von 24% (siehe Abb. 13.3).

5.2 Subzellulire Lokalisation von FAX2 und FAX3

Durch den Verlust von FAX1 entstehen durch eine verdnderte Fettsduren- und Lipidhomdostase
Beeintrachtigungen bei Pflanzenwachstum und —entwicklung. Jedoch sind die durch eine
T-DNA Insertion hergestellten homozygoten fax/-1 und faxI-2 knockout Mutanten
iiberlebensfahig (Li et al., 2015). Daher ist es moglich, dass andere plastiddre FAX Proteine am
Fettsduretransport aus den Chloroplasten beteiligt sind und FAX1 teilweise in seiner Funktion
ersetzen konnen. Deswegen wurden im Zuge dieser Arbeit FAX2 und FAX3 als weitere
potentielle plastiddre FAX Proteine zundchst auf ihre Lokalisation untersucht. Die Vorhersage
einer Tmemb14 Doméne am C-terminalen Ende von FAX2 und FAX3 deutet darauf hin, dass
beide Proteine membranstdndig sind und mit der Tmemb Region in die Lipid Doppelschicht
inserieren. Laut der Vorhersage von Aramemnon (AramLocCon; Schwacke et al., 2003) und

ChloroP (Emanuelsson et al., 1999), sind die A. thaliana Proteine FAX1 bis FAX4 in Plastiden
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lokalisiert, wiahrend FAXS5 bis FAX7 wahrscheinlich in Membranen des ER/sekretorischen
Weges inserieren. Die Vorhersagen zur subzelluldren Lokalisation von FAX1 bis FAX3 in

A.thaliana sind in Tab. 5.1 zusammengefasst.

Tab. 5.1: FAX1 bis FAX3 Proteine in A. thaliana. Gezeigt sind der FAX Proteinname und der A.
thaliana Genome Initiative (AGI) Code. Fur jedes Protein ist die Aminosaurenlénge (aa) des Praproteins
(prd) angegeben, genauso wie das Molekulargewicht in kDa des maturen Proteins (mat). Das
chloroplastidare Transitpeptid (cTP) wurde mit ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) vorhergesagt. Die
.Score Werte fir die Lokalisationsvorhersage im Chloroplast (c) stammen aus Aramemnon
(AramLocCon; Schwacke et al., 2003).

Name AGI Code Proteinnr. pra (aa) cTP (aa) mat (kDa) Score
FAX1 At3g57280 NP_567046 226 33 19.9 25.7 (c)
FAX2 At2g38550 NP_565892 335 72 28.6 24.8 (c)
FAX3 At3g43520 NP_566866 240 84 15.9 24.1 (c)

In der Datenbank AT-CHLORO (Bruley et al., 2012) finden sich Ergebnisse von
durchgefiihrten Proteomanalysen, in welchen A-FAX2 (At2g38550) and A#-FAX3
(At3g43520) als potentielle plastiddre und pflanzenspezifische Transporter annotiert sind. In Li
et al., 2020 wurde die subzellulire Lokalisation von FAX2 mittels einer transienten Expression
mit dem GFP-Konstrukt Pro-35S::FAX2-GFP untersucht und dabei eine Lokalisation in der
chloroplastidiren Membran festgestelllt. Auch in Tian et al, 2019 wurden
Lokalisationsuntersuchungen mit einem C-terminalen GFP an FAX2 durchgefiihrt und dabei
punktformige Signale an der plastiddren Membran identifiziert. Im Rahmen einer Masterarbeit
an der LMU Miinchen (Alexander Schmitt, 2015) wurden GFP Untersuchungen mit FAX2 und
FAX3 in Tabakprotoplasten durchgefiihrt. FAX2 Proteine konnten als kleine, punktférmige
Signale auf der Chloroplastenhiille detektiert werden, bei FAX3 wurden die Signale als Ringe
in der Hiillmembran identifiziert, wobei dabei nicht zwischen der inneren und &ufleren
Hiilllmembran unterschieden werden konnte (Alexander Schmitt, 2015). Da die GFP
Untersuchungen keine eindeutige subzelluldre Lokalisation zeigten, sollte im Zuge dieser
Arbeit die Lokalisation von FAX2 und FAX3 mit einem Western Blot verifiziert werden, sodass
fiir FAX2 und FAX3 primére Antikorper generiert wurden. Fiir die Immunodetektion wurden
aufgetrennte innere und &uflere Hiillmembranen aus P. sativum verwendet und daher die FAX2
bzw. FAX3 Sequenz aus Erbse kloniert. Fiir die Klonierung der FAX2 und FAX3 Sequenz aus
P. sativum wurden zunichst die cDNA mittels einer RT-PCR amplifiziert. Mithilfe der EST
Datenbank (Franssen et al., 2011) wurden die entsprechende Oligonukleotide fiir eine PCR
erstellt (siche Abb. 13.4). Nach der Sequenzierung der PCR-Produkte ergab sich aus der
forward- und reverse-DNA Sequenz eine iiberlappende, sich erginzende Sequenz (siehe

Abb. 13.4). Anhand der cDNA Sequenz konnte die Aminosédure-Sequenz ermittelt und ein
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Fragment zur Synthese der Ps-FAX2 und Ps-FAX3 Antiseren ausgewidhlt werden (siche
Abb. 5.5).

Tab. 5.2: FAX1 bis FAX3 Proteine in P. sativum. Gezeigt sind der FAX Proteinname und die GenBank
Nr. Fir jedes Protein ist die Aminosaurenlange (aa) des Praproteins (prd) angegeben, genauso wie das
Molekulargewicht in kDa des maturen Proteins (mat). Das chloroplastidare Transitpeptid (cTP) wurde
mit TargetP 1.1 (Emanuelsson et al., 2000) vorhergesagt und eine Lokalisationsvorhersage im
Chloroplast (c) an

Name GenBank Nr.  Proteinnr. pra (aa) cTP (aa) mat (kDa) cTP Score
FAX1 KF981436 AIX87540.1 232 39 20.6 0.845 (c)
FAX2 MN737494  QNQ79270.1 306 54 27.0 0.896 (c)
FAX3 MN737495 QNQ79271.1 226 56 16.6 0.917 (c)
AEFAX] === = = = e e SFVVKSVDGNSSETPASISYTAEVSTPVVE TSKPYSTVDETA : 43
PS-FAX] === == = = = e e e mmrwmna;%mmss‘?wmmnsysmsc : 45
AvFAx2 AFARSHEDSGESGVEVGKEKSDIDVED---DTSKEAWKQTLESFKEQVSKMOSVSSEAY SVNSOKAM snmﬂfmmmmns‘rmw : 92
ps-Faxe TEAAPEHDSDHEGOVEVEKGNDDVDVDVGSEEESQEAWKQALDTEKEQA LKVOGVSQEAYELYSKKAVV IIKDTSEQL  HAD AKHDLSVVAKEI : 95
ALFAXG === = = = = e e e KAVEVEPTIDYGGGGG---}IGGD FGGGGEGG--DE : 31
PS-FAX3 === = = = = e SDSKATSFDLSAPDLDNSGGGGSIGNGDDFGGEGEGGGGEE : 42
ALFAXT | NKES--======~ ITEPVEEDJATQPI------ RAAKIH) % SGGILEFIN IFGGELIS m?s : 123
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Abb. 5.5: Aminosauren-Sequenz zur Synthese von FAX2 und FAX3 Peptidantikorper. Gezeigt sind
die maturen FAX1 bis FAX3 Proteinsequenzen in A. thaliana (At) und P. sativum (Ps). Die
Peptidsequenzen zur Herstellung von Ps-FAX2 und Ps-FAX3 Antiseren sind in orange gezeigt. Die
Bindestellen fur FAX1 Antikorper sind in gelb markiert und in Li et al., (2015) publiziert. Die blauen Boxen
markieren die helikalen Doméanen.

Die maturen A-FAX1 und Ps-FAX1 Sequenzen sind beide 193 aa lang (sieche Abb. 5.5). Die
Bindestellen der Az- und Ps-FAX1 Antikorper liegen am N-terminalen Bereich (NT At-FAX1
17 aa; NT Ps-FAX1 18 aa) oder am C-terminalen Bereich (CT Ps-FAX1, 15 aa) auBBerhalb der
Tmemb Region (siehe Abb. 5.5). Die mature A--FAX2 Sequenz ist 263 aa und die Ps-FAX2
Sequenz 252 aa lang. Die Bindestelle fiir Ps-FAX2, mit einer Linge von 17 aa, liegt im nicht
membranstindigen N-terminalen Proteinbereich (siehe Abb. 5.5). Die mature A-FAX3
Proteinsequenz ist 156 bp und die Ps-FAX3 Sequenz 170 bp lang. Die Bindestelle des Ps-
FAX3, mit einer Ldnge von 16 aa, liegt ebenfalls am N-Terminus relativ nah an der
vorhergesagten ersten Helix (siche Abb. 5.5). Bei der Auswahl der Sequenz wurde nicht nur
der membranstindige (Tmemb) Bereich beriicksichtigt, sondern auch die Aminosduren-
Ubereinstimmung der Protein-Sequenz von P. sativum zu A. thaliana, mit dem Ziel die

hergestellten Antikdrper auch fiir Untersuchungen in A. thaliana zu nutzen. Mit den
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hergestellen Ps-FAX2 und Ps-FAX3 Antiseren (Pineda Antikorper Service, Berlin,
Deutschland) wurden Western Blots durchgefiihrt, um die subzelluldre Lokalisation von FAX2
und FAX3 im Chloroplasten zu bestimmen. Aufgetragen wurden aufgereinigte, innere und
duBere Chloroplasten Hiillmembranen aus zehn Tagen alten Erbsenbldttern, genauso wie

isolierte Stroma-Proteine und Thylakoidmembranen aus Erbse (siche Abb. 5.6).

oe ie str thy

Abb. 5.6: Subzellulare Lokalisation von
FAX2 und FAX3 in P.sativum. Die

25 —
FAX1 Chloroplasten wurden aus zehn Tagen alten
Erbsenblattern isoliert und in aulere (oe) und

35— innere (ie) Hullmembran, Thylakoid-membran
t FAX2 (thy) und Stroma (str) aufgetrennt. Davon

wurden 10 ug Protein in der SDS-PAGE

25— aufgetrennt und mit Antikérpern gegen Ps-
FAX3 FAX2 und Ps-FAX3 untersucht. Als Kontrollen

dienten das Protein FAX1 in der inneren
Hullmembran der Chloroplasten, das Protein
45 — FBPase OEP16.1 in der &uReren Chloroplasten-
hdllmembran, das Enzym Fructose-1,6-
25 _ bisphosphatase (FBPase) im Stroma und das

LHCP Light-Harvesting Chlorophyll Protein (LHCP)
im Thylakoiden. Die beschrifteten Nummern
geben das Molekulargewicht in kDa an.

o OEP16.1

Der Immunoblot zeigt die Lokalisation von FAX2 als auch FAX3 in der inneren Hiillmembran
von Chloroplasten in Erbse (siche Abb. 5.6). Das vorhergesagte Molekulargewicht fiir die
mature Ps-FAX2 Proteinsequenz betrdgt 27 kDa und fiir Ps-FAX3 16,6 kDa (siehe Tab. 5.2).
Die FAX2 Antikorper detektierten zwei Banden mit einer Grof3e in dem Bereich von 31 bis 32
kDa in der inneren Hiillmembran von P. sativum Chloroplasten. Be1 FAX3 wurde eine
BandengrofB3e von 21 kDa detektiert (sieche Abb. 5.6). Die Lokalisation mit Ps-FAX1 diente als
Kontrolle und zeigte eine Bande bei 25 kDa, wie auch bereits von Li ef al, 2015 mit einer
Bandengrofle von etwa 25 kDa publiziert. Das erwartete Molekulargewicht betrdgt 20,6 kDa
(siehe Tab. 5.2). Damit zeigte der Nachweis mit einem Immunoblot ein etwa 4 bis 5 kDa

groBeres Molekulargewicht der FAX1, FAX2 und FAX3 Proteine als erwartet an.

5.3 Klonierung und Uberpriifung von FAXI - FAX4 RNAi-Linien

In den homozygoten faxI-I und faxI-2 knockout Mutanten fiihrt eine unzureichende
Pollenentwicklung zum Verkleben der Pollen in den Antheren und damit einhergehend zu
keiner Bestdubung der Narbe (Li et al., 2015). Deswegen ist es nicht mdglich Pflanzen der
homozygoten faxi-1 und faxI-2 T-DNA-Insertionslinien zu vermehren und aus diesen Samen

zu gewinnen (Li et al., 2015). Zur Erzeugung von homozygoten fax! Mutanten, wurden
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heterozygote Pflanzen fiir das FAXI Gen segregiert und erst mit der Genotypisierung élterer
Pflanzen konnten homozygote fax/ Mutanten identifiziert werden. Jedoch war es damit nicht
moglich den Effekt von FAX1 im frilhen Entwicklungsstadium der Pflanze zu untersuchen,
sodass im Zuge dieser Arbeit {iber eine Agrobakterien vermittelte, stabile Transformation
FAXI-RNAI Linien erzeugt wurden (siche Kap. 4.14). Das RNAi-Konstrukt wird unter einem
35S Promotor exprimiert, der in Pollen und Antheren nicht aktiv ist, und somit keinen Effekt
auf die Pollenentwicklung und Reproduktion ausiibt. Zur Uberpriifung der FAXI-RNAi Linien
in Col-0 wurde der FAXI Transkriptgehalt von vier Wochen alten Rosettenbléttern
verschiedener FAX/-RNAIi Pflanzenlinien aus der T2 Generation mittels qRT-PCR untersucht.
Die Bestimmung des relativen Transkriptgehalts wurde zunédchst mit Primern durchgefiihrt,
welche ndher am N-Terminus binden und das FAX/-RNAi Konstrukt nicht abdecken (siche
Abb. 4.3). Dabei zeigte sich mit den urspriinglichen Primern in den Keimlingen und den
Rosettenblittern der FAX/-RNAi Linien ein Unterschied in der FAX/ Transkriptmenge
abhingig vom Entwicklungsstadium der Pflanze. Die FAX/-RNAIi Linie #10 zeigte sowohl in
Keimlingen, als auch in dem Rosettenblatt-Stadium eine Verringerung der Genexpression. In
Keimlingen der FAX/-RNAIi Linien #10, #13, #17 und #24 wurde im Vergleich zu Col-0 eine
etwa 50%-ige Reduzierung des FAXI Transkriptgehaltes festgestellt. Die Bestimmung des
relativen Transkriptgehalts in den Rosettenblittern von FAX/-RNAi Pflanzen zeigte mit den
urspriinglichen Primern bei den Linien #1, #10 und #14 (86%, 90% und 90% FAXI
Transkriptgehalt) eine leichte Verringerung und bei der Linie #30 mit 22% FAXI Transkript
eine starke Verringerung des FAX/ Transkriptgehaltes im Vergleich zu Col-0 auf.

Um den Effekt des FAXI-RNAI zu iiberpriifen, wurden neue Primer erstellt, welche ndher am
C-Terminus lokalisiert sind und das entsprechende FAX/-RNAi Konstrukt flankieren (sieche
Abb. 4.3) und die relative FAX/ Transkriptmenge bestimmt (siche Abb. 5.7).
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Abb. 5.7: Relativer FAX1 Transkriptgehalt von Pflanzenlinien mit einem FAX7-RNAi Konstrukt.
Die Bestimmung des Transkriptgehaltes erfolgte Uber eine gRT-PCR aus vier Wochen alten
Rosettenblattern verschiedener FAX7-RNAI Pflanzenlinien im wildtypischen Hintergrund Col-0. Zur
Uberpriifung wurden insgesamt 12 Linien (bezeichnet mit # Nr.) aus der T2 Generation untersucht. Bei
der Ernte wurden alle Rosettenblatter von drei Pflanzen pro Linie zu einer Probe vereinigt (n = 1). Fir
die FAX1 Transkriptmessung wurden fir die Linie #1 drei technische Replikate, fur die Linien #10, #12
#13 und #30 zwei technische Replikate gemessen (gezeigt ist der MW+STABW). Die PCR wurde bei
56°C Annealing und mit den FAX1 LC fw new und FAX1 LC rev new durchgefiihrt. Der Transkriptgehalt
wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekilen bestimmt und auf Col-0 normiert.

Bei der Messung der FAX/ Transkriptmenge mit den neu erstellten FAX/ Primern zeigten
10 von 12 untersuchten Linien eine Reduzierung der FAX/ Transkriptmenge im Vergleich zum
Wildtyp Col-0 (siche Abb. 5.7). In den Linien #20 und #30 wurde eine Verminderung des FAX/
Transkriptgehaltes um etwa 40% gemessen, bei den ilibrigen FAX7-RNA1 Linien war der FAX1
Transkriptgehalt um mehr als 50% reduziert (siche Abb. 5.7). In den Linien #15 und #17 konnte
eine 3,3-fach bzw. 1,8-fach hohere FAXI/ Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp
gemessen werden. Somit konnte in den Rosettenblittern der generierten FAX/-RNAi Linien
eine Verringerung der FAXI Genexpression und damit ein knockdown Effekt durch das FAX1-
RNAi-Konstrukt nachgewiesen werden. Von der Aussaat bis zur Samenreife zeigten die

Pflanzen keinen phénotypischen Unterschied im Vergleich zum Wildtyp Col-0.

Ebenfalls wurde der relative FAX2 Transkriptgehalt in den FAX2-RNAi Linien im
wildtypischen Hintergrund Col-0 untersucht (siche Abb. 5.8).
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Abb. 5.8: Relativer FAX2 Transkriptgehalt von Pflanzenlinien mit einem FAX2-RNAi Konstrukt.
Die Bestimmung des Transkriptgehaltes erfolgte lber eine gRT-PCR aus vier Wochen alten
Rosettenblattern verschiedener Pflanzenlinien von FAX2-RNAi im wildtypischen Hintergrund Col-O.
Gezeigt sind die Nummern der untersuchten Linien (bezeichnet mit # Nr.) der jeweiligen Konstrukte
(H=pH7GWIWG2 (I) und B =pB7GWIWG2 (I)) aus der T1 Generation, wobei pro Linie nur eine Pflanze
(n = 1) gemessen wurde. Der Transkriptgehalt wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekilen bestimmt
und auf Col-0 normiert.

Es wurde in allen iberpriiften FAX2-RNAi Linien eine deutliche Senkung der FAX2
Transkriptmenge um etwa 75% im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen (sieche Abb. 5.8).
Phénotypisch zeigten die Pflanze der Linie FAX2/pH #3 einen dicken Stengel. Auch wurden
bei einzelnen Pflanzen die Ausbildung mehrerer Vegetationskegel beobachtet. Jedoch konnten
diese phinotypischen Auspridgungen nicht in der Folgegeneration T2 verifiziert werden und
waren wahrscheinlich durch das Umsetzen der Keimlinge vom Agar-Selektionsmedium auf
Erde bedingt, sodass der knockdown Effekt des FAX2-RNAIi zu keinen Beeintrachtigungen bei

der Pflanzen- und Samenentwicklung fiihrte.

Zusitzlich zu den FAX1 und FAX2 RNAI Linien, wurden im Zuge dieser Arbeit ebenfalls FAX3
und FAX4 RNAIi Linien generiert. Zur Herstellung von Pflanzenlinien mit einem FAXI bis
FAX4 RNAI, wurden entsprechende Konstrukte erstellt (siche Kap. 4.14) und anschlie3end in
den Wildtyp Columbia-0 transformiert. Auch erfolgte eine Transformation des FAX2-, FAX3-
bzw. FAX4-RNAi Konstrukts in heterozygote fax/-1 bzw. faxI-2 Mutanten (siche Tab. 5.3).
Konstrukte mit einer Glufosinat-Resistenz eigneten sich aufgrund der Resistenz auf der

inserierten T-DNA nicht fiir eine Transformation in fax/-1.
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Tab. 5.3: Ubersicht der hergestellten FAX1- bis FAX4-RNAi Linien. Die hergestellten RNAi-
Konstrukte wurden sowohl in den Wildtyp Columbia-0 (Col-0) als auch in heterozygoten fax7-1 und
fax1-2 Pflanzen transformiert und die entsprechende Anzahl an transformierten Pflanzen (bezeichnet
als TO Generation) vermerkt. In der T1 Generation erfolgte die Selektion auf Hygromycin (bei
pH7GWIWG2 (I)) bzw. Glufosinat (bei pB7GWIWG2 (l)). Jede erfolgreich selektierte Pflanze
reprasentiert dabei eine unabhangigen Linie, welche in der T1 Generation (ber eine PCR-
Genotypisierung Uberprift und anschlieBend vermehrt wurde. Abk.: B: pB7GWIWG2 (I),
H: pH7GWIWG2 (1), Linien: erfolgreich selektierte, unabhangige Linien, n/a: nicht untersucht, TO, T1,
T2: Angabe der Generation.

RNAI Plasmid Transformation TO Linien T1/T2
FAX1 H Col-0 4 #1-30
FAX2 H Col-0 4 #1-26
FAX2 B Col-0 3 #1-22
FAX2 H fax1-1 4 #1-8
FAX2 B fax1-2 3 #1-20
FAX2 H fax1-2 1 n/a
FAX3 H Col-0 4 #1-10
FAX3 B Col-0 3 #1-10
FAX3 H fax1-1 3 n/a
FAX3 B fax1-2 6 n/a
FAX4 H Col-0 3 n/a
FAX4 H fax1-1 6 n/a
FAX4 H fax1-2 5 n/a

Die FAXI bis FAX4 RNAi-Konstrukte mit einem entsprechenden pH7GWIWG2 (I) oder
pB7GWIWG2 (I) Plasmid wurden in den Wildtyp Columbia-0 (Col-0) als auch in
heterozygoten faxI-1 und faxI-2 Pflanzen transformiert (siche Tabelle 5.3). Die generierten
FAXI bis FAX4 -RNAI1 Linien wurden in der T1 Generation auf Glufosinat bzw. Hygromycin
selektiert und mittels einer PCR-Genotypisierung auf das entsprechende FAX-RNAi Konstrukt
iiberpriift. Dabei wurden in der T1 Generation unabhidngige Pflanzenlinien identifiziert und
diese zu T2 vermehrt (siche Tabelle 5.3). Die transformierten FAX3-RNAi Konstrukte in
heterozygoten faxI-1 bzw. faxI-2 Linien und die transformierten FAX4-RNAi Linien wurden

in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

Zum Nachweis eines RNA1 Effektes wurde in einigen der FAX/ und FAX2 RNAI1 Linien die
FAXI bzw. FAX2 Transkriptmenge bestimmt (sieche Tab. 5.4).
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Tab. 5.4: Messung der Transkriptgehalte in den FAX7- und FAX2-RNAi Linien. Die hergestellten
RNAi-Konstrukte wurden sowohl in den Wildtyp Col-0 als auch in heterozygote fax7-1 und fax1-2
Pflanzen transformiert. Nach einer erfolgreichen Selektion in der T1 Generation und Uberpriifung mittels
einer PCR-Genotypisierung, wurden unabhangige Linien identifiziert und vermehrt. Uber eine qRT-PCR
wurde der relative FAX1 bzw. FAX2 Transkriptgehalt bestimmt. Die FAX7-RNAi Linien wurden in der T2
Generation auf ihren relativen FAX1 Transkriptgehalt untersucht, bei den FAX2-RNAi Linien wurde in
der T1 Generation der relative FAX2 Transkiptgehalt gemessen. Der Transkriptgehalt wurde relativ zu
10.000 Aktin 2/8 Molekilen bestimmt und auf Col-0 normiert. Abk.: Col-0: Columbia-0, pB: pB7GWIWG2
(I, pH: pH7GWIWG2 (1), T1, T2: Angabe der Generation.

Transformation Generation Linie Transkript [%]
#1 3410
#10 36,19
#12 28 68
#13 2903
#14 44 66
_ #15 326,50
FAX1/pH in Col-0 T2 417 181.14
#20 63,60
#23 34,08
#24 32,02
227 34 80
#30 64,11
#4 5 29
#5 286
#7 3,56
FAXZ/pH in Col-0 T1 #9 4 51
#11 13,58
#13 0,00
#17 7,59
#12 3,04
#13 10,29
FAXZ/pB in Col-0 T1 #14 10M1
#16 6,12
#17 3,28
#2 448
FAXZ2/pH in fax1-1 ™ #5 477
#7 0,00
#4 8,84
_ #9 0,00
FAX2/pB in fax1-2 T1 417 0.00
#18 16,61
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Die generierten FAXI-, FAX2-, FAX3- bzw. FAX4-RNAi Konstrukte wurden in den Wildtyp
Col-0 transformiert und dabei aus jeder erfolgreich selektierten Pflanze eine unabhéngige Linie
gewonnen (siche Tab. 5.3). Die FAXI/-RNAIi Linien wurden in der T2 Generation iiber eine
gRT-PCR auf den relativen FAXI Transkriptgehalt in Rosettenbldttern iiberpriift und fiir die
Messung neue Primer erstellt. Uber die Messung des FAX Transkriptgehaltes konnte in 10 von
12 Pflanzen eine Reduzierung im Vergleich zu Col-0 nachgewiesen werden (siehe Tab. 5.4,
Abb. 5.7). Bei den Pflanzenlinien mit einem FAX2-RNAi Konstrukt wurde iiber die
Bestimmung des FAX2 Transkriptgehaltes in Rosettenblittern der T1 Generation in allen
untersuchten Linien eine Senkung der FAX2 Transkriptmenge nachgewiesen (siche Tab. 5.4,
Abb. 5.8). Somit konnte in den transformierten FAX7 und FAX2 RNAI Linien ein reduzierender
Effekt auf der Transkriptebene nachgewiesen werden, jedoch zeigten die untersuchten Pflanzen

keinen vom Wildtyp Col-0 abweichenden Phénotyp.

5.4 Charakterisierung der fax2 und fax3 Einzel- und fax2/3 Doppelmutanten

Nachdem durch die Untersuchung der FAX2-RNAi Pflanzen in mehreren Linien zwar ein
knockdown Effekt nachgewiesen wurde, jedoch kein Phidnotyp wéhrend der
Pflanzenentwicklung festgestellt werden konnte, wurden die fax2-1 (FLAG 426D07) und
fax3-1 (FLAG_454B11) T-DNA Insertionslinien ndher untersucht. Diese wurden zur besseren
Keimung auf MS-Agarmedium ausgesit und anschlieBend zur Samenproduktion auf Erde
iberfiihrt und genotypisiert. Zur Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinien fax2-1 und
fax3-1 wurden Oligonukleotid-Primer entworfen (sieche Abb. 5.9), welche die T-DNA-
Insertionen flankieren. Die Genotypisierung der 24 erhaltenen Samen der fax2-1 T-DNA
Insertionsmutante ergab 12 wildtypische Pflanzen ohne eine T-DNA Insertion, 6 heterozygote
Pflanzen (T-DNA Insertion auf einem Allel) und 6 homozygote Pflanzen (T-DNA Insertion auf
beiden Allelen). Die Primer zur Genotypisierung wurden ebenfalls zur Sequenzierung genutzt,

um die Lokalisation der T-DNA in dem FAX2- bzw. FAX3 Gen zu bestimmen (siche Abb. 5.9).
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Abb. 5.9: Schematische Darstellung der T-DNA Insertion in FAX2 und FAX3 und Verifikation der
Insertion iiber PCR-Genotypisierung. (A) Das FAX2 Gen (At2g38550) ist 4300 bp lang und besteht
aus sechs Exons (schwarze Pfeile). Bei der T-DNA Insertionslinie fax2-1 (FLAG_426D07) ist die T-DNA
(dargestellt als Dreieck) am Ende des ersten Exons an der Position +233 bp lokalisiert. Gezeigt ist die
Position, Orientierung und Name der Gen- und T-DNA-spezifischen Primer zur Genotypisierung und
Sequenzierung. (B) Das FAX3 Gen (At3g43520) ist 3850 bp lang und besteht aus drei Exons (schwarze
Pfeile). Bei der T-DNA Insertionslinie fax3-1 (FLAG_454B11) ist die T-DNA (dargestellt als Dreieck) im
5°-UTR Bereich 23 bp vor dem ersten Exon lokalisiert. Gezeigt ist die Position, Orientierung und Name
der Gen- und DNA-spezifischen Primer zur Genotypisierung und Sequenzierung.

Zum Nachweis der genomische Sequenz von FAX2 in den fax2-1 Mutanten wurden die Primer
At-FAX2 LC-NT fw und rev verwendet mit einem PCR-Produkt von 595 bp (siehe Abb. 5.9).
Fiir die fax3-1 Mutanten wurden die Primer fax3 LPnew und fax3 RP mit einem PCR-Produkt
von 335 bp verwendet (siche Abb. 5.9). Zum Nachweis der T-DNA Insertion wurde der
genspezifische Primer At-FAX2 LC-NT fw bzw. fax3 LPnew und der T-DNA spezifische
Primer Tag5 1JPB verwendet (PCR Produkt bei fax2-1 466 bp und bei fax3-1 536 bp). Die
genomischen Primer liegen dabei auBerhalb der T-DNA Insertionsstelle, der T-DNA
spezifische Primer liegt an der "Left Border’ (LB) der T-DNA (siehe Abb. 5.9). Die T-DNA
Insertion in homozygoten Mutanten flihrt zu einem Transkriptverlust von FAX2 bzw. FAX3,
welches mittels einer RT-PCR iiberpriift wurde (sieche Abb. 5.9). Beide T-DNA
Insertionslinien, fax2-1 und fax3-1, haben den Okotyp Wassilewskija (Ws-4) als Wildtyp. Von
der Aussaat bis zur Samenreife konnte unter Standardbedingungen bei den homozygoten
Pflanzen kein vom Wildtyp abweichender Phinotyp festgestellt werden. Darauthin wurden die
Pflanzen der heterozygoten fax2-1 Linie #18 und #21 und fiir fax3-1 Linie #14 und #17 auf ihre
Segregation untersucht (siehe Tab. 5.5). Dazu wurden Samen auf Agarmedium ausgesit, unter

Langtags-Bedingungen angezogen und der Keimling im Alter von vier Wochen genotypisiert.
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Tab. 5.5: Segregation von heterozygoten fax2-1 und fax3-1 Einzelmutanten. Die Untersuchung der
vier Wochen alten Keimlinge erfolgte durch PCR- Genotypisierung. Gezeigt ist die Anzahl der
ausgesaten Samen (Nr. Aussaat), davon die Anzahl der nicht gekeimten Samen, Keimlingen mit einem
verminderten Wachstum und nicht funktionierender (n.f.) DNA Isolierung oder PCR. Das Ergebnis zur
Segregation bezieht sich auf alle erfolgreich genotypisierten Keimlinge mit den Genotypen: homozygot
(ho) fur die T-DNA Insertion auf beiden Allelen, heterozygot (he) fiir die T-DNA Insertion auf einem Allel
und der riicksegregierte Wildtyp (wt) ohne eine T-DNA Insertion in FAX2 bzw. FAX3. Die obere Zeile
zeigt die absolute Anzahl, die untere Zeile die Prozentangaben (%) an.

Pflanzenlinien Nr. n. Kl. n.f. M ho he wt
Aussaat gekeimt Phdnotyp DNA/PCR | PCR
177 9 0 22 146 42 65 39
fax2-1
% 51 0,0 12,4 % 28,8 44,5 26,7
146 2 4 22 122 28 45 49
fax3-1
% 1,4 2,7 15,1 % 23,0 36,9 40,2

Fiir fax2-1 wurden 177 Samen ausgesit, wobei davon 5,1% nicht gekeimt sind und bei 12,4%
der Proben die DNA-Isolierung oder PCR-Genotypisierung nicht funktioniert hatte (siche
Tab.5.5). Es gab keine Pflanzen mit einem auffillig kleinem Phénotyp. Das
Segregationsergebnis zeigte eine genotypische Verteilung von 28,8% homozygote, 44,5%
heterozygote und 26,7% wildtypischen Nachkommen (siehe Tab. 5.5). Fiir fax3-1 wurden 146
Samen ausgesit, wovon 1,4% nicht gekeimt waren und bei 15,1% der Proben die DNA-
Isolierung oder PCR-Genotypisierung nicht funktioniert hatte (siche Tab. 5.5). Dabei zeigten
2,7% der Keimlinge einen kleinen Phéinotyp. Das Segregationsergebnis zeigte eine
genotypische Verteilung von 23,0% homozygoten, 36,9% heterozygoten und 40,2%
wildtypische Nachkommen (siehe Tab. 5.5). Die Segregation der heterozygoten fax2-1 und
fax3-1 Mutanten verlief annidhernd zu einer mendelschen Verteilung mit 25% homozygoten

Nachkommen.

Um einen Hinweis auf eine mogliche Funktion von FAX2 und FAX3 zu bekommen, wurden
die Einzelmutanten auf eine Regulation durch weitere FAX Gene auf Expressionsebene iiber
eine qRT PCR iiberpriift (siche Abb. 5.10 fiir fax2-7 und Abb. 5.11 fiir fax3-1). Dafiir wurden
die homozygoten fax2-1 Linie #1 und fax3-1 Linie #13, beide aus der TS5 Generation, unter
Langtangs-Bedingungen angezogen und bei der Ernte je drei Rosetten zu einer Probe vereint.
Die daraus gewonnene RNA wurde iiber reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und
anschlieBend der Transkriptgehalt mit den entsprechenden Oligonukleotiden (siche Abb. 4.3)
in einer qRT-PCR {iberpriift. Als Kontrolle diente fiir fax2-1 der riicksegregierte Wildtyp Linie
#9 und fiir fax3-1 der riicksegregierte Wildtyp Linie #5, ebenfalls beide aus der TS Generation
(sieche Abb. 5.10 fiir fax2-1 und Abb. 5.11 fiir fax3-1).
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Abb. 5.10: Quantifizierung der FAX Transkriptgehalte in der homozygoten fax2-1 Mutante. Die
Bestimmung des Transkriptgehaltes erfolgte Uber eine gRT-PCR aus vier Wochen alten
Rosettenblattern von homozygoten fax2-1 Pflanzen. Dabei wurden je 3 Pflanzen zu einer Probe
vereinigt und von jeder Probe drei technische Replikate gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert von n = 3
+STABW. Der Transkriptgehalt wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekulen bestimmt und auf Col-0
normiert. Die Signifikanz ist im Vergleich zum Wildtyp Col-0 angegeben (*: p < 0.05, **: p < 0.01, nach
student’s t-test).

Die homozygote fax2-1 Mutante wurde iiber die Bestimmung des FAX2 Transkriptgehaltes
nochmals als eine knockout Mutante bestitigt und in dieser Verdnderungen der FAX
Transkriptgehalte gemessen (siche Abb. 5.10). Bei einem Verlust von FAX2 war der
Transkriptlevel von FAX4 2-fach, FAX5 2,8-fach, FAX6 4,1-fach und FAX7 2,5-fach h6her im
Vergleich zum Wildtyp Col-0 (siche Abb. 5.10). Bei FAX] wurde mit etwa 1,4-fach ein leicht
hoherer, jedoch nicht signifikanter, Transkriptgehalt im Vergleich zum Wildtyp gemessen
(siehe Abb. 5.10). In der homozygoten fax2-1 Mutante wurde keine Verdnderung der FAX3
Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp festgestellt (siehe Abb. 5.10).

Ebenso wurde die homozygote fax3-1 Einzelmutante iiber eine qRT-PCR auf die FAX
Transkriptgehalte iiberpriift (siche Abb. 5.11).
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Abb. 5.11: Quantifizierung der FAX Transkriptgehalte in der homozygoten fax3-1 Mutante. Die
Bestimmung der Transkriptgehalte erfolgte tiber eine qRT-PCR aus vier Wochen alten Rosettenblattern
von homozygoten fax3-1 Pflanzen. Dabei wurden je 3 Pflanzen zu einer Probe vereinigt und von jeder
Probe drei technische Replikate gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert von n = 3 +STABW. Der
Transkriptgehalt wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekulen bestimmt und auf Wildtyp Col-0 normiert.

Die homozygote fax3-1 Mutante wurde iiber die Bestimmung des FAX3 Transkriptgehaltes
nochmals als eine knockout Mutante verifiziert. Jedoch wurden keine Anderungen der FAX
Transkriptgehalte im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen (siehe Abb. 5.11). Somit schien der
Verlust von FAX3 keinen Effekt auf die Transkriptmenge der anderen FAX Gene zu haben.
Damit zeigte die Untersuchung der fax2-1 und fax3-1 T-DNA Insertionsmutanten keine
Auffilligkeiten bei der Pflanzenentwicklung der homozygoten Pflanzen und keine
nennenswerten Unterschiede der heterozygoten Pflanzen bei der Segregation. Die
Transkriptuntersuchung der FAX Gene in der homozygoten fax2-1 Einzelmutante ergab eine
Erhohung der Transkriptmengen von FAX4, FAX5/6 und FAX7, wogegen in den
Rosettenblittern von homozygoten fax3-I Einzelmutanten keine Transkriptinderung der

restlichen FAX Gene nachgewiesen werden konnte.

Wihrend der Pflanzenentwicklung konnten durch die Deletion von entweder FAX2 oder FAX3
alleine kein abweichender Phinotyp vom Wildtyp festgestellt werden, deswegen wurden
fax2/fax3 Doppelmutanten, Pflanzenlinien mit beiden ausgeschalteten Genen, erzeugt. Aus der
Kreuzung von homozygoten fax2-1 (Linie #18 und #21) mit homozygoten fax3-1 (Linie #4)
Pflanzen wurden fax2/3 Doppelmutanten generiert und durch Genotypisierung in der F3
Generation die Linien #2 und #8 als homozygot fiir fax2 und fax3 bestétigt. Die Wildtyp Linien
#4 und #10 wurden in der F3 Generation iiber PCR-Genotypisierung iiberpriift und vermehrt.
Phénotypische Untersuchungen der homozygoten fax2/3 Linie #8 unter Normalbedingungen
ergaben keinen phinotypischen Unterschied zum Wildtyp Linie #10 (siehe Tab. 5.6). Um einen
moglichen Effekt der FAX2/FAX3 Deletion auf der Expressionsebene zu untersuchen, wurden
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die homozygoten fax2-1/3-1 Doppelmutanten Linie #8 mit dem entsprechenden
riicksegregierten Wildtyp Linie #10 auf die Expression der sieben FAX Gene in vier Wochen
alten Rosettenblittern iiber eine QRT-PCR iiberpriift (siche Abb. 13.5). Uber die Bestimmung
der FAX2 und FAX3 Transkriptgehalte konnte in der homozygoten fax2/3 Doppelmutante der
Verlust von FAX2 und FAX3 auf Transkriptebene bestdtigt werden. Die FAX Transkriptmenge
in der homozygoten fax2/3 Doppelmutante wurde einmalig und mit einer geringen Anzahl an
Pflanzen untersucht und dabei keine relevanten Verdnderung der FAX Transkriptgehalte im

Vergleich zum Wildtyp festgestellt (sieche Abb. 13.5).

5.4.1 Phéanotypisierung der fax2 und fax3 Mutanten unter Kurztags-Bedingungen

Zur Charakterisierung der homozygoten fax2-1 und fax3-1 Einzelmutanten sowie der
homozygoten fax2/3 Doppelmutanten wurde die Pflanzenentwicklung bei einer kurzen
Lichtperiode iiberpriift. Dazu wurden Pflanzen der homozygoten fax2-1 Einzelmutante (Linien
#12, #19, #21 und #23) mit dem dazugehdrigen riicksegregierten Wildtyp (Linien #3, #6, #7
und #10), homozygote fax3-1 Einzelmutanten (Linien #13 und #18) mit dem riicksegregierten
Wildtyp Linie #2 und #5 sowie homozygote fax2/3 Doppelmutanten (Linie #8) und
entsprechendem Wildtyp (Linie #10) auf Erde ausgesit und bei acht Stunden Licht angezogen
(siche Abb. 5.12, Tab. 5.6). Die ausgewdhlten T-DNA Insertionslinien hatten als Wildtyp den
Okotyp Ws-4, weswegen FAX2-RNAi (Linien #H5, #H7, #H16 und #B12) im Wildtyp Col-0
zur Kontrolle herangezogen wurden. Phénotypische Untersuchungen zeigten nach etwa acht
Wochen unter Kurztag keinen Unterschied bei den homozygoten fax3-1 Einzelmutanten und
der fax2/3 Doppelmutanten (siche Tab. 5.6). Dagegen war bei einigen Pflanzen der fax2-1
Mutante ein Unterschied in der Blattfarbe und Struktur erkennbar (siehe Abb. 5.12).
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Abb. 5.12: Phénotypisches Erscheinungsbild einiger Pflanzen der homozygoten fax2-1 Mutanten
nach acht Wochen unter Kurztag. Gezeigt sind (A) der Habitus und (B) die Rosettenblatter von acht
Wochen alten fax2-1 Mutanten (fax2) und entsprechendem riicksegregiertem Wildtyp (wt) auf Erde
unter Kurztags-Bedingungen. (C) Zeigt einen mikroskopischen Querschnitt eines eingerollten
Rosettenblattes. Die schwarzen Pfeile markieren phanotypische Unterschiede in Zellen des
Palisadenparenchyms.

Nach etwa acht Wochen konnte unter Kurztags-Bedingungen ein phianotypischer Unterschied
bei einigen Pflanzen der fax2-1 Mutanten im Vergleich zum riicksegregierten Wildtyp
beobachtet werden (sieche Abb. 5.12). Die Rosettenblétter waren dabei hellgriin bis gelblich und
an den Seiten stirker eingerollt als beim Wildtyp (siehe Abb. 5.12, Tab. 5.6). Mikroskopische
Untersuchungen an eingerollten Rosettenblittern zeigten stark eingedriickte Zellen im
Palisadenparenchym in der fax2-1 Mutante im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abb. 5.12). Die
FAX2-RNAIi Pflanzen in Col-0 sowie der riicksegregierte Wildtyp von fax2-1 zeigten jedoch
keinen Phénotyp, was zu der Idee einer moglichen Hintergrundmutation durch eine T-DNA
Insertion in fax2-1 Mutanten gefiihrt hat. Um Pflanzen mit einer mdglichen T-DNA Insertion
im genetischen Hintergrund zu identifizieren, erfolgte eine Aussaat der zu testenden Linien auf
Erde unter Langtags-Bedingungen und eine anschlieBende PCR-Genotypisierung (sieche
Tab. 5.6, Abb. 5.13). Dabei wurde auf phianotypische Merkmale wie GroBe der Rosettenblitter,
Gelb- und Braunfirbung der Blétter und auf das Einrollen der Blétter geachtet (siche Tab. 5.6).
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Tab. 5.6: Uberpriifung der Pflanzenlinien auf eine mogliche T-DNA Hintergrundinsertion.
Untersucht wurden homozygote fax2-1 und fax3-1 Einzelmutanten sowie fax2/3 Doppelmutanten mit
jeweils den entsprechenden ricksegregierten Wildtypen sowie FAX2-RNAi Linien im wildtypischen
Hintergrund Col-0. Die Phanotypisierung erfolgte unter Kurztags- und Langtagsbedingungen. Unter
Kurztag wurden die Samen der homozygoten fax2-1 Mutante und des ricksegregierten Wildtyps als
eine Mischung von vier Pflanzenlinien ausgesat. Manche Pflanzenlinien wurden jeweils nur unter
Kurztag oder Langtag phanotypisiert und sind entsprechend als nicht phanotypisiert vermerkt (-).
Pflanzenlinien mit einem auffalligen Phanotyp wurden nicht weiter vermehrt. Abk.: gr: gro3, griin, ho:
homozygot, Pfl. untersch.: Pflanzen unterschiedlich, WT: Wildtyp.

Phéanotyp
Mutante Linie Generation Kurztag Langtag
#3 #6 #7 #10 T4 gr -
#1 T4 - ar
fax2 (WT)
#2 T4 - gr
#3 T4 - klein
#12 #19 #21 #23 T4 hellgriin-gelb, eingerollt -
#9 T5 - ar
#12 T4 - Pfl. untersch.
fax2 (ho)
#18 T4 - ar
#19 T4 - klein, gelb
#23 T4 - klein, gelb
#2 T4 r r
fax3 (WT) g 9
#5 T5 ar PAl. untersch.
#13 T5 r r
fax3 (ho) g g
#18 T4 gr gr
fax2/3 (WT) #10 F3 gr ar
fax2/3 (ho) #8 F3 gr ar
#H5 T2 ar -
. #H7 T2 ar -
FAX2 RNAI
#H16 T2 gr -
#B12 T2 ar -

Bei der Aussaat unter Kurztag wurde flir die homozygote fax2-1 Mutante eine Mischung der
Linien #12, #19, #21 und #23 verwendet und es zeigten sich bei einigen Pflanzen hellgriine bis
gelbliche Blitter, welche am Rand eingerollt waren (siehe Abb. 5.12, Tab. 5.6). Die Pflanzen
des entsprechenden riicksegregierten Wildtyps Linien #3, #6, #7 und #10 zeigten keinen
auffilligen Phianotyp und hatten groBe, griine Blitter (sieche Abb. 5.12, Tab. 5.6). Unter der
Anzucht bei Langtag zeigten die Pflanzen der homozygoten fax2-1 Linie #9 und Linie #18
keine Auffilligkeiten, wogegen bei Linie #12 die Pflanzen einen unterschiedlich ausgeprégten
Phénotyp aufwiesen und bei Linie #19 und #23 die Pflanzen klein und gelb waren (sieche
Tab. 5.6). Die homozygoten fax2-1 Linien #9 und #18, welche keinen auffélligen Phénotyp
zeigten, wurden vermehrt und die Linien #12, #19 und #23 aufgrund eines auffilligen
Phénotyps vor der Samenreife aussortiert. Beim riicksegregierten Wildtyp der fax2-1 Pflanzen
zeigte die Linie #1 und Linie #2 keine Auffilligkeiten und die Pflanzen hatten grof3e, griine

Blitter, wihrend die Pflanzen der Linie #3 einen kleinen Phinotyp aufwiesen (siehe Tab. 5.6).
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Nach einer Uberpriifung durch eine PCR-Genotypisierung wurden bei zwei Pflanzen der fax2-1
WT Linie #3 eine T-DNA Insertion nachgewiesen (siche Abb. 5.13), sodass die Pflanzenlinie
#3 vor der Samenreife aussortiert wurde. Bei der homozygoten fax3-1 Mutante zeigten unter
der Anzucht bei Kurztag und Langtag die Linien #13 und #18 keine Auffilligkeiten und wurden
deswegen vermehrt (siche Tab. 5.6). Die Pflanzen der Linie #5 des riicksegregierten Wildtyps
der fax3-1 Mutanten zeigten einen unterschiedlich ausgeprigten Phidnotyp bei Langtags-
Bedingungen und wurden deswegen aussortiert (siche Tab. 5.6). Fiir die homozygote fax2/3
Doppelmutante wurden die Linie #8 und der entsprechende riicksegregierten Wildtyp Linie #10
iiberpriift, dabei kein abweichender Phadnotyp und keine T-DNA Insertion im Wildtyp
festgestellt, und die Pflanzen dementsprechend vermehrt (siche Tab. 5.6).

Die Uberpriifung einer T-DNA Insertion erfolgte mittels der PCR-Genotypisierung. Dafiir
wurden fiir den Vektor pGKBS T-DNA (INRA, Versailles, Frankreich) spezifische Primer
erstellt und die Linien der homozygoten fax2-1 Einzelmutante sowie der fax2/3 Doppelmutante
und den entsprechenden riicksegregierten Wildtypen iiber eine PCR auf eine mogliche T-DNA
Hintergrundinsertion liberpriift (siche Abb. 5.13). In den homozygoten Linien der untersuchten
fax2-1 Einzel- und fax2/3 Doppelmutanten wurde eine T-DNA Insertion nachgewiesen, wobei
mit dieser Uberpriifung nicht zwischen der T-DNA Insertion im Wunschgen oder im
Hintergrund unterschieden werden konnte. Bei zwei Pflanzen des riicksegregierten fax2-1
Wildtyps Linie #3 konnte eine spezifische Bande bei der erwarteten Produktldnge von 432 bp
detektiert und damit eine T-DNA Insertion im Hintergrund nachgewiesen werden (siehe

Abb. 5.13).
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Abb. 5.13: Uberpriifung einer T-DNA Insertion mittels einer PCR-Amplifizierung. Zum Nachweis
einer moglichen T-DNA Insertion im Hintergrund der riicksegregierten Wildtypen von fax2-1
Einzelmutanten wurden aus vier bis sechs Wochen alten Rosettenblattern die DNA isoliert und eine
PCR mit den Primern T-DNA fw und rev bei einer Annealingtemperatur von 60°C und einer erwarteten
Amplifikatgrofie von 432 bp (schwarzer Pfeil) durchgefihrt. Auf Spur 1 bis Spur 5 sind die PCR-Produkte
der untersuchten Pflanzen des riicksegregierten Wildtyps der Linie #2 und auf Spur 6 bis Spur 15 der
Linie #3 dargestellt. Der DNA GroRenmarker (M) EasylLadder | von BioCat GmbH (Heidelberg) zeigt die
StandardgroRen in bp auf einem 2%-igen Agaraosegel an.

Die Auftrennung auf einem Agarosegel zeigte in der Linie #2 des riicksegregierten Wildtyps
von fax2-1 Mutante keine spezifischen und nur schwache unspezifische Banden, sodass in
diesen iiberpriiften Pflanzen keine T-DNA Insertion im Hintergrund vorlag (siehe Abb. 5.13).
In der Linie #3 des riicksegregierten Wildtyps der fax2-1 Mutante konnte bei zwei Pflanzen
(Spur 14 und Spur 15) eine spezifische Bande bei einer erwarteten Amplifikatgrée von 432 bp
und somit eine T-DNA Hintergrundinsertion nachgewiesen werden (siche Abb. 5.13). Die
iibrigen untersuchten Pflanzen der Linie #3 zeigten unspezifische Banden mit einer Grof3e von
100-650 bp. Die Pflanzenlinien mit einem auffélligen Phénotyp und/oder einer T-DNA
Hintergrundinsertion wurden nach der Genotypisierung aussortiert und vor der Samenernte
entsorgt. Der vermeintliche fax2-1 Phinotyp unter Kurztags-Bedingungen wurde demnach
durch eine Hintergrundmutation durch eine T-DNA Insertion in ein unbekanntes Gen

hervorgerufen.

5.5 Charakterisierung unter Kiiltestresshedingungen

Wihrend der Kélteakklimatisierung werden mehr Galaktolipide, wie MGDG und DGDG, als
Kalte- und Frostschutz in die chloroplastiddren Lipidmembranen eingebaut (siche Kap. 1.4.2).
Bei diesem Lipidremodeling konnten die FAX Proteine moglicherweise eine Funktion
ibernehmen. Voruntersuchungen mit homozygoten fax/-I and fax/-2 T-DNA
Insertionsmutanten zeigten bei Kailte ein beeintrdchtigtes Pflanzenwachstum, sodass im

weiteren Verlauf der Arbeit auch fax3-1 T-DNA Insertionsmutanten und fax2/3
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Doppelmutanten auf die Pflanzenentwicklung bei Kaélte und ihre Fahigkeit zur
Kalteakklimatisierung iiberpriift wurden. Zur Untersuchung wurden fax3-1 Einzelmutanten
(homozygote Linie #13 aus der T4 Generation) und fax2/3 Doppelmutanten (homozygote Linie
#8 und wildtypische Linie #10, beide aus der F3 Generation) herangezogen, auf Erde ausgesit
und vier Wochen unter Kurztags-Bedingungen bei 20°C angezogen. Um die Frosttoleranz der
Blitter der fax3 und fa2/3 Mutanten mit und ohne vorhergehender Kélteakklimatisierung zu
untersuchen, wurden sechs Pflanzen pro Linie fiir fiinf Tage bei 4°C akklimatisiert und je sechs
Pflanzen bei 20°C weiter wachsen gelassen. AnschlieBend wurde in den Bléttern, aus fiinf
Pflanzen pro Linie und Temperaturbedingung, die Durchlédssigkeit der Pflanzenmembran fiir
Ionen bei einer Temperatur von bis zu -6°C iiber die Messung der elektrische Leitfdhigkeit

bestimmt (siche Abb. 5.14).
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Abb. 5.14: Elektrische Konduktivitat bei kidlteakklimatisierten fax2/3 Doppelmutanten. Die fax3-1
und fax2/3 Mutanten wurden unter Kurztags-Bedingungen (10h Licht) bei konstant 20°C fur vier Wochen
angezogen. Danach wurden sechs Pflanzen einer Linie fur finf Tage bei 4°C akklimatisiert und je sechs
Pflanzen als Kontrolle bei 20°C kultiviert. Die Messung der elektrischen Konduktivitat zeigt die
Durchlassigkeit der Membran fur lonen in Rosettenblattern. Dazu wurde je ein Rosettenblatt von funf
Pflanzen einer Linie verwendet. Die maximale Durchlassigkeit entspricht 100%. Gezeigt ist der
Mittelwert von n = 5 £STABW.

Alle untersuchten Pflanzenlinien konnten sich gut an die Kaélte akklimatisieren und zeigten
kleine Unterschiede bei der elektrischen Konduktivitit (bei fax2/3 Wildtyp waren es 43%, bei
den homozygoten fax2/3 Doppelmutante 37% und bei der fax3-1 Einzelmutante 42%
Durchldssigkeit der Ionen) (siche Abb. 5.14). Wihrend der Kélteakklimatisierung wurde die
Fluiditdt der Membranen zum Schutz vor Kélte erhoht, sodass beim Schockfrieren weniger
Ionen durch die Membranen diffundierten. Ohne eine vorangegangene Kélteakklimatisierung
bei konstant 20°C, wurden die Membranen durch Frost stiarker geschadigt und es diffundierten
etwa 18 bis 34% mehr Ionen aus der Pflanzenzelle (bei fax2/3 Wildtyp 64%, bei den
homozygoten fax2/3 Doppelmutante 71% und bei der fax3-1 Einzelmutante 60%) (siehe
Abb. 5.14). Die Pflanzenanzucht und die Messung der elektrischen Konduktivitit erfolgten in
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der Abteilung der Pflanzenphysiologie unter der Leitung von Prof. Neuhaus an der

TU Kaiserslautern.

Der Vorversuch zeigte, dass nach einer kurzen Kélteperiode von fiinf Tagen die homozygoten
fax3-1 Einzelmutanten sowie die homozygoten fax2/3 Doppelmutanten gut an die Kilte
angepasst waren. Deswegen wurde die Pflanzenentwicklung der homozygoten fax2-1 und
fax3-1 Einzelmutanten sowie der fax2/3 Doppelmutante unter einer ldngeren Kélteperiode
untersucht. Da die Pflanzen der homozygoten fax/-1 and faxi-2 T-DNA Insertionsmutanten bei
Kiltevorversuchen bei einer Anzucht von konstant 10°C einen Phédnotyp gezeigt hatten,
aufgrund der ménnlichen Sterilitét jedoch keine homozygoten Nachkommen vermehrt werden
konnten, wurden auch FAXI-RNAi und FAX! Uberexpressions Linien herangezogen. In der
ersten Versuchsreihe wurde die FAX/-RNAi Linie #12 aus der T3 Generation und die 200-fach
starke FAX1 Uberexpressionslinie #4 aus der T6 Generation zusammen mit dem Wildtyp Col-0
und die homozygote fax3-1 Linie #13 (T5 Generation) mit dem entsprechenden,
riicksegregierten fax3-1 WT #2 (T4 Generation) untersucht (siche Abb. 5.15). Zusétzlich wurde
die FAXI/ABCA9 Uberexpressioslinie #3.1 aus der T3 Generation fiir die phinotypische
Untersuchung unter Kéltebedinungen herangezogen. Das ABCA9 Protein gehort zur Familie
von ABC-Transportern der Unterfamilie A (Kang et al., 2011), ist in der ER Membran
lokalisiert und wird wéhrend der Samenentwicklung bei der TAG Akkumulierung exprimiert
und ist somit in den Fettsdure/Acyl-CoA Import ins ER involviert (Kim et al., 2013). Zunéchst
erfolgte die Voranzucht fiir 28 Tage unter Langtags-Bedingungen und danach wurden die
Pflanzen fiir den Kailtestress bei 4°C gestellt. AnschlieBend wurde eine initiale
Phinotypisierung der Mutanten bei Kélte durchgefiihrt und auf Unterschiede bei der
Ausbildung der Rosettenblétter geachtet (siche Abb. 5.15).
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Abb. 5.15: Reprasentativer Phanotyp der untersuchten Mutanten unter Kilte. Gezeigt ist die
Rosette von jeweils einer Pflanze nach 1, 24, 32 und 43 Tagen auf Erde unter Kalte, die den Mittelwert
des Erscheinungsbildes aller Pflanzen einer Linie reprasentiert. Der entsprechende Wildtyp der FAX1-
RNAI-, der FAX1 Uberexpressions- sowie der FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie, ist Col-0. Die
homozygoten fax3-1 Mutanten wurden mit dem entsprechenden, ricksegregierten fax3-1 Wildtyp
verglichen. Dabei wurden folgenden Linien untersucht: Col-0 (n=8), FAX7-RNAi (n=10), FAX1
Uberexpressionslinie (n=10), FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie (n=7), fax3-1 WT und
homozygote fax3-1 (je Linie n=10).
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Unter Kiltebedingungen zeigten die Pflanzen der FAX/-RNAI Linie #12 einen vergleichbaren
Phénotyp zum Wildtyp Col-0 mit einer Gelbfarbung und einem Einrollen der &uf3eren, dlteren
Rosettenblitter und einer leichten Rotfirbung der jiingeren Rosettenblitter sowie eine
dunkelrote Knospung an (sieche Abb. 5.15). Bei den Pflanzen der FAX! Uberexpressionslinie
#4 und der FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie #3.1 konnten ebenfalls gelbe, duBere
Blétter nachgewiesen werden sowie ein leichtes Einrollen der dlteren Blitter (siche Abb. 5.15).
Die Pflanzen der homozygoten fax3-1 Mutante Linie #13 zeigten mit andauernder Kélteperiode
sowohl grofle, breite Rosettenblitter, als auch liberwiegend eingerollte Blétter dhnlich zum

ricksegregierten Wildtyp Linie #2 an (sieche Abb. 5.15).

Ebenfalls wurde die Pflanzenentwicklung der homozygoten fax2-1 Einzel- und fax2/3
Doppelmutanten unter den bereits beschriebenen Kéiltebedinungen untersucht und dazu die
homozygote fax2-1 Linie #9 aus der T6 Generation mit dem entsprechenden, riicksegregierten
Wildtyp fax2-1 WT #2 aus der TS5 Generation und fiir die homozygoten fax2/3 Doppelmutante
die Linie #8 mit dem entsprechenden fax2/3 WT #10, beide aus der F4 Generation,
herangezogen (siehe Abb. 5.16).
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Abb. 5.16: Repréasentativer Phdnotyp der untersuchten fax2 und fax2/3 Mutanten unter Kalte.
Gezeigt ist die Rosette von jeweils einer Pflanze nach 1, 16, 29 und 66 Tagen auf Erde bei 4°C, die den
Mittelwert des Erscheinungsbildes aller Pflanzen einer Linie reprasentiert. Untersucht wurden
homozygote fax2-1 knockout Mutanten und, durch Kreuzung von homozygoten fax2-1 und fax3-1
Einzelmutanten, generierte homozygote fax2/3 Doppelmutanten mit dem entsprechenden,
ricksegregierten Wildtypen. Dabei wurden folgende Linien untersucht: fax2-1 WT und homozygote
fax2-1 (je Linie n=12), der riicksegregierte fax2/3WT (n=11) und die homozygote fax2/3 Doppelmutante
(n=10). Der Vergleich der homozygoten fax2-1 und fax2/3 Linien erfolgte zum entsprechenden
ricksegregierten Wildtyp.

Der Vergleich der Pflanzen der homozygoten fax2-1 knockout Mutanten der Linie #9 mit den
entsprechenden riicksegregierten Wildtyp #2 zeigten kaum phénotypische Unterschiede. In
beiden Mutanten waren grofle, griine Rosettenbldtter zu erkennen, die in der homozygoten
fax2-1 Mutanten nach einer ldngeren Kilteperiode etwas stirker eingerollt waren (siche
Abb. 5.16). Bei der homozygoten fax2/3 Doppelmutante Linie #8 und dem entsprechenden
Wildtyp #10 konnten ebenfalls keine ersichtlichen phénotypischen Unterschiede wéhrend der
Pflanzenentwicklung festgestellt werden. Sowohl die élteren, als auch die jlingeren

Rosettenblitter zeigten keine Anzeichen von Kélteschéden (siehe Abb. 5.16).
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Zum besseren Vergleich der Pflanzen wurde nach 42 Tagen unter der Anzucht bei 4°C der

Rosettendurchmesser der Pflanzen jeder Linie bestimmt und graphisch gegeniibergestellt (siche
Abb. 5.17).
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Abb. 5.17: Graphische Darstellung des Rosettendurchmessers der untersuchten Mutanten nach
42 Tagen unter Kalte. Dargestellt ist die mediane Verteilung der Rosettendurchmesser in cm
(Messgenauigkeit der Schieblehre 0,1 mm) unter der Anzucht bei 4°C. Der Kasten gibt die mittleren
50% der Messwerte und der Balken den jeweiligen Minimal- und Maximalwert mit Ausreiern (Punkte)
an. Der arithmetische Mittelwert ist als Kreuz dargestellt und der mediane Mittelwert als Strich angezeigt.
Es wurden folgenden Linien untersucht: Col-0 (n=8), FAX7-RNAi (n=10), FAX1 Uberexpressionslinie
(n=10), FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie (n=7), fax2-1 WT und homozygote fax2-1 (je Linie
n=12), fax3-1 WT und homozygote fax3-1 (je Linie n=10), der riicksegregierte fax2/3WT (n=11) und die
homozygote fax2/3 Doppelmutante (n=10). Der Vergleich der FAX1 Linien erfolgte zum Wildtyp Col-0,
bei den homozygoten fax2-1, fax3-1 und fax2/3 Linien zum entsprechenden ricksegregierten Wildtyp.

Nach 42 Tagen bei Kilte war im Vergleich zum Wildtyp Col-0 mit einem arithmetischen
Mittelwert von 3,9 cm die Rosettengrofle der FAX7-RNA1 Pflanzen mit einem Mittelwert von
4,8 cm etwas groBer. Dagegen waren die Pflanzen der FAXI Uberexpressionslinie mit 4,2 cm
und die Pflanzen der FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie (4,0 cm) im Mittel etwas
kleiner in ithrem Rosettendurchmesser (sieche Abb. 5.17). Dabei wich der mediane Mittelwert
bei Col-0 (4,0 cm) und den FAX1/ABCA9 Pflanzen (4,2 cm) gering nach oben ab, bei der FAX/
Uberexpressionslinie (4,1 cm) lag er etwas tiefer. Die Wildtyp Col-0 Pflanzen zeigten einen
Varianzbereich von 2,6 bis 5,6 cm und deckten damit den Varianzbereich der FAXI
Uberexpressionslinie und der FAXI/ABCA9 Linie ab. Die FAXI-RNAi Pflanzen waren
tendenziell groBer als die Col-0 Pflanzen, lagen jedoch noch im Varianzbereich von Col-0
(siche Abb. 5.17). Die Pflanzen der homozygoten fax2-/ Mutanten waren mit einem
arithmetischen Mittelwert von 4,8 cm tendenziell groBer als die Pflanzen des riicksegregierten

fax2-1 Wildtyps mit einem Mittelwert von 3,7 cm, genauso wie die homozygoten fax3-1
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knockout Mutante mit einem Mittelwert von 5,8 cm im Vergleich zum riicksegregierten fax3-1
Wildtyps mit 5,1 cm. Auch die homozygoten fax2/3 Doppelmutanten zeigten mit einem
Mittelwert von 4,0 cm im Vergleich zum riicksegregierten fax2/3 Wildtyp mit 3,4 cm ein
tendenziell groBeres Rosettenwachstum auf (sieche Abb. 5.17). Die graphische
Gegeniiberstellung zeigt eine Tendenz der homozygoten fax2-1, fax3-1 und fax2/3 Pflanzen zu
einem groBeren Rosettendurchmesser, jedoch liegt diese noch im Varianzbereich der

riicksegregierten Wildtypen.

Um die Pflanzenentwicklung der untersuchten Mutanten einheitlich zu vergleichen, wurde zum
Zeitpunkt der Knospenbildung nicht nur das Alter der Pflanzen ermittelt, sondern auch die
Anzahl der Rosettenblétter sowie der Rosettendurchmesser bestimmt. Diese wurden graphisch

gegeniibergestellt, um einen Unterschied im Blithverhalten bei Kélte zu untersuchen (siche

Abb. 5.18).
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Abb. 5.18: Graphische Darstellung des Alters, der Anzahl der Rosettenblatter und des
Rosettendurchmessers der untersuchten Mutanten zum Zeitpunkt der Knospenbildung bei 4°C.
Dargestellt ist die mediane Verteilung (A) des Alters der untersuchten Pflanzen in Tagen, (B) die Anzahl
der Rosettenblatter und (C) der Rosettendurchmesser in Zentimetern (Messgenauigkeit der Schieblehre
0,1 mm) zum Zeitpunkt der Knospenbildung bei einer Kultivierung bei 4°C. Der Kasten gibt die mittleren
50% der Messwerte und der Balken den jeweiligen Minimal- und Maximalwert mit AusreilRern (Punkte)
an. Der arithmetische Mittelwert ist als Kreuz dargestellt und der mediane Mittelwert als Strich angezeigt.
Es wurden nur Pflanzen mit einer Knospenbildung ausgewertet. Fir Col-0 (n=3), FAX7-RNAi (n=10),
FAX1 Uberexpressionslinie (n=9), FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie (n=6), fax2-1 WT (n=4),
homozygote fax2-1 (n=11), fax3-1 WT (n=10), homozygote fax3-1 (n=10), fax2/3 WT (n=4) und
homozygote fax2/3 Doppelmutanten (n=7). Der Vergleich der FAX1 Linien erfolgte zum Wildtyp Col-0,
bei den homozygoten fax2, fax3 und fax2/3 Linien zum entsprechenden ricksegregierten Wildtyp.
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Die Pflanzen der FAXI-RNAI Linie bildeten bei durchschnittlich 40 Tagen unter Kilte eine
Knospe aus und unterscheiden sich nicht vom Wildtyp Col-0 mit 41 Tagen. Dagegen setzte bei
der FAXI Uberexpressionslinie bei durchschnittlich 66 Tagen und der FAX1/ABCA9 Doppel-
Uberexpressionlinie (nach 72 Tagen) die Knospenbildung deutlich spiter ein (siche
Abb. 5.18 A). Bei der homozygoten fax2-1 Mutante wurde eine Knospenbildung nach
durchschnittlich 65 Tagen festgestellt, vergleichbar mit dem entsprechenden, riicksegregierten
fax2-1 Wildtyp nach durchschnittlich 70 Tagen. Bei den Pflanzen der homozygoten fax3-1
Einzelmutanten fing die Knospenbildung nach durchschnittlich 33 Tagen an und war
vergleichbar mit der Knospenbildung des riicksegregierten fax3-I Wildtyps nach
durchschnittlich 30 Tagen (siche Abb. 5.18 A). Bei den homozygoten fax2/3 Mutanten wurde
eine Knospenbildung nach durchschnittlich 68 Tagen festgestellt, &hnlich zum entsprechenden
fax2/3 Wildtyp nach durchschnittlich 67 Tagen. Damit zeigte der Vergleich der homozygoten
Linien mit dem entsprechenden, riicksegregierten Wildtyps bei den fax2-1 Einzel- und den
fax2/3 Doppelmutanten eine spite, aber &dhnliche zeitliche Entwicklung bei der
Knospenbildung. Dagegen wiesen die fax3-1 Einzelmutanten sowohl im Wildtyp als auch in
den homozygoten Linien eine sehr frithe Knospenentwicklung auf. Um die Knospenbildung
abhingig vom Stand der Pflanzenentwicklung zu untersuchen, wurde zum Zeitpunkt der
Knospenbildung auch die Anzahl der Rosettenblétter sowie der Rosettendurchmesser bestimmt.
Zum Zeitpunkt der Knospenbildung gab es nur einen geringen Unterschied zwischen dem
Wildtyp Col-0 mit durchschnittlich 18 Rosettenbléttern und den FAX/-RNAi1 Mutanten mit
durchschnittlich 15 Rosettenbléttern. Dagegen fing die Knospenbildung bei der FAXI
Uberexpressionslinie mit durchschnittlich 37 Blittern und der FAXI/ABCA9 Doppel-
Uberexpressionslinie mit 33 Blittern bei einer hoheren Blattanzahl an (siche Abb. 5.18 B). Die
Pflanzen der homozygoten fax2-1 Mutante zeigten zum Zeitpunkt der Knospenbildung mit 45
Blattern keinen Unterschied zum riicksegregierten fax2-/ Wildtyp mit durchschnittlich
43 Blattern auf. Sowohl bei den homozygoten fax3-1 Pflanzen mit durchschnittlich 13 Blattern
als auch bei dem entsprechenden fax3-7 Wildtyp (12 Rosettenblitter) fing die Knospenbildung
bereits bei einer geringen Anzahl von Rosettenbldttern an. Die homozygote fax2/3
Doppelmutanten wies mit 34 Blittern eine geringere durchschnittliche Blétteranzahl bei der
Knospenbildung als der riicksegregierte fax2/3 Wildtyp mit 38 Bléttern auf, diese lag jedoch
noch in dem Varianzbereich des entsprechenden fax2/3 Wildtyps (sieche Abb. 5.18 B).

Der Vergleich der Rosettendurchmesser zum Zeitpunkt der Knospenbildung zeigte bei den
FAXI Linien (FAXI-RNAIi 4,6 cm, FAX1 Uberexpressionslinie 4,5 cm, FAX1/ABCA9 Doppel-

Uberexpressionslinie 4,5 cm) nur geringe Unterschiede zum entsprechenden Wildtyp Col-0 mit
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5,4 cm Rosettendurchmesser bei der Knospenbildung. Damit zeigt sich bei der FAXI
Uberexpressionslinie sowie der FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie unter Kilte eine
Tendenz zur spiteren Knospenbildung bei gleichbleibender RosettengroBe mit mehr
Rosettenbléttern. Bei den homozygoten fax2-1 Mutanten mit 6,3 cm Rosettendurchmesser bei
der Knospenbildung konnte kein Unterschied zum riicksegregierten fax2 Wildtyp mit
durchschnittlich 6,5 cm festgestellt werden. Bei den homozygoten fax3-/ Einzelmutanten
begann die Knospenbildung bei einem tendenziell groBBeren Rosettendurchmesser von 5,2 cm
im Vergleich zu dem entsprechenden fax3-1 Wildtyp (4,5 cm Rosettendurchmesser), genauso
wie zwischen den homozygoten fax2/3 Doppelmutanten mit 6,1 cm und dem entsprechenden
fax2/3 Wildtyp mit 5,6 cm (siehe Abb. 5.18 C). Im Vergleich zu den homozygoten fax2 Einzel-
und fax2/3 Doppelmutanten konnte bei den homozygoten fax3 Einzelmutanten eine friihe
Knospen- und damit Bliitenentwicklung bei Kilte festgestellt werden, jedoch zeigte sich diese

ebenfalls im entsprechenden fax3 Wildtyp.

Nach der initialen Phénotypisierung unter Kélte, wurden einige Verdnderungen an der Anzucht
und der Aussaat vorgenommen. Die Aussaat erfolgte in Pikierschalen und es wurden zehn gut
entwickelte Keimlinge nach ein bis zwei Wochen im vierblittrigen Stadium in Topfe vereinzelt.
Die Voranzucht erfolgte bei Kurztags-Bedingungen ohne eine Nachtabsenkung konstant bei
22°C. Fiir den Kéltestress wurden die Pflanzen bei 4°C unter Kurztags-Bedingungen tiberfiihrt.
Dazu wurden folgende Linien untersucht: FAX/-RNAI Linie #12, FAX1ox #2 und #4 sowie
die FAXI/ABCA9 dox Linie #3.1 zusammen mit Col-0 als entsprechendem Wildtyp. Bei den
fax2-1 und fax3-1 Einzel- sowie der fax2/3 Doppelmutanten wurden zu den entsprechenden
homozygoten Linien die riicksegregierten Wildtypen als Kontrolle ausgesit: Homozygote
fax2-1 Linie #9 und Linie #2 des riicksegregierten Wildtyps, homozygote fax3-1 Linie #13 und
Linie #2 des riicksegregierten Wildtyps und fiir homozygote fax2/3 Doppelmutanten Linie #8
und Linie #10 des riicksegregierten Wildtyps. Nach 66 Tagen unter Kilte wurde das

phénotypische Erscheinungsbild der untersuchten Pflanzenlinien dokumentiert.
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Abb. 5.19: Repréasentativer Phanotyp der untersuchten Mutanten unter Kalte. Gezeigt ist die
Rosette von jeweils einer Pflanze nach 66 Tagen bei 4°C, die den Mittelwert des Erscheinungsbildes
aller Pflanzen einer Linie reprasentiert. A) Der entsprechende Wildtyp fiir FAX7-RNAI, sowie der beiden
FAX1 Uberexpressions- und der FAX1/ABCA9 Doppel-Uberexpressions-Linie war dabei Col-0. B) Die
homozygoten fax2-1, fax3-1 und fax2/3 Mutanten wurden mit dem jeweiligen, riicksegregierten
Wildtypen verglichen.

Die phénotypische Untersuchung der Mutanten unter Kélteanzucht zeigte nach 66 Tagen einen
okotyp-abhingigen Phinotyp. Die FAXI-RNAIi Linie, beide FAXI Uberexpressionslinien
sowie die FAXI/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie zeigten einen zu Col-0 vergleichbaren
Phénotyp mit einer dhnlich entwickelten Rosette mit gelben und roten Verfarbung der duferen,
dlteren Rosettenblittern (sieche Abb. 5.19 A). Die FAXI Uberexpressionslinie #4 mit einer 200-
fachen Uberexpression an FAX/ zeigte dabei eine stirkere Seneszenz der duBeren und damit
dlteren Rosettenblitter an, als die FAXI Uberexpressionslinie #2 mit einer zweifachen
Uberexpression. Die Pflanzen der homozygoten fax2-1 und fax3-1 T-DNA Insertionslinien
sowie die daraus generierten homozygoten fax2/3 Doppelmutanten hatten eine gut ausgebildete
Rosette mit miBig eingerollten, griinen Rosettenbléttern, genauso wie die jeweiligen
riicksegregierten Wildtypen (siche Abb. 5.19 B). Somit zeigten Pflanzen mit einem Col-0
wildtypischen Hintergrund eine schlechtere Anpassung an Kilte als Pflanzen des Ws-4

Wildtyps mit einer sehr guten Anpassung an Kilte.
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5.6 Mogliche FAX1 Komplementation durch plastidire FAX Proteine

Phinotypische und morphologische Untersuchungen der homozygoten fax/-/ und faxI-2
knockout Mutanten zeigen einen Effekt von FAXI bei der Ausbildung der Biomasse, der
Zellwand und bei der Pollenentwicklung (Li et al., 2015). Neben FAX1 konnten auch FAX2 bis
FAX7 als Transmembranproteine eine Funktion beim Fettsduretransport iibernehmen. Bereits
in Bliiten von homozygoten fax/-2 knockout Mutanten von A. thaliana konnte iiber DNA
Microarray eine Hochregulierung fiir FAX2 und FAX3 (jeweils 1,13- und 1,24-fach)
nachgewiesen werden (Li et al.,, 2015). Um eine mogliche Regulation der Genexpression der
FAX Gene bei einem Verlust von FAX1 im vegetativen Stadium der Pflanzenentwicklung zu
untersuchen, wurde der Transkriptgehalt der sieben FAX Gene in homozygoten fax!-2 knockout
Mutanten untersucht. Da es nicht moglich ist homozygote fax/-2 Pflanzen zu vermehren,
wurden heterozygoten faxI/-2 Mutanten verwendet und iiber eine PCR-Genotypisierung die
homozygoten fax/-2 Nachkommen identifiziert. Fiir die Aussaat wurden die heterozygoten
faxl-2 Linien #22, #67 und #121 aus der F1 Generation und der dazugehdrige Wildtyp WT
Linie #2 aus der T6 Generation verwendet. In den homozygoten fax/-2 Mutanten wurde von
jedem der sieben FAX Gene die Transkriptmenge mit den entsprechenden Oligonukleotiden

(siche Abb. 4.3) mit einer qRT-PCR {iberpriift.
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Abb. 5.20: Quantifizierung des FAX Transkriptgehaltes in der homozygoten fax7-2 Mutante. Die
Bestimmung des Transkriptgehaltes erfolgte Uber eine gRT-PCR aus ganzen Rosetten von funf Wochen
alten homozygoten fax1-2 Pflanzen. In der fax7-2 Linie #22 wurden insgesamt sechs und in der Linie
#67 drei Pflanzen als homozygote fax7-2 Pflanzen bestéatigt. Dabei wurden je drei Pflanzen zu einer
Probe vereinigt und von jeder Probe drei technische Replikate gemessen. Gezeigt ist der Mittelwert von
n = 3 +STABW). Der Transkriptgehalt wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekilen bestimmt und auf
Col-0 normiert. Die Signifizanz ist im Vergleich zum Wildtyp Col-0 angegeben (*: p < 0.05, **: p < 0.01,
nach student’s t-test).

In den homozygoten faxI-2 knockout Mutanten war der FAX2 Transkriptgehalt etwa 3,4-fach,
der FAX3 Transkriptgehalt 2,7-fach, der FAX4 Transkriptgehalt 2,6-fach und der FAX5

Transkriptgehalt 3,5-fach signifikant hoher im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abb. 5.20). Damit
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konnte in Rosettenbléttern von A. thaliana gezeigt werden, dass der Verlust von FAX1 zu einer
stirkeren Expression der plastidiren FAX Gene (FAX2, FAX3 und FAX4) und des
wahrscheinlich im ER/sekretorischem Weg lokalisierten FAX5 fiihrt. Um eine mdgliche
Komplementation von FAX1 durch FAX3 wihrend der Pflanzenentwicklung zu iiberpriifen,
wurden, liber eine Kreuzung von homozygoten fax3-1 mit heterozygoten fax/-2 Pflanzen
generierten, faxl-2(he)/3-1(ho) Doppelmutanten untersucht, die homozygot fiir fax3 und
heterozygot fiir FAX1 waren. Zur Untersuchung der FAX/ Segregation in einem homozygoten
fax3-1 Hintergrund, wurden die Samen von zwei unabhingigen faxI-2(he)/3-1(ho) Linien
#4 Y10 und #5 R10 auf Erde und auf Agarmedium ausgesit und der Genotyp in der
Folgegeneration durch PCR-Genotypisierung iiberpriift (siche Tab. 5.7). Zur Kontrolle dienten
heterozygoten fax/-2 Einzelmutanten der Linien #29, #33, #45 und #80.

Tab. 5.7: Segregationsuntersuchungen mit heterozygoten fax71-2 Einzel- und fax1-2(he)/3-1(ho)
Doppelmutanten auf Erde und Agarmedium. Fir die fax7/3 Doppelmutante wurden zwei
unabhangige Linien, Y10 und R10, untersucht. Die Segregation wurde mit einer PCR-Genotypisierung
durchgefiihrt. Gezeigt ist die Anzahl der ausgesaten Pflanzen (Nr. Aussaat), davon die Anzahl der nicht
gekeimten Samen (n. gekeimt), Pflanzen mit einem verminderten Wachstum (kl. Phanotyp), nicht
funktionierender (n.f.) DNA Isolierung oder PCR und davon die Anzahl der kleinen Pflanzen in
Klammern. Das Ergebnis zur Segregation bezieht sich auf alle erfolgreich genotypisierten Pflanzen mit
den Genotypen: homozygot (ho) fir die T-DNA Insertion auf beiden Allelen, heterozygot (he) fir die T-
DNA Insertion auf einem Allel und der riicksegregierte Wildtyp (wt) ohne eine T-DNA Insertion in FAX1.
Die obere Zeile zeigt die absolute Anzahl, die untere Zeile die Prozentangaben (%) an.

Pflanzenlinien Nr. n. kl. n. f. Nr. ho he wt
Aussaat gekeimt Phanotyp DNA/PCR | PCR
Agarmedium
Fax1-2 126 7 12 0 120 5 68 47
axi- 5,6 10,1 0,0 % 4,2 56,7 39,2
147 5 7 1 (0 kl) 141 4 70 67
fax1/3 Y10
3,4 4,9 0,7 % 2,8 49,6 47,5
147 12 7 5 (0 kl) 132 0 79 53
fax1/3 R10
8,2 5,2 3,6 % 0,0 59,8 40,2
Erde
S 150 13 7 25 (4 kl) 112 6 68 38
ax1-
8,7 4,7 18,2 % 5,4 60,7 33,9
200 11 5 19 (2 kl) 170 1 101 68
fax1/3 Y10
ax 5,5 2,6 15,9 % 0,6 594 40,0
150 7 3 16 (0 ki) 127 0 67 60
fax1/3 R10
4,7 2,0 11,2 % 0,0 52,8 47,2

Die Untersuchung der Keimungseffizienz der Nachkommen der heterozygoten fax/-2
Einzelmutante und der faxl(he)/fax3(ho) Doppelmutante zeigte keine nennenswerten
Unterschiede in der Keimungsrate auf Agarmedium. Auf Erde konnte bei den Nachkommen
der heterozygoten fax1/3 Doppelmutante (5,5% bei Linie Y10 und 4,7% bei R10 nicht gekeimte

Samen) eine etwas bessere Keimungsrate als bei den Nachkommen der heterozygoten fax/-2
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Einzelmutante nachgewiesen werden (siche Tab. 5.7). Von den auf Agarplatten gekeimten
Samen der heterozygoten faxI-2 Einzelmutante zeigten 10,1% der Keimlinge einen kleinen
Wuchs. Von den gekeimten Samen der fax1/3 Doppelmutante zeigten fiir Linie Y10 4,9% und
die Linie R10 5,2% einen kleinen Wuchs (siehe Tab. 5.7). Auf Erde konnten weniger Pflanzen
mit einem kleinen Phénotyp identifiziert werden (fiir fax1-2: 4,7%, fiir fax1/3 dm Y10: 2,6%
und R10: 2,0%). Somit fanden sich sowohl auf Agarmedium als auch auf Erde nur halb so viele
Nachkommen der fax1-2(he)/3-1(ho) Doppelmutante mit einem kleinen Phanotyp im Vergleich
zur heterozygoten faxl-2 Einzelmutante. Nach der Ernte der einzelnen Keimlinge, wurde der
Genotyp iiber eine PCR-Genotypisierung bestimmt. Dabei wurde darauf geachtet, ob die DNA
Isolierung bei Keimlingen mit einem kleinen Phinotyp erfolgreich war, da diese aufgrund der
kleinen GroBe potentiell homozygot fiir das mutierte FAX/ Allel sein konnten. Bei der fax/-2
Mutante auf Erde konnten bei 18,2% der Pflanzen aufgrund einer nicht erfolgreichen DNA-
Isolierung oder PCR-Genotypisierung kein Genotyp ermittelt werden, wobei es sich dabei um
vier kleine Pflanzen handelte. Auf Agarmedium wurden alle Nachkommen der heterozygoten
faxI-2 Mutante erfolgreich genotypisert (siche Tab. 5.7). Auf Erde wurden bei der faxi/3
Doppelmutante Linie Y10 15,9% der Pflanzen nicht erfolgreich genotypiert, wobei dazu zwei
Keimlinge mit einem kleinen Phinotyp zdhlten. Somit gab es auf Erde sowohl bei der faxi-2
Einzelmutante, als auch bei der fax//3 Doppelmutanten kleine Keimlinge, bei denen kein
Genotyp bestimmt werden konnten, auf Agarmedium konnten alle untersuchten Pflanzen
erfolgreich genotypisiert werden (siehe Tab. 5.7). Die Segregation der fax/-2 Einzelmutante
ergab auf Agarmedium 4,2% von homozygoten fax/-2 Nachkommen und auf Erde 5,4%
homozygote Pflanzen (siehe Tab. 5.7). Dieses Ergebnis bekriftigt die bereits verdffentlichen
Daten aus Li ef al, 2015 mit 4% homozygoten faxI-2 Pflanzen auf Erde. Bei der faxi/3
Doppelmutante konnten auf Agarmedium bei der Linie Y10 2,8% homozygote Nachkommen
identifiziert werden und fiir die Linie R10 wurden keine homozygoten fax1/3 Doppelmutanten
gefunden. Auf Erde wurde fiir die fax//3 Doppelmutante Linie Y10 eine homozygote Pflanze
(0,6%) bestitigt, bei der Linie R10 wurde keine homozygote fax1/3 Doppelmutante gefunden
(siehe Tab. 5.7). Die Segregationsuntersuchung zeigte eine reduzierte Anzahl an homozygoten
fax1-2 Nachkommen im homozygoten fax3-1 Hintergrund im Vergleich zur Segregation einer
heterozygoten fax/-2 Einzelmutante. Die bestitigten homozygoten fax1/3 Doppelmutante
zeigten eine verlangsamte Keimlingsentwicklung im Vergleich zum riicksegregierten faxi/3

Wildtyp sowohl auf Erde als auch auf Agarmedium (siehe Abb. 5.21).
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Erde MS-Agar + SUC

fax1/3 dm (wt/wt)

fax1/3 dm (ho/ho)

Abb. 5.21: Die Deletion von FAX1 und FAX3 in A. thaliana beeintriachtigt die
Keimlingsentwicklung auf Erde starker als auf Agarmedium. Nachkommen der fax7-
2(he)/fax3-1(ho) Doppelmutante und der entsprechende Wildtyp wurden auf 0,5 MS-Agarmedium mit
1% SUC und auf Erde unter Langtangs-Bedingungen angezogen und nach drei Wochen fotografiert.
Fur die Untersuchung der Segregation der fax7-2(he)/fax3-1(ho) Doppelmutante wurden 200 Samen
auf Erde und 147 auf Agarmedium ausgesat und genotypisiert. Auf Erde konnte eine und auf
Agarmedium vier homozygote fax1/3 Doppelmutanten bestatigt werden. Als weilRer Balken angegebene
Malstab betragt 5 mm.

Auf Agarmedium zeigten die homozygoten faxI//3 Doppelmutanten im Vergleich zum
entsprechenden, riicksegregierten Wildtyp eine langsamere Keimlingsentwicklung auf, jedoch
keine morphologischen Auffilligkeiten (siche Abb. 5.21). Auf Erde war das
Keimlingswachstum der genotypisch bestétigten homozygoten fax//3 Doppelmutante im
Vergleich zum Wildtyp stark verlangsamt und es zeigten sich braune Verfarbungen am Rand
der Kotyledonen (sieche Abb. 5.21). Wihrend der Keimlingsentwicklung auf Erde kam es zum
Sterben einiger Keimlinge mit einem vergleichbaren Phénotyp, sodass keine homozygoten
fax1/3 Pflanzen gewonnen werden konnten. Auch der Versuch die Keimlinge auf Agarmedium
vorzuziechen und auf Erde zu pikieren, fiihrte zum Sterben einiger Pflanzen im
Keimlingstadium, sodass auch hier keine homozygoten faxI/3 Doppelmutanten sicher
identifiziert werden konnten. Somit fiihrte auf Erde der beidige Verlust von FAX/ und FAX3

zu einem lethalen Effekt der Keimlinge.
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6 Diskussion

In Pflanzen findet die Neusynthese der Fettsduren im Stroma der Chloroplasten statt. Dabei
flieBen die Fettsduren entweder direkt liber den prokaryotischen Syntheseweg in die plastidare
Lipidsynthese ein oder werden erst im ER iiber den eukaryotischen Syntheseweg zu Lipiden
umgebaut, wozu ein Transportsystem der Fettsduren durch die plastidiren Membranen
notwendig ist. Im Jahr 2015 wurde in A. thaliana das FAX1, ein Fettsduren Transportprotein in
der inneren Chloroplastenmembran, charakterisiert, welches eine wichtige Rolle beim
Fettsduretransport aus dem Chloroplasten und bei der Ausbildung von Lipiden spielt.
Homozygote faxI-1 und faxi-2 knockout Mutanten zeigen eine verdnderte Lipidhomdostase
und damit einhergehend eine reduzierte Biomasse und einen Defekt bei der Pollenentwicklung,
trotzdem sind die Mutanten {iberlebensfahig. Daher ist es moglich, dass andere plastididre FAX
Proteine am Fettsduretransport beteiligt sind und den Verlust von FAX1 komplementieren. Im
Rahmen dieser Dissertation wurde die pflanzliche FAX Proteinfamilie definiert und von den
potentiellen, plastiddren FAX2 und FAX3 Proteinen die subzelluldre Lokalisation bestimmt. Es
wurde eine Charakterisierung der homozygoten fax2-1 und fax3-1 Einzel- sowie der fax1/3 und
fax2/3 Doppelmutanten durchgefiihrt, um einen Hinweis auf eine mogliche Funktion von FAX2

und FAX3 zu erhalten.

6.1 Charakteristische Proteinmotive der FAX Proteine in pflanzlichen Organismen

In A. thaliana sind sieben FAX Proteine (FAX1 bis FAX7) bekannt, die sich {iber ihre
Tmemb14 Domaine, bestehend aus vier a-helikalen Strukturen, dhneln und tiber ihre variablen
N- und C-terminalen Bereiche, sowie iiber spezifische Motive und Vorkommen in pflanzlichen
Organismen, unterscheiden. Mit ihren vier a-helikalen Membrandominen sind die FAX
Proteine wahrscheinlich in der Lipidmembran verankert und kdnnen tiiber ihren variablen N-
und C-Terminus interagieren, um eine Aufgabe bei der Bindung von Fettsduren, einer
Regulation oder einem Signalprozess zu libernehmen. Mithilfe der Alignments wurde sowohl
bei FAXI1 als auch FAX5/6 Proteinen am Anfang der ersten Helix der Tmemb-Doméne ein
konserviertes HDFC Motiv nachgewiesen, welches Histidin als eine positiv und
Asparaginsdure als eine negativ geladene Aminosdure aufweist. Ebenso wurde liber Alignments
bei FAX1 Proteinsequenzen eine PPPKK-Abfolge am C-Terminus und positive Aminoséuren
vor der dritten Helix der Tmemb Region nachgewiesen. Die identifizierten positiven
Aminosduren zwischen den Helices ragen wahrscheinlich aufgrund ihrer Ladung aus der
lipidhaltigen Membran heraus und konnten mdéglicherweise mit negativen Kopfgruppen von

Lipiden, z.B. mit der Phosphatgruppe von Phospholipiden, interagieren. Die Untersuchung der
69



Diskussion

helikalen Bereiche der Tmemb-Domine zeigte bei FAX1 und FAX5/6 Sequenzen eine dhnliche
Anordnung der hydrophilen/hydrophoben Bereiche in den Helices, was auf eine &hnliche
Funktion hindeutet, welche die FAXI1 Proteine im Chloroplasten und FAXS5/6 im
ER/sekretorischen Weg ausiiben konnten. Zudem wurden FAX1 als auch FAX5/6 Proteine in
allen untersuchten Organismen gefunden, sodass diese wahrscheinlich eine notwendige
Funktion iibernehmen. FAX2 Proteine fanden sich in Monokotyledonen sowie in den
Dikotyledonen, also in bedecktsamigen Pflanzen (Angiospermen), sodass FAX2
moglicherweise eine Funktion bei der Bliiten- und Samenentwicklung ausiiben kénnte. Uber
DNA Microarray Untersuchungen (AtGenExpress 'Gene Networks” Schmid et al., 2005),
wurde in A. thaliana eine hohe Expression von FAX2 in Samen und bei der Embryonal- und
Kotyledonenentwicklung nachgewiesen (Li et al., 2015). Wihrend der Samenentwicklung,
werden Fettsduren in den Plastiden hergestellt und moglicherweise von FAX Proteinen
exportiert, um im ER zum Speicherlipid TAG umgebaut zu werden, welches in Olpflanzen wie
A. thaliana die Hauptform der Kohlenstoff- und Energiespeicherung in Samen darstellt (Li-
Beisson et al., 2013). Bei der Untersuchung der FAX2 Proteinsequenzen fanden sich keine
konservierten, charakteristischen Aminosdurensequenzen, jedoch wurde bei FAX2 Proteinen
der langste N-Terminus identifiziert, welcher ein Apolipoprotein, bestehend aus mehreren
a-helikalen Strukturen, aufweist. Auch die kélteregulierten Corl5A Proteine sind in
glycerolhaltigem Medium vermehrt in a-helicalen Strukturen gefaltet, wihrend sie in Wasser
eine entfaltete Struktur zeigen (Bremer et al., 2017). Bei FAX3 Proteinen wurden am N-
Terminus mehrere Glycine als ein charakteristisches Proteinmotiv identifiziert, welcher als
flexibler Linker zum Zusammenfithren von Proteinen dienen konnte. Auch TGDS weisen
Glycin-reiche Reste auf und formen eine Briicke zwischen dem TGD4 B-barrel Protein im OE
und dem TDGI1 bis TGD3 Komplex im IMS/IE (Fan et al., 2015). Das poly-Glycin Motiv von
FAX3 konnte ebenfalls ein Sorting Signal fiir den chloroplastiddren Import darstellen und so
wie bei dem -barrel Transportprotein Toc75 zum Einbau des FAX3 in die
Chloroplastenmembran fiihren. Eine Deletion oder ein Austausch der poly-Glycine in dem
N-terminalen Bereich von Toc75 fiihrt zu einem Mistargeting des Toc75 Proteins ins Stroma
(Endow et al., 2016). Die Anordnung der helikalen Bereiche der Tmemb-Doméne von FAX3
zeigte einen hydrophilen Bereich zu Beginn der ersten Helix an, dhnlich zur ersten Helix von
FAXI1. Eine groBere Ubereinstimmung der Anordnung der hydrophilen/hydrophoben Bereiche
der Helices bestand jedoch zu FAX7 Proteinen. Diese konnten aufgrund von Lokalisations-
Vorhersagen in Mitochondrien und/oder im ER/sekretorischen Weg lokalisiert sein und eine

vergleichbare Funktion {ibernehmen wie FAX3 in Chloroplasten. FAX3 Proteine wurden, mit
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Ausnahme von B. vulgaris, in allen untersuchten Organismen gefunden, sodass FAX3
wahrscheinlich an einer wichtigen Funktion bei der Pflanzenentwicklung beteiligt ist. Der
Verlust von FAX] resultiert zwar zu einer phénotypischen Beeintriachtigung, jedoch fiihrt der

zusitzliche Verlust von FAX3 zum lethalen Effekt im Keimlingsstadium (siehe Kap. 6.4).

6.2 Subzellulire Lokalisation der FAX2 und FAX3 Proteine

Fir FAX1 bis FAX4 wurde iiber die Programme ChloroP (Emanuelsson ef al., 1999) und
TargetP1.1 (Emanuelsson et al., 2000) ein chloroplastiddres Transitpeptid cTP vorhergesagt,
sodass ihre Lokalisation in Chloroplasten vermutet wird. Die Lokalisation von FAX1 konnte
bereits iiber GFP-Untersuchungen von transformierten Tabakprotoplasten im Chloroplasten
identifiziert werden und iiber Western Blots mit primiren Antikdrpern gegen PsFAX]1 in der
inneren Membran von Chloroplasten nachgewiesen werden (Li et al., 2015). Da es sich bei
FAX2 und FAX3 ebenfalls um potentielle, plastidire Fettsduretransporter handelt, wurde in
dieser Arbeit deren subzellulire Lokalisation anhand eines Western Blots mit spezifischen
Antikorpern gegen PsFAX2 und PsFAX3 in Erbse iiberpriift und eine Lokalisation in der
inneren Hiillmembran der Chloroplasten nachgewiesen. Bei dem Nachweis mit PsFAX2 wurde
eine Doppelbande mit einer Gréfle in dem Bereich von 31 bis 32 kDa mit etwa 1 kDa
GroBenunterschied festgestellt, wobei das vorhergesagte Molekulargewicht fiir die mature
PsFAX2 Proteinsequenz 27 kDa betrdgt. Mit den PsFAX3 Antikdrpern wurde eine Bande von
etwa 21 kDa in der inneren Membran von Chloroplasten detektiert (vorhergesagtes
Molekulargewicht mat-PsFAX3 16,6 kDa). Die Lokalisation mit Ps-FAX1 diente als Kontrolle
und zeigte eine Bande bei 25 kDa bei einem erwarteten Molekulargewicht von 20,6 kDa. Damit
zeigte der Nachweis mit dem Immunoblot fiir FAX1, FAX2 und FAX3 ein etwa 4 bis 5 kDa
groBBeres Molekulargewicht als erwartet an. Jedoch kdnnen Membranproteine wihrend der
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgrund einer Detergenzbindung zum Natriumdodecylsulfat
ein verdndertes Laufverhalten aufweisen (Rath er al, 2009). Auch wurde die Grofle des
chloroplastiddaren Transitpeptids der FAX Proteine noch nicht experimentell bestimmt,
weswegen die tatsdchliche Grofe der maturen FAX2 bis FAX3 Proteinsequenzen, z.B. iiber
eine Massenspektrometrie, noch ermittelt werden muss. Unabhingig von der Grof3e, wurde
mittels der durchgefiihrten Western Blots die Lokalisation von FAX2 und FAX3 in der inneren
Hiillmembran der Chloroplasten nachgewiesen. Dabei ist noch unklar, ob die FAX Proteine nah
beieinander lokalisiert sind und ob diese an einem Komplex beteiligt sind. Uber GFP
Untersuchungen mit FAX2 wurden kleine, punktférmige Signale auf der Chloroplastenhiille

detektiert (Alexander Schmitt, 2015), sodass FAX2 Proteine mdglicherweise an Membran-
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Kontaktstellen zu anderen Organellen lokalisiert sind, um an der Umlagerung von Fettsduren
und/oder Lipiden und somit am Lipidtransfer beteiligt sein. Moglicherweise ist FAX2 ein
Interaktionsparter im MTL-Komplex, bei welchem ein Lipidtransfer zwischen den

Chloroplasten und Mitochondrien stattfindet (Michaud et al., 2016).

6.3 Physiologische Auswirkungen beim Verlust des plastidiiren FAX2 in A. thaliana

Um eine mdgliche Funktion der FAX2 Proteine wihrend der Pflanzenentwicklung zu
untersuchen, wurden dazu durch eine T-DNA Insertion hergestellte fax2-1 knockout Mutanten
in A. thaliana herangezogen. Dabei zeigten die homozygoten fax2-1 Pflanzen unter einer
Standardanzucht keinen vom Wildtyp abweichenden Phénotyp beim Wachstum, der Pollen-
und Samenentwicklung, keine Beeintrichtigungen bei der Samenkeimung und
Keimlingsentwicklung und keine nennenswerten Abweichungen von Mendel in der
Segregation. Da es fiir das FAX2 Gen nur eine T-DNA Insertionslinie gab, und diese den Ws-4
als wildtypischen Hintergrund trug, wurden zusétzlich iiber eine Agrobakterien vermittelte,
stabile Transformation RNAi-Konstrukt fiir FAX2 generiert und in wildtypische Col-0 Pflanzen
transformiert. Uber eine Messung der FAX2 Transkriptmenge in den entsprechenden FAX2-
RNALI Linien wurde eine deutliche Senkung von unter 15% der FAX2 Transkriptmenge in den
Rosettenblittern von FAX2-RNAi Pflanzen nachgewiesen, jedoch zeigten die Mutanten keine
phénotypischen Auffilligkeiten bei der Pflanzen- und Samenentwicklung. Damit scheint
sowohl der Verlust, als auch eine Runterregulierung von FAX2, keine Rolle bei der
phénotypischen Ausprigung zu haben. Auch andere, am Lipidmetabolismus beteiligten
Enzyme, wie das LACS9, zeigen bei einem Verlust des Gens keinen Phéanotyp, obwohl LACS9
an der dufleren Hiillmembran der Chloroplasten wahrscheinlich an 90% der Acylierung von
Fettsduren beteilgt ist (Schnurr er al., 2002). Somit zeigte die Phénotypisierung der
homozygoten fax2-1 knockout Linien keinen Nachteil bei der phénotypischen Ausprigung,
sodass der Verlust von FAX2 wahrscheinlich durch andere FAX Proteine ausgeglichen wird. In
Rosetten von homozygoten fax2-1 knockout Pflanzen wurde iiber eine Messung der FAX
Transkriptmenge eine erhohte Regulation von FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 nachgewiesen.
Die erhohte Expression des plastiddren FAX4 konnte auf einen komplementiren Effekt
zwischen FAX2 und FAX4 hindeuten. Der Verlust von FAX2 in der fax2-1 knockout Mutante
fithrt vermutlich zu einer Beeintrichtigung des Fettsduren-Exports aus den Plastiden, sodass
der FAs-Export iiber FAX4 und der FAs-Import in das ER iiber eine Hochregulierung der
FAX5/6 und FAX7 Gene ausgeglichen wird. Die iiber CRISPR/Cas9 generierten fax2-1

knockout Linien in Tian et al., (2019) zeigten einen Nachteil bei der Lipidakkumulierung in
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Samen, sodass FAX2 vermutlich eine Rolle beim Fettsduren/Lipidmetabolismus {ibernimmt.
Zudem wurden iiber einen Split Ubiquitin basierten Yeast two-hybrid System mdogliche
Interaktionspartner von FAX2 getestet und dabei die Proteine FATA1 und LACS9 identifiziert

(Tian et al., 2019). Somit konnte FAX2 am Fettsduren Transfer aus den Chloroplasten beteiligt
sein (sieche Abb. 6.1).
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Abb. 6.1: Aktuelles Grundkonzept zum Wirkmechanismus von FAX2 in der inneren Hiillmembran
von Chloroplasten. Die im Chloroplasten hergestellten Fettsauren liegen nach der Fettsauresynthese
im Stroma an ACP gebunden vor und werden erst unmittelbar vor dem Export durch FATA/B
Thioesterasen hydrolysiert, bevor sie mithilfe der vektoriellen Acylierung gradientengetrieben, passiv
durch die IE diffundieren. Integriert in der IE kdnnte FAX2 den Lipidtransfer durch die Membran
begunstigen. An der OE werden die freien Fettsduren von der LACS9 durch eine ATP-abhangige
Kopplung an Coenzym A zu Acyl-CoA aktiviert. Die Orientierung von FAX2 in der |IE wurde mittels eines

Thermolysin Verdau von IE-Vesikeln untersucht (Janick Peter, AG Philippar, UdS, Saarbricken). Abk:
CoA: Coenzym A; CT: C-terminaler Proteinbereich, FATA, FATB: Fettsauren Thioesterase A bzw. B,

FAX: Fettsauren Export Protein, FFA: freie Fettsauren, IE: innere Chloroplastenhillmembran, LACS:
Long-Chain  Acyl-CoA

Synthetase, NT:  N-terminaler  Proteinbereich, OE: &ullere
Chloroplastenhilimembran.

Im Chloroplasten werden, liber die Fettsduresynthese im Stroma, Fettsduren hergestellten und
an ein Acyl Carrier Protein gekoppelt, bevor sie unmittelbar vor dem Export durch FATA bzw.

FATB Thioesterasen hydrolysiert werden und als freie Fettsduren gradientengetrieben durch
die Membran diffundieren (Li-Beisson et al., 2013). Inseriert in der inneren
Chloroplastenhiillmembran konnte FAX2 moglicherweise den Fettsduren Transfer durch die

Membran erleichtern (siehe Abb. 6.1). Ein enger Membrankontakt fordert dabei den Transfer

von Fettsduren, jedoch ist ebenfalls eine vektorielle Acylierung, fiir einen effizienten

Fettsduretransfer notwendig (Block und Jouhet, 2015; LaBrant et al., 2018). An der OE werden

freie Fettsduren iiber eine ATP-abhéngige Kopplung an CoA durch die LACS9 zu Acyl-CoA
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umgewandelt, sodass der Export der freien Fettsduren aus den Chloroplasten dabei vermutlich
gradienten-getrieben iiber eine passive Diffusion stattfindet, der moglicherweise durch ATP-
bindene ABC-Transporter unterstiitzt wird (Li-Beisson et al., 2017). Zwischen den
chloroplastidiren Membranen, im IMS, konnten die freien Fettsduren mit den hydrophoben
Bereichen der a-helikalen Strukturen der Apolipo-Doméne von FAX2 Proteinen interagieren
und durch eine Anlagerung eine Konformationsdnderung der Apolipo-Struktur bewirken. Die
Bindung zu lipidhaltigen Komponenten, wie den freien Fettsduren im IMS, kdnnte somit die

Proteinform der Apolipo-Doméne von FAX2 bestimmen.

6.3.1 Phinotypische Charakterisierung der fax/, fax2 und fax3 Mutanten bei Kiilte

Um die Funktion der FAX Proteine unter Kélte zu untersuchen, wurde im Zuge dieser Arbeit
zunichst die Fahigkeit zur Kaélteakklimatisierung der fax3-1 Einzel- sowie der
fax2/3 Doppelmutante {iberpriift. Alle untersuchten Pflanzenlinien konnten sich gut an die
Kalte akklimatisieren und zeigten kleine, nicht signifikante Unterschiede bei der elektrischen
Konduktivitit. Ohne eine vorangegangene Kailteakklimatisierung wurden die Membranen
durch Frost stirker geschiddigt und es diffundierten etwa 18 bis 34% mehr lonen aus der
Pflanzenzelle. Bei Kélte wird eine hohere Menge an MGDG mit einer C16- anstelle einer C18-
Fettsdure an der sn-2 Position des DAG eingebaut, sodass mehr plastidér hergestellte DAG in
die Synthese der Galaktolipide einflieBen und damit der prokaryotische Lipid-Syntheseweg in
den Chloroplasten begiinstigt wird (Li, Zheng, et al., 2015; Moellering und Benning, 2011).
Somit flieft vermutlich der GrofBteil der im Chloroplasten synthetisierten Fettsduren unter
Kiltebedingungen direkt in die Galaktolipidsynthese ein, sodass der Verlust von FAX Proteine
und dem daraus resultierendem, eingeschrinktem Fettsduren-Export sich im Bezug auf die
Galaktolipidsynthese nicht nachteilig bei der Kilteakklimatisierung auswirkt. Um die Funktion
der FAX Proteine bei einer langeren Kélteperiode zu erforschen, wurden im Zuge dieser Arbeit
das Wachstum und die Pflanzenentwicklung der FAX/-RNAi-Linien, der FAXI
Uberexpressionslinie und der FAXI/ABCA9 Doppel-Uberexpressionslinie sowie der
homozygoten fax2-1 und fax3-1 Einzel- und der fax2/3 Doppelmutante untersucht. Die
Pflanzen mit einem entsprechenden Wildtyp Col-0 Hintergrund (FAXI-RNAi, FAXIox und
FAX1/ABCA9dox) zeigten eine vergleichbar entwickelte Rosette mit gelben und roten
Verfarbungen der dufleren Rosettenbléttern auf. Alle untersuchten Pflanzen zeigten beginnend
ab dem dreifigsten Tag unter Kélte eine leichte Rotfirbung der Rosettenbldtter und eine
dunkelrote Knospung an, was auf eine stressbedingte Anthocyaneinlagerung zur Reduzierung

der Photosyntheserate hinweist. Die Pflanzen mit einem Ws-4 Hintergrund (fax2-1, fax3-1
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Einzel- und fax2/3 Doppelmutanten) zeigten hingegen keine Anzeichen von Kélteschiden.
Zwischen den homozygoten fax2, fax3 und fax2/3 Mutanten zeigten sich kaum Unterschiede
zum entsprechenden riicksegregierten Wildtyp. Die Pflanzen zeigten mit andauernder
Kilteperiode gut ausgebildete griine Rosettenblétter, die am Rand leicht eingerollt waren. Somit
konnten aufgrund einer besseren Anpassung des Ws-4 Okotyps an Kilte diese Pflanzen nur
bedingt mit den Pflanzen mit einem Col-0 wildtypischen Hintergrund verglichen werden. Um
den individuellen Entwicklungsstand der untersuchten Mutanten einheitlich zu vergleichen,
wurde zum Zeitpunkt der Knospenbildung das Alter der Pflanzen, die Anzahl der
Rosettenblitter sowie der Rosettendurchmesser bestimmt. Die homozygoten fax3 Mutanten
und der fax3 Wildtyp zeigten eine sehr frithe Knospenbildung mit einer geringen Anzahl an
Rosettenblittern, wéahrend die fax2 und fax2/3 Mutanten mit jeweils dem entsprechenden
Wildtyp eine spite Knospenbildung mit einer hoheren Anzahl an Rosettenbléttern aufwiesen.
Dabei kann eine friihe Blithinduktion bei Kélte entweder durch ein schnelleres
Pflanzenwachstum oder aufgrund von Faktoren wie Temperatur, Lichtdauer sowie durch
Lichtintensitit induziert werden. Der Verlust von OEP40 in A. thaliana, einem iiber Trehalose-
6-phosphat regulierten B-Faltblatt Kanal in der OE von Chloroplasten, fiihrte aufgrund eines
eingeschrinkte Exports fiir Glukose und dessen Phosphatderivate zu einem frithen
Bliihverhalten bei Kélte (Harsman et al., 2016). Ob der eingeschriankte Fettsduren Export bei
einem Verlust der FAX Proteine, zu einer friihen Blihinduktion fiihrt, konnte nicht
abschlieBend geklart werden, weil es nur genspezifische Tendenzen gab, die jedoch auch im
entsprechenden Wildtyp beobachtet wurden. Moglicherweise iibernehmen die FAX Proteine
unter Kaélte faltungsbedingt primér Funktionen wie z.B. den Erhalt der Stabilitdt und Fluiditat

der Membranen.

6.4 Komplementierender Effekt durch FAX3 bei Verlust von FAX1 in A. thaliana

Die DNA Microarray Daten (AtGenExpress "Gene Networks” Schmid et al., 2005), zeigen in
A. thaliana eine in allen Pflanzengeweben vorkommende Expression der FAX Gene. Genauso
weisen die FAX Gene auch stirkere Expression in spezifischen Pflanzengeweben auf, z.B. wird
FAX3 stark in Bliiten, Samen, Kotyledonen sowie in Wurzeln und Bléttern exprimiert
(AtGenExpress 'Gene Networks” Schmid et al., 2005). Durch eine gewebespezifische
Komplementation konnten die plastidiren FAX Proteine FAX2, FAX3 und FAX4 eine
mogliche physiologische Funktion beim Ersetzen von FAX1 libernehmen. Um eine mdgliche
voneinander abhingige Regulation zwischen den FAX Genen zu untersuchen, wurde die

Transkriptmenge aller sieben FAX Gene in den Rosettenbléttern von homozygoten faxi-2
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knockout Mutanten untersucht. Dabei konnte in fiinf Wochen alten Rosettenblittern von
A. thaliana gezeigt werden, dass der Verlust von FAX] zu einer stirkeren Expression der
plastidiren FAX Gene (FAX2, FAX3 und FAX4) und des wahrscheinlich im ER/sekretorischen
Weg lokalisierten FAXS fiihrt. Durch eine stirkere Expression von FAX5 konnte iiber einen
verstiarkten Fettsduren-Import ins ER dem reduzierten Fettsduren-Export aus dem
Chloroplasten entgegengewirkt werden. Genauso konnte die Funktion von FAX1 durch die
plastiddren FAX2, FAX3 und FAX4 Proteine ersetzt werden, indem diese am Export von
Fettsduren aus dem Chloroplasten beteiligt sind, denn der Verlust von FAX1 fiihrt zwar zum
eingeschriankten Pflanzenwachstum, jedoch sind die homozygoten fax/-1 und faxI-2 knockout
Pflanzen tiberlebensfahig (Li ez al., 2015). Wéhrend des vegetativen Pflanzenwachstums weist
neben FAXI, unter den plastidiren Proteinen der FAX Familie, ebenfalls FAX3 hohe
Expressionslevel bei der Entwicklung von Blittern auf (Supplement Li et al., 2015), sodass ein
moglicher Effekt von FAX3 bei einem Verlust von FAX1 wihrend der Pflanzenentwicklung
iberpriift wurde. Dazu wurden, iiber eine Kreuzung generierten, faxI-2(he)/3-1(ho)
Doppelmutanten auf ihre Segregation untersucht, welche homozygot fiir das fax3 Gen und
heterozygot fiir das FAX/ Gen waren. Als Kontrolle dienten Samen der heterozygoten faxi-2
T-DNA Insertionslinie mit einer reduzierten und nicht mit Mendel konformen Verteilung der
homozygoten Nachkommen von 5,4% auf Erde und 4,2% auf Agarmedium und bestitigen
damit die bereits publizierten Ergebnisse von Li er al., 2015. Bei den Segregations-
untersuchungen zeigten sowohl die Nachkommen der heterozygoten fax/-2 Einzel- als auch
der faxI-2(he)/3-1(ho) Doppelmutante keine Auffilligkeiten bei der Keimungseffizienz, jedoch
fanden sich sowohl auf Agarmedium als auch auf Erde nur halb so viele Nachkommen der
faxI-2(he)/3-1(ho) Doppelmutante mit einem kleinen Phénotyp im Vergleich zur heterozygoten
faxI-2 Einzelmutante. Damit einhergehend wurde mit 0,6% auf Erde und 2,8% auf
Agarmedium nur ein geringer Prozentsatz als genotypisch bestétigte homozygote faxi/3
Doppelmutanten identifiziert. Als Ergebnis zeigte die Segregationsuntersuchung somit eine
reduzierte Anzahl an homozygoten fax/-2 Nachkommen im homozygoten FAX3 Hintergrund
im Vergleich zur Segregation einer heterozygoten fax/-2 Einzelmutante. Zudem zeigten die
bestitigten homozygoten fax1/3 Doppelmutanten sowohl auf Erde als auch auf Agarmedium
einen stark beeintrachtigten Keimlingsphédnotyp verursacht durch einen gleichzeitigen Verlust
von FAXI und FAX3. Die vier bestitigten homozygoten faxi/3 Doppelmutanten auf
Agarmedium zeigten eine deutlich beeintrachtigte Keimlingsentwicklung im Verlgleich zum
entsprechenden Wildtyp Col-0 auf und wiesen zum Zeitpunkt der Ernte fiir die Genotypisierung

gelbbraune Verfirbungen am &uBleren Rand der Rosettenblittern auf, was auf eine bereits
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eingeleitete Seneszenz hindeutet. Auf Erde konnte nur eine einzige Pflanze als homozygot fiir
faxl und fax3 bestétigt werden und zeigte zum Zeitpunkt der Ernte ein noch stirker
stagnierendes Keimlingswachstum als die vier homozygoten faxl/3 Doppelmutanten auf
Agarmedium. Nach dem Austreiben der ersten Rosettenblitter kam es zum Sterben der
Keimlinge auf Erde, sodass es nicht moglich war, homozygote faxi/3 Pflanzen iiber das
Keimlingsstadium hinaus anzuziehen. Auch der Versuch die Keimlinge auf Agarmedium
vorzuzichen und auf Erde zu pikieren, filhrte zum Sterben einiger Pflanzen im
Keimlingstadium, sodass auch hier keine homozygoten faxl/3 Doppelmutanten sicher
identifiziert werden konnten. Somit fiithrte der Verlust von beiden Genen, FAX] und FAX3, zu
einem lethalen Effekt der Keimlinge nach dem Austreiben der Rosettenblitter und zeigt damit
eine mogliche Komplementation von FAX1 durch FAX3 in Rosettenbléttern wihrend der
Keimlingsentwicklung. Durch den Verlust von FAX1 und FAX3 in den homozygoten fax1/3
Doppelmutanten kommt es vermutlich zu einem eingeschrinkten Fettsduren-Export aus den
Chloroplasten, sodass weniger Fettsduren-Vorstufen fiir den Lipidaufbau im ER zur Verfiigung
stehen und die Keimlingsentwicklung deutlich verlangsamt wird. Nach dem Austreiben der
ersten Rosettenbldtter erweist sich der Verlust von FAX1 und FAX3 zu einer starken
Beeintrachtigung bei der Pflanzenentwicklung, da wihrend dem fortlaufenden
Keimlingswachstum mehr Lipide zum Aufbau der wachsenden Membranen benotigt werden.
Mit fortschreitender Keimlingsentwicklung reichen die generierten Lipide zum Wachstum
nicht aus, sodass langsam der Seneszenzprozess eingeleitet wird und sich braune Verfarbungen
am dulleren Rand der Rosettenblétter bilden und es schlieBlich zum Sterben des Keimlings
kommt. Aufgrund eines eingeschrinkten Fettsduren-Export aus den Chloroplasten in den
homozygoten fax1/3 Doppelmutanten kommt es zu einem verminderten Aufbau von Lipiden
im ER, jedoch wird der Bedarf an Lipidkomponenten zum Aufbau der Membranen wéhrend
dem fortlaufenden Pflanzenwachstum hoher, sodass die Keimlingsentwicklung stagniert. Auf
Agarmedium wachsen die homozygoten fax1/3 Doppelmutanten im Vergleich zum Wildtyp
Col-0 zwar immer noch langsamer, jedoch weisen sie im Vergleich zum Wachstum auf Erde
eine bessere Pflanzenentwicklung auf und hatten zum Zeitpunkt der Ernte mehrere kleine, aber
vollstindig entwickelte Rosettenblitter. Die iiber die Wurzel aus dem Agarmedium
aufgenommene Saccharose kann im Cytosol zu Glukose gespalten und diese anschlie3end tiber
die Glykolyse zu Pyruvat umgewandelt werden und steht zu Beginn der Keimlingsentwicklung
als eine zusitzliche Energiequelle zur Verfiigung. Ebenfalls kann das Pyruvat im plastiddren
Stroma zu Acetyl-CoA metabolisiert werden und in die Fettsduresynthese einflieBen (Xu und

Shanklin, 2016). Dabei wird in Samen von A. thaliana das Pyruvat iiber den Natrium-
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abhédngigen Pyruvattransporter BASS2 (bile acid sodium symporter family protein 2) iiber die
innere plastiddre Hiilllmembran importiert (Furumoto et al., 2011; Xu und Shanklin, 2016). In
A. thaliana wurde mit einer Uberexpression von BASS2, unter dem Samen-spezifischen

Promotor (glycinin-1 promoter) aus G. max, der Lipidgehalt in Samen erhoht (Lee et al., 2017).

Die Charakterisierung der homozygoten fax1/3 Doppelmutanten zeigen, dass der gleichzeitige
Verlust von FAX] und FAX3 zu einem lethalen Effekt im Keimlingsstadium fiihrt. Der alleinige
Verlust von FAX3 in den homozygoten fax3-1 knockout Mutanten bewirkt dabei keine
phinotypischen Beeintrachtigungen beim Pflanzenwachstum und es zeigt sich keine Regulation
der restlichen FAX Gene. Somit iibernimmt FAX3 eine notwendige Funktion bei der
Komplementation von FAX1 in Rosettenbldttern. Eine fehlenden Komplementation durch
FAX3 in den homozygoten fax1/3 Doppelmutanten fiihrt zu einem lethalen Effekt wahrend der
Keimlingsentwicklung. Auf welche Weise die Komplementation dabei stattfindet, muss noch
geklart werden, denn aufgrund der Verteilung der Ladungen in den a-helikalen Doménen der

Tmemb Region, kann FAX3 vermutlich nicht die Membran beugen (siche Abb. 6.2).
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Abb. 6.2: Aktuelles Grundkonzept zum Wirkmechanismus von FAX1 und FAX3 in der inneren
Hillmembran von Chloroplasten. Die im Chloroplasten hergestellten Fettsauren liegen nach der
Fettsduresynthese im Stroma an ACP gebunden vor und werden erst unmittelbar vor dem Export durch
FATA/B Thioesterasen hydrolysiert. Moglichweise interagieren die FFAs mit dem NT von FAX1, bevor
sie mithilfe der vektoriellen Acylierung gradientengetrieben, passiv durch die IE diffundieren. Lokalisiert
in der IE kénnte FAX1 durch eine asymmtrische Insertion der dritten a-Helix der Tmemb Domane, die
IE Membran in Richtung der OE beugen und den Lipidtransfer durch die IE begilinstigen. An der OE
werden die freien Fettsduren von der LACS9 durch eine ATP-abhangige Kopplung an Coenzym A zu
Acyl-CoA aktiviert. Das ebenfalls in der |IE lokalisierte FAX3 besitzt einen flexiblen Glycin-Linker am NT,
mit welchem es moglicherweise Homo- und/oder Oligomere ausbildet. Durch die Gemeinsamkeit der
TMEM14C Proteine in ihrer Struktur aus vier a-helikalen Domanen, von denen drei die Membran
durchspannen und eine amphiphile Domane mit ihrem hydrophilen Bereich aus der Membran ragt
(Klammt et al., 2012), ergibt sich die strukturelle Anordnung der FAX Proteine in der Membran. Die
Orientierung der FAX1 und FAX3 Proteine in der IE wurde mittels eines Thermolysin Verdau von IE-
Vesikeln untersucht (Janick Peter, AG Philippar, UdS, Saarbriicken). Abk: CoA: Coenzym A; CT: C-
terminaler Proteinbereich, FATA, FATB: Fettsauren Thioesterase A bzw. B, FAX: Fettsauren Export
Protein, FFA: freie Fettsauren, IE: innere Chloroplastenhillmembran, LACS: Long-Chain Acyl-CoA
Synthetase, NT: N-terminaler Proteinbereich, OE: duere Chloroplastenhullmembran.

Uber die Fettsiduresynthese werden im Stroma der Chloroplasten Fettsiuren hergestellten und
an ein Acyl Carrier Protein gekoppelt, bevor sie unmittelbar vor dem Export durch FATA bzw.
FATB Thioesterasen hydrolysiert werden und als freie Fettsduren vorliegen (Li-Beisson et al.,
2013). In der Membran verankert konnte FAX1 {iber den N-Terminus mit den im wissrigen
Milieu befindlichen freien Fettsduren im Stroma interagieren und moglicherweise den
Umlagerungsprozess durch die Membran erleichtern (siehe Abb. 6.2). Der Fettsduretransfer aus
dem Chloroplasten wird durch die vektorielle Acylierung angetrieben, indem an der dufleren
Hiilllmembran der Chloroplasten iiber die LACS9 die freien Fettsduren iiber eine ATP-
abhingige Kopplung an das CoA zu Acyl-CoA aktiviert werden (Li-Beisson et al., 2017). Die
in der IE inserierten FAX1 und FAX3 Proteine fordern vermutlich den gerichteten Fettsduren
Export aus dem Chloroplasten. Durch die Insertion der amphiphilen, dritten a-Helix der Tmemb
Domine von FAXI in die IE, konnte FAX1 eine membran-beugende Funktion iibernehmen

und iliber eine Beugung der Membranstruktur die Durchléssigkeit der Lipidbarriere erhhen
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(Madsen und Herlo, 2017). FAX3 ist ebenfalls mit der Tmemb-Doméne in der inneren
chloroplastiddren Membran verankert und kdnnte, iber den am N-terminalen Bereich sténdigen
flexiblen, glycinreichen Linker, an der Ausbildung von Homo- und/oder Oligomeren beteiligt
sein und moglicherweise eine Membranbeugung stabilisieren (siche Abb. 6.2). Bei Micl0
Proteinen in der inneren Mitochondrienmembran in Hefe wurden Glycin-reiche Motive in
membran-staindigen Helices gefunden, welche zur Ausbildung von Oligomeren beitragen
(Barbot et al., 2015; Rampelt und van der Laan, 2017). Mit funktionellen Untersuchungen in
Hefe wurde bereits gezeigt, dass sowohl FAX1, FAX2 als auch FAX3 den hefeeigenen
Fettsduren Transporter fatlp ersetzen und C18:3 Fettsduren durch die Membran transportieren
konnen (Li et al., 2015; Anne Konnel, AG Philippar, UdS, Saarbriicken). Unter den plastiddren
FAX Proteinen iibernimmt FAX1 vermutlich die wichtigste Funktion beim Fettsduren/Lipid
Transport im Chloroplasten, denn nach der phédnotypischen Untersuchung der homozygoten
faxl-1, faxl-2, fax2-1 und fax3-1 Einzelmutanten sowie der homozygoten fax1/3 und fax2/3
Doppelmutanten, fiihrt unter den Einzelmutanten nur der Verlust von FAXI zu einer starken
Beeintrachtigung bei der Pflanzenentwicklung und erst {iber den zusitzlichen Verlust von FAX3
in homozygoten faxl/3 Doppelmutanten wird die notwendige Funktion von FAX3 beim
Komplementieren von FAXT1 in Bléttern ersichtlich, denn ohne FAX1 und FAX3 stagniert die
Keimlingsentwicklung und fiihrt schlieflich zum lethalen Effekt der Keimlinge. Bei der
Pollenentwicklung scheint FAX3 nur einen geringen Effekt auszuiiben, da in Bliiten von
homozygoten faxI-2 knockout Mutanten zwar iiber DNA Microarrays eine Hochregulierung
der FAX2 und FAX3 Gene (jeweils 1,13- und 1,24-fach) nachgewiesen wurde (Supplement Li,
et al., 2015), der sterile Phénotyp der homozygoten fax/-2 knockout Mutanten jedoch nicht

komplementiert wird.

6.5 Ausblick

Aufgrund einer wachsenden Bevolkerung, aber gleichzeitig limitierten, landwirtschaftlich
nutzbaren Flichen, miissen Pflanzen im Wachstum, der Ertragsproduktion und der
Stresstoleranz  optimiert werden. Auch Pflanzenlipide, wie die TAGs, sind von
biotechnologischem Interesse, da es sowohl fiir die menschliche Erndhrung als auch zur
Herstellung von Biodiesel genutzt wird (Xu und Shanklin, 2016). Im Raps B. napus wurden
tiber Transkriptomanalysen in Samen und dem Schotenperikarp mit einem hohen und
niedrigem Olgehalt die Expression der am Lipidmetabolismus beteiligten Gene untersucht und
die Transkriptlevel der an der TAG Biosynthese beteiligten Gene gemessen. Uber die

Transkriptmessung wurde in den Samen eine grundsitzlich stirkere TAG Biosynthese als im

80



Diskussion

Schotenperikarp nachgewiesen und eine stirkere Regulation von FAX/ wéhrend der TAG
Lipidsynthese identifiziert (Xiao et al., 2019). In A. thaliana konnte der Gehalt an TAG-Ol in
Samen mithilfe einer Uberexpression von AfFAX1 unter einem samen-spezifischen Promotor,
um etwa 21% bis 33% im Vergleich zum entsprechendem Wildtyp erhdht werden (Tian et al.,
2018). Auch in der Rotalge Cyanidioschyzon merolae konnte ein CmFAX1 identifiziert werden,
welches bei einer Uberexpression zu einem 0,4-fach niedrigeren intrazelluliren FA-Gehalt und
einem 2,4-fach hoheren, intrazelluldren Lipidgehalt an TAG fiihrte (Takemura et al., 2019).
Uber eine Uberexpression der am Lipidmetabolismus involvierten Gene FAXI und ABCA9 in
Camelina sativa, konnte das Samengewicht und die —gro3e erhoht und mehr Lipide in Samen
nachgewiesen werden (Cai et al, 2021). In Samen von A. thaliana konnte iiber eine
Uberexpression von FAX2 der TAG Gehalt um 30% gesteigert werden, sodass auch FAX2 als
Zielgen zur kontrollierten Produktion von Biodiesel verwendet werden kann (Tian et al., 2019).
Uber durchgefiihrte Lokalisations-Untersuchungen von FAX2 und FAX3 in Erbse mittels eines
Western Blots mit spezifischen Antikorpern gegen PsFAX2 und PsFAX3, wurde die
subzelluldre Lokalisation der Proteine in der inneren Chloroplastenmembran nachgewiesen.
Uber die Lokalisation der weiteren FAX Proteine (FAX4, FAX5/6, FAX7) gibt es
sequenzbedingte Vorhersagen und GFP-Untersuchungen, jedoch sollte die subzelluldre
Lokalisation mit spezifischen Antikdrpern untersucht werden. Ebenfalls ist noch unklar, ob die
FAX Proteine unter- und/oder miteinander Interaktionen eingehen und Homo- und/oder
Oligostrukturen formen. Mdglicherweise sind die FAX Proteine als Interaktionspartner im
Komplex assoziiert, so dass im Zuge dieser Arbeit Uberexpressionslinien von FAX2 und FAX3
jeweils mit einem gekoppelten GFP hergestellt wurden, sodass man iiber einen GFP pulldown
nach moglichen Interaktionspartnern suchen konnte. Mit ihren vier a-helicalen Doménen sind
die FAX Proteine vermutlich in der Membran verankert und werden aufgrund von strukturellen
Ahnlichkeiten der Proteinsequenz zu der Tmemb14 Familie zugeordnet (Klammt et al., 2012).
In Menschen sind die TMEM14A und C Proteine (InterProJUPF0136) in der mitochondriellen
Membran lokalisiert. Dabei sind die TMEM14A Proteine am apoptotischen Signalweg beteiligt
und inhibieren die Apoptose durch eine negative Regulierung der Permeabilisierung der
duBeren mitochondriellen Membran (Woo et al., 2011). Die TMEM14C Proteine {ibernehmen
vermutlich als ein putativer, mitochondrieller Transporter eine Rolle bei der Him Biosynthese
(Nilsson et al., 2009). Im Gegensatz zu Pflanzen, findet in tierischen Zellen die -Oxidation der
Fettsduren zur Energiegewinnung in den Mitochondrien statt, sodass ein mitochondrieller FAs-
Import notwendig ist und die TMEMI4 Proteine am Import von Fettsduren in die

Mitochondrien beteilt sein konnten. Bisher ist noch wenig iiber den tatséchlichen
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Transportmechanismus der TMEM 14 und der FAX Proteine bekannt. FAX1 konnte durch das
Inserieren der dritten, amphiphilen a-helikalen Doméne der Tmemb Region die Membran
beugen und den durch vektorielle Acylierung getriebenen Fettsduren Transport durch die
Membran erleichtern (Konnel et al., 2019). Um eine mogliche Beugung der inneren
Chloroplasten-Hiillmembran durch die FAX Proteine zu iiberpriifen, konnten iiber liposom
leakage assays, dhnlich wie bei Mic60 aus Mitochondrien (Hessenberger et al., 2017), die
Durchlissigkeit der Membran durch das Inserieren von FAXI {iberpriift werden. Uber
Sequenzanalysen in unterschiedlichen Pflanzenspezien, von der Griinalge C. reinhardtii bis zu
den Dikotyledonen, konnten spezifische Motive fiir jedes FAX Protein identifiziert werden. Um
zu liberpriifen, ob diese Proteinmotive eine Funktion beim Lipidtransport ausiiben, konnten die
entsprechenden Motive mutiert und die Fihigkeit zum FAs-Transport iiber funktionelle
Untersuchungen in Hefe liberpriift werden. Zur Charakterisierung der plastidaren FAX Proteine
wurden FAXI-, FAX2-, FAX3- und FAX4-RNAi Linien in einem Col-0 wildtypischen
Hintergrund generiert, sodass diese Linien fiir weitere Untersuchungen herangezogen werden
konnen. Der Hinweis einer Komplementation von FAX1 durch plastidire FAX Proteine wurde
durch die Untersuchung von homozygoten fax//3 Doppelmutanten bestdtigt und ein lethaler
Effekt bei einem Verlust von beiden Genen, FAX/ und FAX3, nachgewiesen. Um genauere
Aussagen iiber eine mogliche Komplementation von FAX/ durch weitere FAX Gene zu treffen,
sollte die FAXI bis FAX7 Transkriptmenge in Bliiten, Spross und Wurzeln sowie in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien der homozygoten fax/-2 Mutanten nachgepriift werden.
Um zu untersuchen, welche Funktion FAX1 ohne die Komplementation durch weitere FAX
Proteine im Chloroplasten ausiibt, konnten iiber eine Kreuzung der homozygoten fax2/3
Doppelmutante mit einer homozygoten fax4 knockout Mutante und anschliefender Selektion
und PCR-Genotypisierung homozygote fax2/3/4 Tripelmutanten generiert und anschlieBend

deren Pflanzenentwicklung untersucht werden.
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7 Zusammenfassung

In A. thaliana gibt es sieben FAX Proteine (FAX1 bis FAX7), die sich iiber ihre Struktur,
bestehend aus vier alpha-helikalen Transmembrandoménen &hneln und sich iiber ihre
charakteristischen Proteinmotive, konservierten Ladungen und ihre subzelluldre Lokalisation
unterscheiden. Das in der inneren Chloroplastenmembran lokalisierte FAX1 wurde 2015
charakterisiert und iibernimmt eine Funktion beim plastiddren Fettsduretransfer durch die
innere Hiilllmembran der Chloroplasten. Die Lokalisation der FAX2 und FAX3 Proteine wurde
ebenfalls in der inneren Hiillmembran der Chloroplasten mittels eines Western Blots mit
spezifischen Antikorpern gegen PsFAX2 und PsFAX3 nachgewiesen. In den Rosettenbléttern
von homozygoten fax1-2 knockout Mutanten fiihrt der Verlust von FAX] zu einem Anstieg der
FAX2 und FAX3 Transkriptmenge, was auf eine mdgliche komplementierende Funktion von
FAX1 durch FAX2 und FAX3 hindeutet. Durchgefiihrte Segregationsuntersuchungen von
faxl/fax3 (heterozygot’/homozygot) Doppelmutanten zeigten eine stark reduzierte Anzahl an
homozygoten fax1/3 Nachkommen sowohl auf Erde als auch auf Agarmedium. Der Verlust
beider Gene, FAXI und FAX3, fiihrt zu einer stark beeintrichtigten Entwicklung der Keimlinge
und schlieBlich zum lethalen Effekt im Keimlingsstadium, vermutlich aufgrund einer fehlenden

Komplementation von FAX1 durch FAX3 in Rosettenbléattern.
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8 Summary

In A.thaliana there are seven FAX proteins (FAX1 to FAX7), which are similar in structure,
consisting of four alpha-helical transmembrane domains, but are different in their characteristic
protein motifs, conserved charges, as well as their subcellular localization. FAX1, which is
localized in the inner chloroplast membrane, was characterized in 2015 and presumably plays
arole in the fatty acid transfer across the inner plastid membrane. The localization of the FAX2
and FAX3 proteins was also detected in the inner envelope of chloroplasts using a Western blot
with specific antibodies against PsFAX2 and PsFAX3. In rosette leaves of homozygous fax/-2
knockout mutants the loss of FAX/ leads to an increased amount of FAX2 and FAX3 transcripts
compared to wildtype, suggesting a possible complementary function of FAX1 through FAX2
and FAX3 proteins. Performed segregation analysis with faxl/fax3 (heterozygous/
homozygous) double mutants showed a strong reduced number of homozygous fax1/3 progeny
both on soil and on agar medium. The loss of both genes, FAXI and FAX3, leads to a severely
impaired development of seedlings and finally to a lethal effect in seedling stage, presumably

due to the absence of complementation of FAX1 by FAX3 in rosette leaves.
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Abb. 13.1: Prozentangaben der identischen Aminosduren zwischen den FAX1 Proteinen
unterschiedlicher Organismen. Die erste Zeile in schwarz gibt dabei die Ubereinstimmung zwischen
den maturen Proteinsequenzen an, die zweite Zeile in griin zwischen der jeweiligen Tmemb Region der
FAX1 Sequenzen. Die verschiedenen Organismen, Gennummern und Proteinnummern aus der NCBI
Datenbank sind in Klammern aufgelistet. At (Arabidopsis thaliana, At3g57280, NP_567046.1), Br386
(Brassica rapa, LR031574.1, VDC99386.1), Br405 (Brassica rapa, CM010634.1, RID54405.1), Br859
(Brassica rapa, LR031568.1, VDC62859.1), S| (Solanum Iycopersicum, NM_001320224.,
NP_001307153.1), Mt (Medicago truncatula, XM_003625049.3, XP_003625097), Ps (Pisum sativum,
AIX87540.1, KF981436.1), Bv (Beta vulgaris, XM_010674623.2, XP_010672925.1), Gm (Glycine max,
XM_003554106.4, XP_003554154), Os421(Oryza sativa, XM_015779935.2, XP_015635421), Os690
(Oryza sativa, 0s06g0301100, LOC_0Os069g19690.1), Zm081 (Zea mays, XM_008653859.2,
XP_008652081), Zm990 (Zea mays, NCVQ01000002.1, PWZ45990.1), Pp022 (Physcomitrella patens,
XM_024503254.1, XP_024359022), Pp899 (Physcomitrella  patens, XM_024546131.1,
XP_024401899), Pp988 (Physcomitrella patens, XM_024548220.1, XP_024403988) and Cr
(Chlamydomonas reinhardtii, CHLRE-DRAFT_160683, A8ICM7).
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Abb. 13.2: Prozentangaben der identischen Aminosduren zwischen den FAX2 Proteinen
unterschiedlicher Organismen. Die erste Zeile in schwarz gibt dabei die Ubereinstimmung zwischen
den maturen Proteinsequenzen an, die zweite Zeile in grin zwischen der jeweiligen Tmemb Region der
FAX2 Sequenzen. Die verschiedenen Organismen, Gennummern und Proteinnummern aus der NCBI
Datenbank sind in Klammern aufgelistet. At (Arabidopsis thaliana, At2g38550, NP_565892.1), Br
(Brassica rapa, XM_009145127.1, XP_009143375), S| (Solanum lycopersicum, XM_004246239.4,
XP_004246287), Mt (Medicago truncatula, XM_003623582.3, XP_003623630), Ps (Pisum sativum,
MN737494), Bv (Beta vulgaris, XM_010685179.2, XP_010683481), Gm (Glycine max,
XM_003552266.3, XP_003552314.1), Os (Oryza sativa, XM_015765746.2, XP_015621232), Zm353
(Zea mays, GRMZM2G059353.01, NP_001132377.1), Zm441 (Zea mays, GRMZM2G166441.01,
ACG49146.1) and Zm947 (Zea mays, Zm00001d012504, AOA1D6G947).
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Anhang

At Br Sl Mt Ps Gm Os Zm Pp701 Pp764 Cr
At 100%
84%
Br 91% 100%
0, 0,
S| 51% 50% 100%

67% 69%

57% 55% 50%
Mt 71% 69% 73% 100%

0, 0, 0, 0,
Ps 56% 55% 50% 90% 100%

70% 68% 73% 94%

51% 50% 52% 74% 76% °
Gm 67% 65% 74% 85% 87% 100%
53% 54% 50% 59% 60% 59% o
Os 64% 65% 69% 75% 76% 79% 100%
51% 52% 50% 60% 61% 58% 84%

Zm 64% 64% 72% 79% 80% 80% 93% 100%
54% 51% A7% 52% 53% 57% 57% 58% o
Pp701 64% 64% 66% 68% 68% 72% 70% 71% 100%
53% 51% 43% 51% 53% 54% 54% 56% 70% o
Pp764 63% 63% 61% 65% 68% 69% 69% 70% 82% 100%
Cr 24% 25% 25% 25% 25% 28% 28% 25% 25% 27% 100%
(]

37% 39% 39% 40% 39% 41% 40% 37% 40% 41%

Abb. 13.3: Prozentangaben der identischen Aminosduren zwischen den FAX3 Proteinen
unterschiedlicher Organismen. Die erste Zeile in schwarz gibt dabei die Ubereinstimmung zwischen
den maturen Proteinsequenzen an, die zweite Zeile in grin zwischen der jeweiligen Tmemb Region der
FAX3 Sequenzen.Die verschiedenen Organismen, Gennummern und Proteinnummern aus der NCBI
Datenbank sind in Klammern aufgelistet. At (Arabidopsis thaliana, At3g43520, NP_566866.1), Br
(Brassica rapa, RID58705.1, CMO010633.1), S| (Solanum Ilycopersicum, XM_004251268.4,
XP_004251316), Mt (Medicago truncatula, XM_013602920.2, XP_013458374), Ps (Pisum sativum,
MN737495), Gm (Glycine max, XM_003542343.3, XP_003542391), Os (Oryza sativa,
XM_015780205.2, XP_015635691), Zm (Zea mays, NM_001143430.1, NP_001136902.1), Pp701
(Physcomitrella patens, XM_024506933.1, XP_024362701.1), Pp764 (Physcomitrella patens,
XM_024506996.1, XP_024362764.1) and Cr (Chlamydomonas reinhardtii, CHLRE_08g383300v5,
AOA2K3DI83).
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Anhang

Ps-FAX2

ATGGCCTCCATGAGTTTCACAATGGATTCA
GTTTCTGTTTTAAACCCTAAACTTAACCATTCCCGTCCCTCTCTCCCAACCTTTCACCCTTTACTCAAAAACCGCACTTTCAAA
CTCTCCCTTCCCCGTTATGCTCTCCATCAACCCAAACCCTTAACCGTCACTTTCGCCGCGCCGGAACACGACTCCGATCATGG
TCAAGTTGAAGTGGAGAAGGGGAATGACGATGTTGATGTTGATGTTGGTTCCGAGGAGGAATCACAGGAAGCATGGAAG
CAGGCTTTGGATACATTCAAGGAACAGGCTTTGAAGGTTCAAGGGGTTTCTCAAGAGGCTTATGAATTGTACTCGAAGAA
GGCGGTTGTTATTTTGAAGGATACTTCGGAGCAGTTGAAGATACATGCTGATAAGGCCAAACATGATTTGAGTGTTGTGG
CGAAGGAAATTACGGAAGAAGGGAAAGAGTATTTGTCTTCTGCTGCGGAGAATTCGCCTGATGTGAAGGAGATTGTGGA
GACTTTTACTTCCCCGGAGGATGATCTTAGCAATGTTTCTGGAGTGAGGGATTTTTATGTTGGGATACCCTATGGTTTGCTA
CTATCTCTGGGTGGCTTCCTTTCCTTTATGGTAACCGGAAGCCTTGCAGCAATAAGGTTTGGGGTGATTTTAGGCGGTGGT
CTGTTGGCTCTAAGCATTTCAAGTTTGAAATCATATAAAAAAGGACAGCCTTCTTCTCTAGCTTTGAAGGGCCAGACAGCA
ATAGCAAGTATCTTGTTTCTGCGGGAGATTAACTCAGTTGGCAGAGGATCAACTTATTTCACTGCCTTGATCAGTGGTGCG
GTAGCGGCGTTTTACGTCTATAGACTGGTTTTGGAAGGTAAACCACAAAAAGGTTCAAACTTGGAAGGTGAAGCAGGA-3’

B
Ps-FAX3

5'ATGGCGGTTTTAGGCCTTTCGACTTCCACTCTCCCCTCCTTCTATCTTCGCTCTACAACCATTCACCGATCCAACCCTTCCA
CTATCCCTCGCTCCTTCCTCGCCCACCCTCCTTCTTTCCCTACCTTCACTCTTTCCAATCCACACTCTCAAATCGCAGTTGTCTC
TTCTGATTCCAAGGCCACTTCATTTGACCTAAGTGCCCCAGATTTGGACAACAGCGGCGGCGGCGGAAGTATCAAAGGTA
ACGGAGACGATTTTGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGTGGAGGAGGAGGCGGAGACGATAGTAACAAGGGAGAGGAAGG
ATCGAACGGAGATAAAAGGAAAATGGCTTTGTCAATGTCTCAGAAATTGACTCTAGGTTATGCTATTCTCGTCGGAGCGG
GTGGTGTAATGGGCTATCTGAAGAGTGGCAGCAATAAGTCACTTTTGGCTGGTGGTTTGTCTTCTGCACTGCTGTTTTATG
TTTTCACCGAACTACCCGGAAGACCTGTTCTTGCATCATCTGTGGGCCTTGGTATATCTGCCGCACTTCTTTCGGTGATGGG
TTCTCGTTTCAGGAAATCAGGGAAGGTCTTTCCAGCAGGTGTTGTGTCCCTTGTGTCACTCATAATGACAGGTGGTTACTTG
CACGGAATTATGCGTAGTAGTTCGCACTAG-3’

Abb. 13.4: Primerbindestellen auf der cDNA Sequenz von Ps-FAX2 und Ps-FAX3. (A) Der
codierende Bereich der Ps-FAX2 mRNA (schwarze Buchstaben) betragt 918 bp (GenBank Nr.
MN737494). Die Bindestelle des forward Ps FAX2 fwQO Primers (in blau markiert) liegt im 5-UTR
(untranslatierte Region, orangene Buchstaben). Die Bindestelle des reversen Ps-FAX2 rev Primers ist
grin hinterlegt. (B) Der codierende Bereich der Ps-FAX3 mRNA (schwarze Buchstaben) betragt 678 bp
(GenBank Nr. MN737495). Die Bindestelle des forward Ps-FAX3 fw Primers ist in blau markiert und des
reversen Ps-FAXS3 rev Primers ist griin hinterlegt.
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Abb. 13.5: Quantifizierung der FAX Transkriptgehalte in der homozygoten fax2/3 Doppelmutante.
Die Bestimmung der Transkriptgehalte erfolgte uUber eine gRT-PCR aus vier Wochen alten
Rosettenblattern von homozygoten fax2-1/3-1 Doppelmutanten Linie #8 und dem entsprechenden
ricksegregierten Wildtyp #10. Dabei wurden drei Pflanzen zu einer Probe vereinigt (n = 1) und diese
gemessen. Der Transkriptgehalt wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekilen bestimmt und auf Wildtyp
Col-0 normiert.
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