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Zusammenfassung

Der Programmierte Zelltod (PCD) stellt in Pflanzen einen wichtigen Prozess in der
Entwicklung, wéhrend der Seneszenz, unter Stress und in der Pathogen-Abwehr dar.
Spezifisch fur diesen pflanzlichen PCD sind KDEL-Cystein-Endopeptidasen
(KDEL CysEP). KDEL CyseP sind eine Untergruppe innerhalb der Familie der
Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen, die durch ein C-terminales Endoplasmatisches
Retikulum (ER) Rickhaltesignal charakterisiert werden. In Arabidopsis kodieren drei Gene
fur funktionale KDEL CysEP: AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3.

AtCEP besitzen im Zuge der Gewebe-Remodellierung Funktionen in der
Zellwanderweichung fur die Elongation sowie fir die Zellseparation. Zudem sind AtCEP
im PCD in der Abwehr gegen biotrophe Pathogene involviert. Dies ist eine neue Funktion
fur AtCEP im PCD zur bereits belegten Funktion im Entwicklungs-PCD.

AtCEP2 besitzt eine Funktion in der Elongation der Prim&rwurzel. Die enzymatisch aktive
Untereinheit von AtCEP2 ist in den Zellwanden von ,lateral root cap (LRC)“-Zellen sowie
in den Zellwanden von Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone lokalisiert. In
beiden Zell-Typen ist AtCEP2 in der Zellwanderweichung fur die Zellstreckung involviert.
Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fiihrt zu einer Abnahme der Trichoblasten-Zelllange und
daraus resultierend zu einer Reduktion der Primarwurzellange. Ebenso bewirkt der
Einfach-Verlust von AtCEP2 eine Abnahme der ZelllAnge der LRC-Zellen. Diese hat
jedoch keine Auswirkung auf die Verkirzung der Primarwurzelldnge. Die Restaktivitat von
AtCEP2 fihrt in atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) Keimlingen zu einer
dosiert geringeren Verkirzung der LRC-Zellen sowie der Epidermiszellen der
beginnenden Elongationszone. Weder AtCEP1 noch AtCEP3 scheinen eine Funktion in
dieser Zellwanderweichung wahrend der Elongation der Primarwurzel zu besitzen.

AtCEP besitzen im Zuge der Zellseparation beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-
Primordiums eine Funktion in der Zellwanderweichung: Der jeweilige Einfach-Verlust von
AtCEP1, AtCEP2 sowie AtCEP3 flihrt zu einer zeitlichen Verzégerung beim Durchdringen
der Seitenwurzel-Primordia durch die tUberlagernden Zellschichten. Die Pro-Enzyme von
AtCEP1 und AtCEP2 sind in den Epidermiszellen akkumuliert, die an der endogenen

Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums auseinanderweichen missen.

KDEL CysEP sind als enzymatisch inaktive Pro-Enzyme in 1 um grof3en Ricinosomen
gespeichert. Ricinosomen wurden beispielsweise in seneszierenden Endospermzellen in
keimenden Samen sowie in Nucellus-Zellen reifender Samen von Ricinus communis
identifiziert. Das Pro-Enzym von AtCEPZ2 ist in der Columella, in der LRC und an der Basis

junger Blatter in 1 um groBen Ricinosomen-dhnlichen Organellen gespeichert. Im
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Hypokotyl akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in 1x10 um groRRen Spindel-férmigen
ER-bodies. Durch Kreuzung mit einer ER-Lumen-Markerlinie konnte gezeigt werden, dass
sowohl Ricinosomen-ahnliche Organellen als auch ER-bodies Speicherkompartimente fiir
AtCEP2 und gleichzeitig flr weitere Proteine, wie beispielsweise [B-Glucosidasen,

darstellen.

Der PCD ist als Bestandteil der Hypersensitiven Reaktion fur Pflanzen ein wichtiger
Abwehrmechanismus gegen obligat biotrophe Pathogene, da diese sich vom lebenden
Gewebe der Wirtspflanze erndhren. AtCEPL1 ist in die basale Resistenz gegen den obligat
biotrophen Ascomycet Erysiphe cruciferarum involviert. Der Einfach-Verlust von AtCEP1
bewirkt den Pathogenese-Phénotyp der Super-Suszeptibilitdt gegeniber E. cruciferarum.
Dieser Pathogenese-Phanotyp kann mit Hilfe eines funktionellen AtCEP1
Reporterkonstrukts (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) komplementiert werden.
AtCEP1 besitzt eine Funktion im PCD zur Beeintrachtigung der Entwicklung von
E. cruciferarum: Der Einfach-Verlust von AtCEPL1 fihrt zu einer signifikanten Reduktion
des epidermalen Zelltods. In der spaten kompatiblen Interaktion mit E. cruciferarum ist
eine zeitlich-raumliche Akkumulierung von AtCEP1 feststellbar: Das Pro-Enzym von
AtCEPL1 ist um und innerhalb der Callose-Einkapselung, die den haustorialen Komplex
umschlie3t, akkumuliert.

AtCEPS ist ein weiterer Faktor zur Beeintrachtigung der Entwicklung von E. cruciferarum.
Dagegen ist keine Beteiligung von AtCEP2 in der basalen Resistenz von Arabidopsis

gegen E. cruciferarum festzustellen.

AtCPR5 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF PR GENES 5) ist ein negativer Regulator
der Expression von Pathogenese-assoziierten Genen. Der Verlust von AtCPRS5 fuhrt zu
spontanen nekrotischen Blattlasionen auf Rosettenblattern. Mit dem Auftreten dieser
Blattlasionen ist die Hochregulierung von AtCEP1 zeitlich direkt assoziiert. Zur
Visualisierung der Promotoraktivitat von AtCEP1 wurden Pflanzen der atcepl x atcprb
Doppelmutante, die zusatzlich ein nicht funktionelles AtCEP1-Reporterkonstrukt ohne die
Untereinheit von AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) exprimieren, untersucht:
AtCEPL1 ist spezifisch in den Epidermiszellen, die in direkter Nachbarschaft zu sichtbaren
nekrotischen Blattlasionen liegen und in denen PCD stattfindet, hochreguliert.

Pflanzen der atcpr5 Mutante weisen in der kompatiblen Interaktion eine konstitutive
Resistenz gegentber E. cruciferarum auf. Der Verlust von AtCEP1 hat auf diese Resistenz
keinen sichtbaren Einfluss. Pflanzen der atcpr5 Mutante zeigen unter dem Infektionsstress
des echten Mehltaupilzes signifikant gré3ere nekrotische L&sionsflachen als Pflanzen der
atcepl x atcpr5 Doppelmutante. Somit leistet AtCEP1 im AtCPR5-kontrollierten PCD bei

gleichzeitigem Stress durch die Interaktion mit E. cruciferarum einen Beitrag.
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Abstract

In plants, programmed cell death (PCD) occurs during development, under stress
conditions, during senescence and in response to pathogen infection. Specific for plant
PCD is a unique subgroup of papain-type cysteine endopeptidases characterized by a
C-terminal KDEL endoplasmic reticulum (ER) retention signal (KDEL CysgEP). In
Arabidopsis, three KDEL CysEP are expressed: AtCEP1, AtCEP2 and AtCEP3.

AtCEP exhibit functions in tissue remodeling by loosening the cell wall for extension and
for cell separation. Furthermore, AtCEP are involved in PCD in defense against biotrophic
pathogens. This is a new function for AtCEP in PCD in addition to the known function in

developmental PCD.

AtCEP2 exhibits a function in the elongation of the primary root. The enzymatically active
AtCEP2 mature subunit is localized in the cell wall of lateral root cap (LRC) cells and in
the cell wall of epidermal cells of the starting elongation zone. In both cell types, AtCEP2
is involved in loosening the cell wall for extension. Loss of AtCEP2 results in shortened
primary roots due to reduced cell length of trichoblasts in the elongation zone. Additionally,
loss of AtCEP2 leads to a decrease of the cell length of the LRC cells, but does not take
effect on the primary root length.

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) mutant plants also exhibit shortened
LRC cells and shortened epidermal cells of the starting elongation zone, but the cell
lengths are already longer compared to atcep2 mutant plants. Hence, the remaining
activity of AtCEP2 in atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) lines causes a
small extension of these two cell types.

By contrast, AtCEP1 and AtCEP3 seem not to be involved in loosening the cell wall in the

course of elongation of the primary root.

AtCEP exhibit a function in tissue remodeling by loosening the cell wall for cell separation
in the course of the endogenous emergence of the lateral root. Loss of AtCEP1, AtCEP2
or AtCEP3 lead to a delayed emergence of the lateral root primordia. The pro-enzymes of
AtCEP1 and AtCEP2 are expressed in root epidermis cells that are separated in the course

of lateral root formation.

KDEL CyseP are stored in 1pum sized ricinosomes as the enzymatically inactive
pro-enzymes. Among other localizations, ricinosomes were found in the senescing
endosperm of germinating seeds and in the nucellus cells of maturing seeds of Ricinus
communis. The pro-enzyme of AtCEP2 is stored in 1 um sized ricinosome-like organelles
in the columella, in the LRC and at the base of young leaves. The pro-enzyme of AtCEP2

is also expressed in the hypocotyl in ER-bodies with their characteristic 1x10 pm long
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spindle-shaped appearance. Co-localization with an ER lumen marker shows that not only
AtCEP2 but also other proteins, such as B-glucosidases, are stored in ricinosome-like

organelles and in ER-bodies.

PCD is an integral part of the hypersensitive response, which restricts growth of biotrophic
pathogens as they depend on living host tissue to feed from. AtCEPL1 is a factor of basal
resistance to powdery mildew caused by the biotrophic ascomycete Erysiphe
cruciferarum. atcepl mutant plants exhibit super-susceptibility to the fungus
E. cruciferarum. atcepl mutant plants harboring a functional reporter (Pcepi::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) complement the pathogenesis phenotype of atcepl mutant
plants. AtCEP1 exhibit a function in PCD by restricting the development of the biotrophic
fungus E. cruciferarum: Loss of AtCEP1 leads to a significant decrease of dead epidermal
cells. AtCEPL1 is expressed in spatiotemporal association with the late fungal development
on Arabidopsis leaves: The pro-enzyme of AtCEP1 accumulates around and within the
callosic encasement, which is surrounding the haustorial complex.

AtCEP3 is another factor restricting development of E. cruciferarum symptoms.

By contrast, AtCEP2 appears not to contribute to basal resistance to powdery mildew.

AtCPR5 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF PR GENES 5) is a negative regulator of
expression of pathogenesis related genes. Loss of AtCPR5 results in spontaneous
expression of chlorotic lesions that are associated with enhanced expression of AtCEP1.
atceplxatcpr5 double mutant plants harboring a non-functional reporter (Pcepi::pre-pro-
3xHA-EGFP-KDEL) were used for visualization of AtCEP1 promoter activity: AtCEP1 is
specifically upregulated in leaf cells in direct proximity of spreading chlorotic leaf lesions
thus likely representing cells undergoing PCD.

atcprb5 mutant plants exhibit a strong resistance to infection with E. cruciferarum. Loss of
AtCEP1 has no obvious influence on the strong resistance of atcpr5 mutant plants to the
infection with E. cruciferarum. The area of necrotic leaf lesions associated with
E. cruciferarum colonies is significantly larger in atcpr5 as compared to atceplxatcprd
double mutant plants. The presence of AtCEP1 thus contributes to AtCPR5-controlled

PCD at the sites of powdery mildew infection.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Programmierter Zelltod

Der Programmierte Zelltod (programmed cell death, PCD) ist ein essentieller Prozess und
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Entwicklung in mehrzelligen Eukaryoten. Er ist als ein
genetisch kodiertes und aktiv kontrolliertes zellulares Selbstmord-Programm definiert
(Wang and Bayles, 2013). Fiur Metazoen und Pflanzen sind verschiedene PCD-Prozesse
in der Entwicklung und in der Immunantwort bei Pathogen-Befall zu beobachten.

1.1.1. Differenzierung des Programmierten Zelltods in Metazoen

In Metazoen wird der PCD aufgrund der sich andernden Zellmorphologie in drei
verschiedene PCD-Typen eingeteilt: Apoptose, Autophagozytose und Nekrose/nicht-
lysosomaler PCD (Kroemer et al., 2009).

Die Apoptose zeichnet sich durch die Abnahme des Zellvolumens, Chromatin-
Kondensation und Zellkern-Fragmentierung aus. Als Folge der Fragmentierung der Zelle
bilden sich entweder apoptotische Bodies oder Blaschen-ahnliche Ausstllpungen auf der
Zelloberflache, in die der zerkleinerte Zellinhalt ,neu verpackt* wird. Diese
Blaschen-ahnlichen Ausstulpungen oder apoptotischen Bodies werden entweder mittels
Phagozytose von benachbarten Zellen aufgenommen und in diesen zersetzt oder mittels
Makrophagen abgebaut (Elmore, 2007; Yang and Klionsky, 2010).

Die Autophagozytose findet in den Zellen statt, in denen keine apoptotischen Prozesse
ablaufen. Sie ist charakterisiert durch die Anwesenheit von Autophagosomen und kleinen
lytischen Vakuolen, die einerseits die Zellkomponenten vor dem Zelltod zerkleinern.
Andererseits werden die Zellkomponenten auch zur Bereitstellung neuer Materialien fur
die Synthese in der Zelle abgebaut. Teilweise dient der Verdau der Zellkomponenten
sogar zur Energiegewinnung, was zur Folge hat, dass der PCD verzogert oder vollig
verhindert wird. Somit wird die Autophagozytose in einigen Fallen als Gegenteil der
Apoptose klassifiziert (Klionsky and Emr, 2000; Kroemer and Levine, 2008; Kroemer et
al., 2009).

Der nicht-lysosomale PCD bzw. der nekrotische PCD ist durch die Zunahme des
Zellvolumens, der Schwellung der Zell-Organellen, wie beispielsweise den Mitochondrien,
und dem ZerreiRen der Plasmamembran definiert. Das Zerreil3en der Plasmamembran
fuhrt schlieBlich zum Verlust der Zellkomponenten. Im Vergleich zur Apoptose und
Autophagozytose ist die Nekrose in nur wenigen metazoischen Zellen zu beobachten
(Zhong and Thompson, 2006; Galluzzi and Kroemer, 2008; Kroemer et al., 2009).
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1.1.2. Differenzierung des Programmierten Zelltods in Pflanzen

In Pflanzen wird der PCD ebenfalls aufgrund der sich andernden Zellmorphologie
klassifiziert und in zwei verschiedene PCD-Typen unterteilt, dem autolytischen und dem
nicht-autolytischen PCD. Der autolytische PCD in Pflanzen ist vergleichbar mit der
Autophagozytose in Metazoen, der pflanzliche nicht-autolytische PCD wird dem
metazoischen nekrotischen/nicht-lysosomalen PCD zugeordnet. Apoptotische Prozesse
hingegen, wie beispielsweise die Fragmentierung der ganzen Zelle und das
darauffolgende ,neu Verpacken® in apoptotische Bodies, sind in Pflanzen nicht
beschrieben (van Doorn, 2011).

Beim autolytischen PCD nimmt die Gro3e der kleinen Vakuolen im Cytoplasma zu, die in
Folge dessen letztlich zu einer grol3en Vakuole fusionieren. Gleichzeitig sinkt das Volumen
des Cytoplasmas. In den finalen Stufen des autolytischen PCD zerreil3t der Tonoplast, die
selektivpermeable Membran, die die Vakuole umgibt, und setzt einerseits Hydrolasen frei,
die unmittelbar die vorhandenen Zellkomponenten abbauen (van Doorn et al., 2011).
Andererseits bewirkt das Zerreil3en der Vakuole das Ansauern des Cytoplasmas, was die
proteolytische Aktivierung der im PCD involvierten Proteasen zur Folge hat. Es platzen
beispielsweise die vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) stammenden Vesikel und
ER-Bodies aufgrund des Ansaduerns des Cytoplasmas und die darin enthaltenen
enzymatisch inaktiven Pro-Formen der Proteasen werden freigesetzt. Diese enzymatisch
inaktiven Pro-Formen maturieren nun autokatalytisch durch den vorliegenden sauren
pH-Wert in die entsprechenden enzymatisch aktiven reifen Untereinheiten. Prominente
Beispiele hierfir sind die Papain-artigen Cystein-Endopeptidasen in Ricinus und
Arabidopsis, die in den finalen Stufen des PCD involviert sind (Schmid et al., 2001; Hierl
et al., 2014 (s.7.1.)). Neben dem Verdau der Zellkomponenten werden, ahnlich der
Autophagozytose in Tieren, die Zellkomponenten zudem zur Remobilisierung von
Nahrstoffen abgebaut. Hierbei werden Makromolekile wie DNA, RNA, Lipide,
Kohlenhydrate und Proteine zu Saccharose, Aminosauren und Amiden hydrolysiert und
vom seneszierenden Gewebe zum lebenden Gewebe der Pflanze transportiert. In Gerste
und Weizen werden die abgebauten Nahrstoffe beispielsweise von seneszierenden
Blattern durch das Phloem vorwiegend zum reifenden Samen transportiert (Gregersen et
al., 2008).

Da der autolytische PCD in allen Entwicklungsstufen von der Befruchtung der Ovule bis
zum Sterben der kompletten Pflanze stattfindet, wird er auch als Entwicklungs-PCD
bezeichnet (van Doorn and Woltering, 2005; van Doorn, 2011).

Der nicht-autolytische PCD ist durch das Schrumpfen des Cytoplasmas und durch das
Fehlen des sofortigen Abbaus der Zellkomponenten im Cytoplasma charakterisiert. Ein

Platzen der Vakuole durch Zerrei3en des Tonoplasten wird nur selten beobachtet und falls
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dies der Fall ist, dann findet meist kein sofortiger und/oder kein vollstandiger Abbau der
Zellkomponenten statt. Somit stellt das Platzen der Vakuole und die damit verbundene
Freisetzung der Hydrolasen, nicht den einleitenden und dartiber hinaus auch manchmal
keinen notwendigen Schritt fir das Stattfinden des nicht-autolytischen PCD dar (van
Doorn and Woltering, 2005; van Doorn, 2011).

Generell ist der nicht-autolytische PCD in drei pflanzlichen Szenarien zu beobachten: in
der Hypersensitiven Reaktion (hypersensitive response, HR; s. Kap. 1.7.2.), im PCD, der
durch nekrotrophe Pathogene induziert wird und in den Programmierten Zelltodablaufen
im reifenden Endosperm in Poaceae.

Nekrotrophe Pathogene wie Botrytis cinerea (Botrydial und Oxalsaure) und Fusarium
moliniforme (Fumonisin B1) sekretieren toxische Molekule, die den PCD einleiten. Botrytis
cinerea beispielsweise induziert einen ,oxidative burst‘, der wahrscheinlich durch
Lipid-Peroxidation und Abbau von Antioxidantien den Grund fir den beginnenden PCD
darstellt. In diesem ist die Fragmentierung des Zellkerns und DNA-Abbau beobachtbar,
die Plasmamembran und der Tonoplast hingegen bleiben intakt (van Baarlen et al., 2004;
Gevech et al., 2006).

Einen besonderen PCD-Fall stellt das Endosperm in Poaceae dar. Ublicherweise stirbt
das Endosperm zur Mobilisierung von Speicherstoffen in allen héheren Pflanzen zeitlich
synchron mit der beginnenden Samenkeimung ab. Im Gegensatz dazu ist das Endosperm
in Poaceae bereits vor der beginnenden Samenkeimung abgestorben. Es stellt somit ein
totes Speichergewebe dar. Bei den PCD-Vorgéangen im reifenden Endosperm in Poaceae
sind ein Anstieg der Expressionen von Cystein-Proteasen, RNAsen und DNAsen zu
beobachten. Des Weiteren sind ebenfalls intakte Plasmamembranen und Vakuolen

festzustellen (Young and Gallie, 2000; DeBono and Greenwood, 2006).
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1.2. Im Entwicklungs-PCD und in der Pathogen-Abwehr involvierte Proteasen

Cystein-Proteasen sowie Serin-Proteasen, Metalloproteasen und Aspartat-Proteasen sind
im Entwicklungs-PCD und in der Pathogen-Abwehr involviert. Sie stellen die vier grof3ten
und wahrscheinlich bedeutendsten Klassen der Proteasen dar. Die meisten Proteasen
aus dieser Klasse sind Endopeptidasen, nur wenige Exopeptidasen. Darlber hinaus
werden fast alle Proteasen aus dieser Klasse als sogenannte ,Precursor”-Proteine mit
einem N- und/oder C-terminalen Pro-Peptid synthetisiert. Die Type Il Metacaspasen aus
der Klasse der Cystein-Proteasen bilden keine ,Precursor-Proteine und stellen eine der
wenigen Ausnahmen dar (Schaller, 2004; Beers et al., 2004; Rawlings et al., 2014:
MEROPS Peptidase Database).

1.2.1. Serin-Proteasen

Die Serin-Proteasen stellen die gréf3te Klasse an Proteasen in Pflanzen dar. Die
hydrolytische Spaltung der Peptidbindungen von Proteinen erfolgt im aktiven Zentrum
Uber eine katalytische Triade, die aus den Aminosauren Asparaginsaure, Histidin und
Serin besteht. In Arabidopsis stammen mehr als die Halfte der Serin-Proteasen aus der
Familie der Serin-Carboxypeptidasen und aus der Familie der Subtilisin-ahnlichen
Serin-Proteasen (Schaller, 2004; Beers et al., 2004).

Serin-Carboxypeptidasen

Eine wichtige Funktion von Serin-Carboxypeptidasen besteht in der Mobilisierung von
Stickstoff-Quellen wahrend der Samenkeimung. In Vigna radiata sind zwei
Serin-Carboxypeptidasen (CP) CPI und CPII in den Kotyledonen, die als Speichergewebe
in der Familie der Fabaceae dienen, lokalisiert (Granat et al., 2003). In Triticum aestivum
akkumuliert die Serin-Carboxypeptidase CPIll in der Aleuronschicht, um die
Speicherproteine im angrenzenden Endosperm abzubauen (Dominguez et al., 2002).

Neben der Funktion in der Mobilisierung von Stickstoff-Quellen, sind Serin-
Carboxypeptidasen in planta im PCD involviert. In Triticum aestivum ist die
Serin-Carboxypeptidase CPIlIl 2-3 Tage nach dem vollstandigen Aufsaugen des
mobilisierten Endosperms durch das Scutellum im scutellaren Leitgewebe exprimiert.
Daruber hinaus akkumuliert CPIIl im sich differenzierendem Leitgewebe im Spross und in
der Wurzel von Keimlingen. Mittels der TUNEL-Methode (terminal desoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end labeling) wurde gezeigt, dass CPIIl jeweils in den
Zellen dieser drei Gewebe lokalisiert ist, die eine DNA Fragmentierung aufweisen und in

denen demzufolge PCD stattfindet (Dominguez et al., 2002).



Einleitung

In Pisum sativum ist die Serin-Carboxypeptidase PsCP in der Samenentwicklung beteiligt.
PsCP ist im Pericarp und im Samen akkumuliert, vor allem im Nucellus am chalazalen
Ende des Embryosacks. Des Weiteren ist PSCP im sich entwickelnden Keimling mit
Ausnahme der Kotyledonen ubiquitar exprimiert. Aufgrund der Lokalisation von PsCP wird
eine Funktion zur Mobilisierung von Nahrstoffen ausgeschlossen und eine Funktion im
PCD vermutet (Cercos et al., 2003).

Subtilisin-ahnliche Serin-Proteasen

Die pflanzlichen Subtilisin-&hnlichen Serin-Proteasen sind nach dem Leitprotein Subtilisin
benannt, das aus Bacillus licheniformis isoliert wurde (Schaller, 2004). In Arabidopsis sind
gegenwartig 55 Gene identifiziert, die fur funktionale Subtilisin-&hnliche Serin-Proteasen
kodieren (Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database).

Trotz der weiten Verbreitung von Subtilisin-&hnlichen Serin-Proteasen ist wenig tber ihre
Funktion in planta bekannt. Da einige Subtilisin-ahnliche Serin-Proteasen eine breite
Substratspezifitat zeigen, wird jedoch eine Beteiligung im PCD vermutet. In Avena sativa
wurden zwei Subtilisin-ahnliche Serin-Proteasen Saspase-1 (SAS-1) und Saspase-2
(SAS-2) isoliert. Der Befall des nekrotrophen Pathogens Cochliobolus victoriae (Erreger
der Viktoriafaule) 16st eine Victorin-induzierte Immunantwort aus, die eine proteolytische
Kaskade fiir den PCD einleitet. In dieser proteolytischen Kaskade sind beide Saspasen
involviert (Coffeen and Wolpert, 2004).

DarlUber hinaus sind in Arabidosis generell die biologischen Funktionen von erst zwei
Subtilisin-ahnlichen Serin-Proteasen geklart. Die Subtilisin-&hnliche Serin-Protease SDD1
(STOMATAL DENSITIY and DISTRIBUTION1) reguliert die Dichte und Verteilung der
Stomata innerhalb der Epidermis. Ein Verlust von SDD1 fuhrt zu einer Vervierfachung der
Anzahl an Stomata (Berger and Altmann, 2000). Die zweite erforschte Subtilisin-ahnliche
Serin-Protease ALE1 (ABNORMAL LEAF SHAPEL1) ist fur die Entwicklung der Kutikula
wahrend der Embryogenese verantwortlich: alel Keimlinge zeigen abnormale
schrumpelige Blatter und sterben innerhalb weniger Tage aufgrund der permanenten
Wasserverdunstung, die Uber die Blattoberflache stattfindet (Tanaka et al., 2001).

Eine weitere Subtilisin-ahnliche Serin-Protease XSP1 (XYLEM SERINE PEPTIDASE1)
scheint in Arabidopsis im PCD in der Differenzierung der Tracheen-Elemente des Xylems
involviert zu sein. Zuerst werden die Tracheen-Elemente durch Cellulose-, Hemicellulose-
und Lignin-Ablagerungen verstarkt. AnschlielRend findet in den Tracheen-Elementen PCD
statt, was zum vollstandigen Abbau der Zellkomponenten und letztlich zum Verlust des
Protoplasten fihrt. Dartiber hinaus kommt es zu einer partiellen Auflosung der priméren

Zellwand und damit verbunden zur Ausbildung eines zusammenhangenden



Einleitung

Roéhrensystems flr den ungehinderten Wassertransport in planta (Zhao et al., 2000;

Escamez and Tuominen, 2014).

1.2.2. Aspartat-Proteasen

Aspartat-Proteasen verfugen im aktiven Zentrum Uber eine katalytische Diade, die aus
zwei Aminosauren Asparaginsaure besteht (van der Hoorn, 2008). Eine bedeutsame
Familie der Aspartat-Proteasen ist die Familie der Praseniline. Der Defekt der
Prasenilin-Gene ist entscheidend an der Ausbildung der Alzheimer-Krankheit im
Menschen beteiligt (Schaller 2004). In der Pflanze sind die Pepsin-&hnlichen Proteasen
eine wichtige Familie der Aspartat-Proteasen (Schaller, 2004; Beers et al., 2004). In
Arabidopsis sind gegenwartig 71 Gene identifiziert, die fur funktionale Pepsin-ahnliche
Proteasen kodieren (Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database).

Pepsin-ahnliche Proteasen

Pepsin-dhnliche Proteasen zeigen verschiedene Funktionen in der Pflanze, unter
anderem sind sie am PCD beteiligt. In Oryza sativa wird der PCD in den Tapetum-Zellen
der Reisantheren von zwei Pepsin-dhnlichen Proteasen OsAP25 und OsAP37 induziert
(Niu et al.,, 2013). Im Gegensatz dazu scheint die Pepsin-ahnliche Protease PCS1
(PROMOTION OF CELL SURVIVAL 1) eine blockierende Funktion auf den PCD in
Arabidopsis zu besitzen. Pflanzen, in denen das Gen PCS1 liberexprimiert wurde, zeigen
eine verhinderte Antheren-Dehiszenz, so dass der Pollen nicht aus den sich in den
Antheren befindlichen Pollensacken freigesetzt werden kann. Der Grund hierflr ist, dass
kein PCD im Stomium, die ,Nahtstelle zwischen den Pollensacken, und in den
interlocularen Septumzellen stattfindet und somit ein Zerreif3en der Pollensacke verhindert
wird (Ge et al., 2005).

Des Weiteren weisen Pepsin-ahnliche Proteasen eine Funktion in der Immunantwort bei
Pathogen-Befall auf. In Arabidopsis ist die Pepsin-dhnliche Protease CDR1
(CONSTITUTIVE DISEASE RESISTANCE 1) in der Pathogen-Abwehr involviert.
Uberexpressionslinien von CDR1 zeigen eine verminderte Suszeptibilitat gegentiber dem
virulenten Stamm des pathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)
DC3000. Damit kongruierend weisen cdrl1-knockout Pflanzen eine erhdhte Suszeptibilitat
auf. Wahrend der Pathogen-Abwehr akkumuliert die Pepsin-ahnliche Protease CDR1 im
Apoplasten und leitet die Immunantwort ein, indem es im Apoplasten mdglicherweise
kleine Peptide freisetzt, die eine Hochregulierung der Expression der

Pathogenese-assoziierten Stress-Gene induzieren (Xi et al., 2004).
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1.2.3. Metalloproteasen

Die Aktivitdt von Metalloproteasen hangt von zweiwertigen Metall-Kationen ab, die
ihrerseits an den Seitenresten von Aminosauren, beispielsweise Glutaminsaure und
Histidin, der Metalloproteasen stabilisiert werden. Die zweiwertigen Metall-Kationen, in
den meisten Fallen Zink, aber auch Kobalt oder Mangan, aktivieren das Wassermolekl
fur den nukleophilen Angriff und die daraus resultierende hydrolytische Spaltung der
Peptidbindungen (Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008). In Arabidopsis sind gegenwartig
81 Gene identifiziert, die fur funktionale Metalloproteasen kodieren (Rawlings et al., 2014:
MEROPS Peptidase Database). Die Matrix-Metalloproteinasen, die entweder eine
katalytische Zink-Bindedomé&ne oder eine katalytische Calcium-Bindedoméne aufweisen,
sind eine bedeutsame Familie der Metalloproteasen in planta (Marino and Funk, 2012).

Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen sind im Apoplasten der pflanzlichen Zelle lokalisiert und tber
eine Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI) Ankerverbindung in der Plasmamembran
befestigt (Flinn, 2008). Des Weiteren wurde mittels GFP-Konstrukten gezeigt, dass
Matrix-Metalloproteinasen aus Nicotiana tabacum NtMMP1-GFP und aus Glycine max
Sltil14-smGFP direkt in der Plasmamembran lokalisiert sind (Schiermeyer et al., 2009;
Cho et al., 2009).

Die Matrix-Metalloproteinase Cs1-MMP, die eine Kkatalytische Zink-Bindedomane
aufweist, ist in den Kotyledonen von Cucumis sativus lokalisiert. In diesen ist eine
Akkumulation von Cs1-MMP im Ubergang der spaten Seneszenz zum beginnenden PCD
zu beobachten. Somit ist Cs1-MMP wahrscheinlich nicht in der Remobilisierung der
Nahrstoffe wéhrend der Seneszenz involviert, sondern besitzt eine Funktion im
beginnenden frihen PCD (Delorme et al., 2000).

Im Gegensatz dazu zeigt die Matrix-Metalloproteinase At2-MMP, die eine katalytische
Zink-Bindedoméne aufweist, eine verzdogernde Funktion auf den PCD in Arabidopsis.
Pflanzen der T-DNA Insertionslinie at2-mmp-1 zeigen eine verfriihte Seneszenz und einen
verfriihten PCD der Rosettenblatter und der Hochblatter (Golldack et al., 2001).

Des Weiteren besitzen Matrix-Metalloproteinasen eine Funktion in der Immunantwort bei
Pathogen-Befall. In Solanum lycopersicum ist die Matrix-Metalloproteinase SI3-MMP in
der Pathogen-Abwehr involviert. Tomatenpflanzen, in denen das Gen SI3-MMP
,gesilenced” wurde, zeigen eine erhdhte Suszeptibilitat gegentber dem nekrotrophen
Pathogen Botrytis cinerea und gegeniiber dem virulenten Stamm des pathogenen
Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000. Transiente
Uberexpressionen des Gens SI3-MMP in Nicotiana benthamiana fiihren zu einer

verminderten Suszeptibilitat gegen den nekrotrophen Pathogen Botrytis cinerea. Somit ist
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die Matrix-Metalloproteinase SI3-MMP  mdglicherweise an der Regulation der

Abwehr-Reaktion in Pflanzen gegen Pathogene beteiligt (Li et al., 2015).

1.2.4. Cystein-Proteasen

Cystein-Proteasen gelten als die wichtigste Klasse der Proteasen in planta. Allein in
Arabidopsis sind gegenwartig 106 Gene identifiziert, die fur funktionale Cystein-Proteasen
kodieren (Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database). In der Pflanze sind
Cystein-Proteasen mafgeblich an essentiellen Entwicklungsprozessen beteiligt, indem
sie entscheidend sowohl in der Stickstoff-Mobilisierung wahrend der Samenreifung und
der Seneszenz als auch im PCD involviert sind. Sie verfugen im aktiven Zentrum tber eine
katalytische Diade, die aus den Aminosauren Histidin und Cystein besteht. Metacaspasen,
»vacuolar Processing Enzymes* (VPEs) und Papain-ahnliche Cystein-Proteasen sind drei
sehr wichtige Familien innerhalb der Klasse der Cystein-Proteasen (Schaller, 2004; Beers
et al., 2004; van der Hoorn 2008; Hierl et al., 2012).

1.2.4.1. Metacaspasen

Metacaspasen stellen in planta die Orthologe zu metazoischen Caspasen dar, da sie eine
hohe Homologie in ihrer Aminosauresequenz aufweisen. Darliber hinaus besitzen
Metacaspasen die flir metazoische Caspasen typische hochkonservierte
Caspase-Hemoglobinase Bindetasche. Trotz der Konservierung der strukturellen
Charakteristika, spalten Metacaspasen Peptidbindungen C-terminal zu Arginin- und
Lysin-Resten. Caspasen hingegen spalten Peptidbindungen nach Asparaginséaure-Resten
spezifisch in P1-Position (Aravind and V. Koonin, 2002; Vercammen et al., 2004,
Tsiatisiani et al.,, 2011). Somit wurde die Hypothese, dass Metacaspasen direkt fir
Caspase-ahnliche Aktivitdten in planta verantwortlich sind, widerlegt. Vielmehr scheint
eine Beteiligung von Metacaspasen ,upstream“ zu Proteasen, die Asparaginsaure-
spezifisch spalten, plausibel (Meslin et al., 2011).

In der Pflanze werden Metacaspasen in zwei Typen unterteilt. Type | Metacaspasen
weisen eine N-terminale Pro-Doméne auf, die sich durch ein Prolin-reiches repetitives
Element und ein Zink-Finger Motiv charakterisiert. In Metacaspasen der Type Il fehlen
diese N-terminalen Pro-Domanen. Stattdessen sind Type Il Metacaspasen durch eine
Linker-Region gekennzeichnet, die zwischen ihren putativen groRen und Kkleinen
Untereinheiten liegt (Vercammen et al., 2004; Tsiatsiani et al., 2011; Bollhdrner et al.,
2013). Generell maturieren fast alle Metacaspasen autokatalytisch von der enzymatisch
inaktiven Form in die entsprechende enzymatisch aktive Form (Vercammen et al., 2004;

Tsiatsiani et al.,, 2011). In manchen Faéllen (beispielsweise Metacaspase4 aus
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Arabidopsis) ist allerdings keine Prozessierung fur die proteolytische Aktivitat erforderlich
(Watanabe and Lam, 2011).

Metacaspasen sind entscheidend fir die exakte Ausfihrung des PCD in planta. In Picea
abies ist die Type Il Metacaspase mcll-Pa im Suspensor lokalisiert und ,Gen-Silencing®
von mcll-Pa fuhrt zu einer Unterdrickung des PCD im Suspensor. Interessanterweise
translokalisiert mcll-Pa wahrend des PCD der Suspensor-Zellen vom Cytoplasma in den
Nucleus. Mdglicherweise initiert mcll-Pa den PCD, indem mcll-Pa nukleare
Strukturproteine abbaut und dies somit zu einer Auflosung der Kernmembran fihrt. Die
Auflosung der Kernmembran wiederum ermaoglicht den Eintritt von Nucleasen, die eine
DNA-Fragmentierung initiieren (Suarez et al., 2004; Bozhkov et al., 2004; Bozhkov et al.,
2005).

In Arabidopsis kodieren neun Gene fur funktionale Metacaspasen, wobei die
Metacaspasen AtMC1, AtMC2 und AtMC3 Type | Metacaspasen sind. AtMC4 bis AtMC9
weisen dagegen keine N-terminale Pro-Doméane auf und sind als Type Il Metacaspasen
klassifiziert (Tsiatsiani et al., 2011; Rawlings et al., 2014: MEROPS Peptidase Database).
Die immense Bedeutung von AtMC1 und AtMC2 auf den HR-vermittelten PCD konnte
durch Experimente mit dem Oomycet Hyaloperonospora arabidopsidis und dem
avirulenten Stamm des pathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)
DC3000 avrRpm1 gezeigt werden. AtMCL1 ist ein positiver Regulator des HR-vermittelten
PCD, wohingegen AtMC2 antagonistisch als ein negativer Regulator des HR-vermittelten
PCD agiert. Erstaunlicherweise ist die proteolytische Funktion von AtMC2 unabhéangig von
ihren putativen katalytischen Aminosauren Histidin und Cystein. Im Gegensatz dazu sind
die putativen katalytischen Aminosduren Histidin und Cystein fiir die proteolytische
Funktion von AtMC1 essentiell. Ein Doppel-Verlust von AtMC1 und AtMC2 flihrt zu einem
fast vollstandigen Verschwinden des HR-vermittelten PCD und gleichzeitig jedoch zu
keiner erweiterten Suszeptibilitdt gegenlber diesen Pathogenen (Coll et al., 2010).

Die Type Il Metacaspase AtMC9 ist die einzige Metacaspase in Arabidopsis, die einen
sauren pH-Wert zur autokatalytischen Prozessierung bengtigt. Dies ist von besonderem
Interesse, da Proteasen, die im pflanzlichen PCD involviert sind, sehr oft ein pH-Optimum
im sauren Bereich besitzen, was auf das Ansauern des Cytoplasmas durch das Platzen
der Vakuole in den finalen Stufen des PCD zurtickzufiihren ist (Vercammen et al., 2004;
Tsiatsiani et al., 2011; Tsiatsiani et al., 2013). AtMC9 ist sehr Gewebe-spezifisch in den
Zellen der lateralen Wurzelhaube und im Xylem der Wurzeldifferenzierungszone, des
Hypokotyls und der Kotyledonen, nicht jedoch im Xylem von jungen Rosettenblattern von
Keimlingen exprimiert. Darlber hinaus ist AtMC9 in den Petalen vermehrt an der
LAbscission zone“ und in den Antheren im Konnektivgewebe akkumuliert. In allen

aufgefihrten Geweben findet Entwicklungs-PCD statt (Vercammen et al., 2006; Bollhdrner

9



Einleitung

et al.,, 2013; Tsiatsiani et al.,, 2013). Die Funktion von AtMC9 im PCD wahrend der
Differenzierung der Tracheen-Elemente des Xylems wurde naher untersucht. In der
T-DNA Insertionsmutante atmc9-2 kann im Vergleich zum Wildtyp keine Verzégerung des
Zerplatzens der Vakuole infolge des beginnenden PCD im Protoxylem festgestellt werden.
Dagegen ist die Dauer des vollstandigen Zersetzens der Zellkomponenten, das nach dem
Zerplatzen der Vakuole erfolgt, in der T-DNA Insertionsmutante atmc9-2 stark
verlangsamt. Somit besitzt AtMC9 eine post mortem Funktion im PCD und ist nicht an
dessen Initiierung beteiligt (Bollhérner et al., 2013; Tsiatsiani et al., 2013).

1.2.4.2. ,Vacuolar Processing Enzymes*

,Vacuolar Processing Enzymes“ (VPEs) sind Asparaginyl-Endopeptidasen, die
Peptidbindungen C-terminal zu Asparagin- und Asparaginsaure-Resten spalten
(Hara-Nishimura et al., 1998). Obwohl nur eine geringe Homologie in der
Aminosaurensequenz zwischen VPEs und metazoischen Caspasen besteht, zeigen ihre
jeweiligen dreidimensionalen Strukturen, dass die entscheidenden Aminosauren (yVPE:
Arg74, Hisl77, Cys219, Ser247; Caspasel: Arg341, His237, Cys285, Ser339) fir die
Substratbindetasche hochkonserviert sind. Somit kénnen VPEs als funktionelle Analoga
zu Caspasen angesehen werden. Allerdings sind VPEs in der Vakuole und Caspasen
cytosolisch lokalisert (Stennicke and Salvesen, 1998; Hara-Nishimura et al., 2005;
Hatsugai et al., 2015). VPEs werden im ER als enzymatisch inaktive Pro-Proteine ohne
ER-Ruckhaltesignal synthetisiert und anschlielend zur Vakuole transportiert. Durch den
in der Vakuole vorliegenden sauren pH-Wert maturiert die enzymatisch inaktive Pro-Form
der VPEs pH-abhangig autokatalytisch in die enzymatisch aktive Form (Kuroyanagi et al.,
2002; Yamada et al., 2005).

Die Entdeckung der VPEs erfolgte in den Protein-Speichervakuolen von reifenden
Kirbissamen, in denen die VPEs in der Akkumulierung und am Abbau von
Speicherproteinen beteiligt sind (Hara-Nishimura and Nishimura, 1987).

Im pflanzlichen PCD sind VPEs sowohl in der Entwicklung als auch in der
Pathogen-Abwehr involviert (Hara-Nishimura et al., 2005). Durch das Platzen der Vakuole,
eines der entscheidenden Ablaufe in den finalen Stufen des PCD, werden VPES ins
Cytoplasma freigesetzt. Diese Freisetzung der VPEs gilt als eines der wichtigsten Stufen
in der Ausfiihrung des PCD (Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011). Beispielsweise ist
VPE1l im Entwicklungs-PCD in Solanum tuberosum beteiligt. Im apikalen
Knospenmeristem der Kartoffel-Sprossknolle, in dem PCD-Vorgadnge in Form von
DNA-Fragmentierungen nachgewiesen wurden, ist eine PCD-induzierte Genexpression

von VPEL feststellbar (Teper-Bamnolker et al., 2012). In der Abwehr-Reaktion gegenuber
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dem pathogenen Bakterium Erwinia amylovora (Erreger der Feuerbrandkrankheit) in
Malus domestica zeigt VPE ebenfalls eine Beteiligung in der HR. In den Blattern der
resistenten Kulturform ,Free Redstar® ist eine Hochregulierung des Gens VPE nach
Inokulation mit Erwinia amylovora detektierbar, in den Blattern der suszeptiblen Kulturform
,ldared” ist dagegen keine Hochregulierung feststellbar (lakimova et al., 2013).

In Arabidopsis umfasst die VPE-Gen-Familie vier Mitglieder: a, 8, y und 8VPE. Wéhrend
der Samenentwicklung ist 8VPE in den toten Zellen von zwei der drei inneren Integumente
der Samenschale lokalisiert. Die Samenschale besteht aus funf Zellschichten, drei innere
Integumente und zwei aul3ere Integumente, in denen wahrend der Samenentwicklung
PCD stattfindet. Das mittlere innere Integument und das auf3ere innere Integument, das
ans innere auf3ere Integument anschlief3t, sind die zwei Zellschichten, in denen zuerst und
ab dem Torpedo-Stadium der Embryogenese Prozesse des PCD in Form von
aufreiRenden Vakuolen zu beobachten sind. In diesen zwei Integumenten ist 8VPE in den
toten Zellen, die aufgeplatzte Vakuolen aufweisen, akkumuliert. In Samen von Pflanzen
der T-DNA Insertionslinie dvpe ist der PCD dagegen wahrend der Samenentwicklung
verzdgert (Nakaune et al., 2005).

YVPE ist in der Pathogen-Abwehr involviert. Nach der Infektion mit verschiedenen
Pathogenen (Pseudomonas syringae avrRpm1; Botrytis cinerea; ,turnip-mosaic* Virus) ist
eine Hochregulierung des Gens yVPE festzustellen. Dartber hinaus zeigen yvpe-knockout
Pflanzen eine erhdhte Suszeptibilitit gegentber diesen Pathogenen (Rojo et al., 2004).
Die immense Bedeutung der VPEs fir den pflanzlichen Zelltod wurde durch
,VPE-silencing“ und durch die Analyse einer Arabidopsis vpe-Null Quadruple-Mutante
deutlich. Der durch das Tabak-Mosaik Virus induzierte PCD &ufRert sich durch das
Zerplatzen der Vakuole und der Ausbildung von Lé&sionen auf Blattern von Nicotiana
benthamiana. ,VPE-silencing® von Nicotiana benthamiana Pflanzen fihrte zum
vollstdndigen Verlust der Blattldsionen (Hatsugai et al., 2006). Durch das Mykotoxin
Fumonisin B1 werden ebenfalls das Zerplatzen der Vakuole und die Ausbildung von
Blattlasionen induziert. Blatter der Arabidopsis vpe-Null Quadruple-Mutante sind insensitiv
gegenlber dem von Fumonisin B1 induzierten PCD und zeigen keine Blattlasionen. Von
den T-DNA Insertionslinien der jeweiligen Einzelmutanten zeigen interessanterweise nur
die Blatter der yvpe-Mutante einen verzégerten PCD in Form von weniger Blattlasionen.
Die Blatter der anderen Einzelmutanten avpe, Bvpe und dvpe weisen eine ahnliche
nekrotische Lasionsflache wie die Blatter des Wildtyps auf. Dariiber hinaus liel3 sich mittels
RT-PCR zeigen, dass in den Einzelmutanten avpe, Bvpe und évpe und im Wildtyp
ausschlie3lich das Transkript von yVPE vorhanden ist. Dies bedeutet, dass die VPEs
einerseits zueinander funktionell redundant wirken. Andererseits jedoch scheint yVPE die

wichtigste Protease innerhalb der VPE-Familie zu sein (Kuroyanagi et al., 2005).
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Des Weiteren scheinen VPEs in der PCD-Initiierung involviert zu sein. VPEs maturieren
und aktivieren moglicherweise im Zuge des PCD andere vakuolare Enzyme, die in Folge
dessen den Tonoplast der Vakuole abbauen und somit fir das Platzen der Vakuole und
der damit verbundenen Freisetzung der in der Vakuole enthaltenen Hydrolasen

verantwortlich sind (Hara-Nishimura et al., 2005).

1.2.4.3. Papain-ahnliche Cystein-Proteasen

Diese Familie ist nach der ersten entdeckten Cystein-Protease Papain aus Carica papaya
benannt (Drenth et al., 1968). Fast alle Proteasen dieser Familie (zwei Ausnahmen:
Protein-Identifikation AAK44008 und AAK63991) weisen eine N-terminale Pro-Domane
mit dem sogenannten ,ERFNIN-Motiv* (Glu/Asp-Arg-Phe/Tyr/Leu-Asn-lle/Ala/Val-
Asn/GIn) auf. Die Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen besitzen in der Pflanze Funktionen
in der Remobilisierung von Nahrstoffen und sind im PCD involviert (Beers et al., 2004;
Hierl et al., 2012)

In Arabidopsis weist die Papain-dhnliche Cystein-Protease RD21 (RESPONSIVE TO
DESICCATION 21) verschiedene Funktionen auf. RD21 besitzt kein C-terminales
ER-RUckhaltesignal, sondern  stattdessen eine  C-terminale  Cystein-reiche
Granulin-ahnliche Domaéane, die mdglicherweise der Regulierung der Loéslichkeit dient
und/oder eine Funktion in der Protein-Sekretion besitzt (Yamada et al., 2001). Einerseits
steigt das Expressionslevel von RD21 bei Trockenstress und unter hohen
Salzkonzentrationen, was bedeutet, dass die Expression vom Gen RD21 mdglicherweise
in planta bei Anderungen des osmotischen Potentials induziert wird (Koizumi et al, 1993;
Hayashi et al., 2011). Andererseits ist RD21 am Abbau von zellularen Proteinen wahrend
der Blattseneszenz und mdoglicherweise am Abbau von Speicherproteinen in der
Samenkeimung beteiligt (Yamada et al., 2001).

Daruber hinaus ist RD21 in der Pathogen-Abwehr involviert. Ein Verlust von RD21 fuhrt in
rd21-Pflanzen zu einer erhéhten Suszeptibilitdt fir den nekrotrophen Pathogen Botrytis
cinerea. Gegeniiber dem pathogenen Oomycet Hyaloperonospora arabidopsidis und dem
virulenten Stamm des pathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)
DC3000 zeigen rd21-Pflanzen eine unveranderte Suszeptibilitat (Shindo et al., 2012).
Weitere Beispiele fir eine Beteiligung an der Seneszenz und am PCD der
Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen sind BoCP5 in Brassica oleracea und XCP1 und
XCP2 (XYLEM CYSTEINE PEPTIDASE 1/2) in Arabidopsis. BoCP5 akkumuliert innerhalb
von sechs Stunden nach der Ernte in den Bléattern sowie in den Rdschen des Brokkolis
und induziert eine Ernte-abh&ngige Seneszenz (Eason et al., 2005). In Arabidopsis sind
die Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen XCP1 und XCP2 in den Vakuolen der Tracheen

lokalisiert und im PCD wahrend der Differenzierung der Tracheen-Elemente des Xylems
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involviert (Zhao et al., 2000; Funk et al., 2002; van Hautegem et al., 2014). Die zu XCP1
und XCP2 homologe Papain-ahnliche Cystein-Protease Tr-CP14 aus Trifolium repens ist
ebenfalls wahrend der Differenzierung der Tracheen-Elemente des Xylems im PCD
involviert. Im Gegensatz zu XCP1 und XCP2 ist Tr-CP14 nicht vakuolar, sondern
cytoplasmatisch lokalisiert und nach dem Platzen der Vakuole ist eine starke
Akkumulierung von Tr-CP14 festzustellen (Mulisch et al., 2013)

1.3. Papain-dhnliche KDEL-Cystein-Endopeptidasen: Zelltod-spezifische

Cystein-Proteasen

1.3.1. Synthese und Maturierung

Die Papain-adhnlichen KDEL-Cystein-Endopeptidasen (KDEL CysEP) sind eine
Untergruppe innerhalb der Familie der Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen und nur in
Pflanzen vertreten. Sie werden als Proteine mit einer N-terminalen Pre-Pro-Doméne und
mit einem C-terminalen ER-Ruckhaltesignal (meist KDEL; selten: HDEL, RDEL, SDEL,
TDEL oder KDEM) synthetisiert. Dieses Pre-Pro-Enzym wird cotranslational in das Lumen
des ER transferiert, wobei beim Eintritt ins ER die Pre-Doméne abgespalten wird. Das
enzymatisch inaktive Pro-Enzym wird vom ER in vom ER stammenden Organellen ins
Cytoplasma transportiert. Durch Ansauern des Cytoplasmas aufgrund des Zerplatzens der
Vakuole in den finalen Stufen des PCD, zerreil3en die vom ER stammenden Organellen
und die darin enthaltenen enzymatisch inaktiven Pro-Formen der Proteasen werden
freigesetzt. Diese enzymatisch inaktiven Pro-Formen maturieren nun autokatalytisch
durch den vorliegenden sauren pH-Wert in die entsprechenden enzymatisch aktiven reifen
Untereinheiten, indem die N-terminalen Pro-Doméanen und die C-terminalen
ER-RUckhaltesignale posttranslational abgespalten werden (Schaller, 2004; Beers et al.,
2004; van der Hoorn, 2008; Hierl et al., 2012).
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1.3.2. KDEL CysEP akzeptieren Proline und Hydroxproline neben ihrer Spaltstelle

Beispielhaft fir diese Untergruppe ist die KDEL CysEP aus Ricinus communis (RcCysEP).
In seneszierenden Zellen des Endosperms von R. communis wurde ein vom ER
stammendes kugelférmiges Organell entdeckt. Dieses Organell ist von einer mit
Ribosomen-besetzten Membran umgeben und besitzt einen Durchmesser von 1 um. Es
wurde ,dilated cisternae” bzw. Ricinosom genannt (Vigil, 1970; Mollenhauer, 1970). Die
RcCysEP wurde als das Marker-Enzym in den Ricinosomen von seneszierenden Zellen
des Endosperms in keimenden Samen und in Nucellus-Zellen von reifenden Samen von
R. communis identifiziert (Schmid et al., 1999; Schmid et al., 2001; Greenwood et al.,
2005). Die Kristallisation der gereinigten RcCysEP ergab eine fir Papain-ahnliche
Cystein-Proteasen  typische  Struktur. RcCysEP ist, unterteilt durch die
Substratbindetasche mit dem aktiven Zentrum, in zwei Domanen gefaltet, die eine
ahnliche GroRRe aufweisen. Die linke L-Domé&ne weist fast ausschlie3lich helikale
Strukturen (a1-a4) auf und die rechte R-Doméane besteht gré3tenteils aus antiparallelen
B-Faltblattstrukturen (B2-f6). Die Faltung der RcCysEP wird zudem durch drei
Disulfidbindungen stabilisiert (Than et al., 2004). Die kristallisierte Struktur von RcCysEP
ist der kristallisierten Struktur der Papain-ahnlichen Cystein-Protease GP-Il (GINGER
PROTEASE-II) aus Zingiber officinale, die in P2 Position zur Spaltstelle die Aminosaure
Prolin akzeptiert, sehr ahnlich (Choi et al., 1999). Die Substratbindetasche von RcCysEP
ist verglichen mit den Substratbindetaschen von GP-Il und Papain grofier bzw. ,weiter
offen. In der Substratbindetasche befindet sich die katalytische Tasche, die aus der
katalytischen Diade (Cys26 und His162) und den Aminosauren Glutamin (GIn20) und
Asparagin (Asn183) besteht. Die Substratbindetasche wird von den Aminosauren Leucin
(Leu69), Methionin (Met70) und Alanin (136) und einer Leucin-Glycin-Schleife
(Leul60-Gly163) geformt. Die offenere Substratbindetasche von RcCysEP gegenuber
GP-Il und Papain hangt von der relativ kleinen Aminosaure Leu69 ab. In GP-II und Papain
befinden sich hier dagegen grof3e aromatische Aminoséuren (GP-Il: Trp69; Papain:
Tyr67), die in den freien Raum hineinragen und wahrscheinlich gro3e Aminosauren wie
Prolin sterisch am Eindringen hindern (Choi et al., 1999; Than et al., 2004). In einem
B-Casein Verdau konnte gezeigt werden, dass RcCysEP die Aminosaure Prolin in P1 und
P1‘ Position zur Spaltstelle akzeptiert, was auferst ungewohnlich in der Familie der
Endopeptidasen ist (Cunningham and O’Connor, 1997; Than etal., 2004). Die
Spaltstellen von RcCysEP im maturierten P1-Typ Extensin von Tabak wurden durch
Aminosauren-Sequenzierung identifiziert. Dabei stellte sich heraus, dass RcCysEP
Proline, Hydroxyproline und hoch glykolysierte Hydroxyproline in P2 und P2° Position zur
Spaltstelle akzeptiert (Helm et al., 2008).
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Grundsatzlich weisen die pflanzenspezifischen KDEL CysEP innerhalb ihrer Familie eine
hohe Homologie in ihrer Aminosauresequenz auf. Dariliber hinaus sind die Aminosauren
(Leu69, Met70, Alal36, Leul60-Glyl63 Schleife), die fur die breitere bzw. offenere
Substratbindetasche entscheidend sind, zusammen mit den Aminosauren der
katalytischen Tasche (GIn20, Cys26, His162, Asn183) in allen bekannten KDEL CysEP
hoch konserviert. Somit besitzen vermutlich alle bekannten KDEL CysEP diese
ungewdhnlich breite Substratspezifitat (Than et al., 2004; Hierl et al., 2012).

1.3.3. Akkumulation von KDEL CysEP im sterbenden Gewebe
Generell sind KDEL CysEP in den pflanzlichen Geweben akkumuliert, in denen der PCD

bevorsteht, gerade initiiert wird oder die finalen Stufen des PCD in Form des Zellkollapses
bereits stattfindet. Aufgrund ihrer fur Endopeptidasen sehr ungewohnlich breiten
Substratspezifitat spalten KDEL CysEP unspezifisch Zellkomponenten und gelten daher
als ,late-acting” Proteasen (Than et al., 2004; Hierl et al., 2012).

Das Endosperm stellt nach der Mobilisierung der Speicherstoffe im Zuge der Keimung ein
seneszierendes Gewebe dar, in dem darauffolgend PCD stattfindet. In Ricinus communis
ist RcCysEP und in Solanum lycopersicum ist SICysEP in den seneszierenden Zellen des
Endosperms akkumuliert (Schmid et al., 1999; Schmid et al., 2001; Trobacher et al., 2013).
Des Weiteren ergaben ultrastrukturelle Untersuchungen von sich entwickelnden und
aufplatzenden Antheren von Solanum lycopersicum, dass die Zellen des interlocularen
Septums, des Konnektiv-Gewebes, des Endotheciums sowie die Epidermiszellen, die das
Stomium umschlielRen, Charakteristika fiir einen stattfindenden PCD aufweisen. In allen
aufgefiihrten Zelltypen der Anthere ist SICysEP lokalisiert und gilt als ein Indikator fir den
beginnenden PCD (Senatore et al., 2009).

In Lilium longiflorum ist die KDEL CysEP LICYP an der Seneszenz der Tepalen beteiligt.
In Uberexpressionslinien, die das Protein LICYP-KDEL mit einem C-terminalen
ER-Ruckhaltesignal ,KDEL" im Arabidopsis-Hintergrund exprimieren, sind wie im Wildtyp
keine PCD-Ablaufe in den Rosettenblattern zu beobachten. Dagegen weisen
Uberexpressionslinien, die das Protein LICYP ohne ein C-terminales ER-Ruickhaltesignal
,KDEL" im Arabidopsis-Hintergrund exprimieren, eine sterbende Blattrosette auf. Mittels
Immunogold-verknipften Antikdrpern konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass LICYP
in den Tepalen von Lilium longiflorum, in denen noch keine Seneszenz stattfindet, im ER
lokalisiert ist. In Tepalen, in denen der PCD unmittelbar bevorsteht, ist LICYP dagegen in
der Vakuole akkumuliert. Erstaunlicherweise ist keine Speicherung in Ricinosomen
festzustellen (Battelli et al., 2014).

Als weitere Beispiele fir die Beteiligung von KDEL CysEP im pflanzlichen PCD bzw. ihrer

Lokalisation in sterbendem Gewebe, sind das &ul’ere Integument in der
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Samenentwicklung von Phalaenopsis (Nadeau et al., 1996), die seneszierenden Petalen
von Hemerocallis (Valpuesta et al., 1995) und von Sandersonia aurantiaca (O’Donghue et
al., 2002), die reifenden Hulsen von Phaseolus vulgaris (Tanaka et al.,, 1991), die
unbefruchteten Ovarien von Pisum sativum (Cercés et al., 1999), die hypogaischen
Kotyledonen von Vicia sativa (Becker et al., 1997) und die epigédischen Kotyledonen von
Vigna mungo (Toyooka et al., 2000) zu nennen.

Neben ihrer wichtigen Funktion im pflanzlichen PCD, scheinen KDEL CysEP
moglicherweise in der Gewebe-Remodellierung involviert zu sein. Aufgrund der Fahigkeit
Extensine, Hydroxyprolin-reiche Glykoproteine (HRGP) der pflanzlichen Priméar-Zellwand,
verdauen zu konnen, ist eine Beteiligung an der Zellwandstreckung aufgrund einer
Zellwanderweichung denkbar. Zudem scheint eine Involvierung im Auseinanderweichen
von Gewebe infolge einer Zellwanderweichung, beispielsweise beim endogenen Austritt
einer neugebildeten Seitenwurzel, moglich (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
Dagegen ist Uber eine mdgliche Funktion von KDEL CysEP in der Pathogen-Abwehr

bisher nichts bekannt.

1.3.4. KDEL CysEP in Arabidopsis
In Arabidopsis kodieren drei Gene fiir funktionale KDEL CysEP: AtCEP1 (At5g50260),
AtCEP2 (At3g48340) und AtCEP3 (At3g48350) (Rawlings et al., 2014: MEROPS

Peptidase Database). Sie sind sowohl im vegetativen als auch im generativen Gewebe

Gewebe- und Organ-spezifisch, teilweise sogar Zell-spezifisch exprimiert. AtCEP sind in
Geweben, in denen PCD stattfindet, lokalisiert. AtCEP1 ist im generativen Gewebe in der
LAbscission zone", in unbefruchteten Ovulen, im Tapetum, in senezierenden Petalen und
im seneszierenden Endosperm nach der Speicherstoffmobilisierung wahrend der
Samenkeimung exprimiert (Helm et al., 2008; Zhang et al., 2014; Olvera-Carrillo et al.,
2015). Zudem sind AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 im vegetativen Gewebe in der Wurzel
lokalisiert. AtCEP3 scheint in der Wurzel ubiquitar in der Endodermis zu akkumulieren
(Helm et al.,, 2008). AtCEP1 und AtCEP2 sind in der zentralen Wurzelhaube, der
Columella, sowie in der lateralen Wurzelhaube lokalisiert (Helm et al., 2008; Hierl et al.,
2014 (s. 7.1.); Olvera-Carrillo et al., 2015). AtCEP2 ist in den Columella-Zellen exprimiert,
in denen der PCD kurz bevorsteht (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). In der lateralen Wurzelhaube
ist einerseits eine Beteiligung von AtCEP im PCD denkbar, da fir die exakte und saubere
Abschilferung der Zellen der lateralen Wurzelhaube diese vorher absterben missen. Aus
diesem Grund finden sich in der lateralen Wurzelhaube zwei distinkte Regionen, in der der
PCD stattfindet: am oberen Ende die ,PCD Site I“ und an der Wurzelspitze am unteren
Ende die ,PCD Site II“ (Abb. 1; Fendrych et al., 2014). Andererseits wéare auch eine
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Funktion in der Gewebe-Remodellierung denkbar, da die Zellen der lateralen
Wurzelhaube elongieren und somit die Zellwande aufgrund der Zellwandstreckung vorher
erweichen mussen (Campilho et al., 2006). Zudem ist eine AtCEP1::GUS Expression um
die endogene Austrittsstelle der Seitenwurzel aus der Primarwurzel zu finden. Somit

scheint AtCEP1 in der Gewebe-Remodellierung involviert zu sein (Helm et al., 2008).

Morphologischer Aufbau der Wurzelspitze von Arabidopsis
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Abbildung 1: Ubersicht des morphologischen Aufbaus der Wurzelspitze von Arabidopsis. Am oberen
Ende der LRC (PCD Site I) und am unteren Ende der LRC (PCD Site Il) findet PCD statt. Kurz vor der
Abschilferung der LRC-Zellen erreichen diese am oberen Ende der LRC ihre maximale Lange (Stern).
Geanderte Darstellung der Ubersicht, die freundlicherweise von Yvon Jaillais (Hochschule ENS Lyon,
yvon.jaillais@ens-lyon.fr) zur Verfligung gestellt wurde.

Des Weiteren ist AtCEP2 im Hypokotyl akkumuliert. Im Hypokotyl ist die Epidermis in zwei
verschiedene Zellreihen aufgeteilt: nicht hervorstehende Zellreihen (non-protruding cell
files) mit Stomata und hervorstehende Zellreihen (protruding cell files) ohne Stomata
(Gendreau et al., 1997). AtCEP?2 ist in der Epidermis der ,non-protruding cell files®, nicht
jedoch in den Stomata selbst lokalisiert (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Daruber hinaus ist AtCEP2 an der Basis junger Blatter epidermal und AtCEP3 in den
Trichomen von Primarblattern zu finden (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
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1.4. Transport und Speicherung von Proteinen

In der pflanzlichen Zelle werden Proteine am rauen ER synthetisiert und in Vesikeln vom
ER entlassen. Fur diesen Vesikeltransport gibt es zwei Moglichkeiten der Sekretion vom
ER: den Golgi-abhéangigen und den Golgi-unabhangigen Sekretionsweg.

1.4.1. Golgi-abhdngiger Sekretionsweqg

Im Golgi-abhéngigen Sekretionsweg werden die synthetisierten Proteine vom ER in
50-90 nm groRRen ,coat protein Il (COPII)* Vesikeln zur Cis-Seite des Golgi-Apparates
transportiert und in diesen freigelassen. Der Golgi-Apparat besteht aus bis zu einigen
hundert Dictyosomen, dessen HohlrAume als Zisternen bezeichnet werden. Im
Golgi-Apparat wandern die freigesetzten Proteine entweder in den Zisternen von der dem
ER-zugewandten Cis-Seite zur ER-abgewandten Trans-Seite. Eine zweite Moglichkeit ist,
dass die freigesetzten Proteine flr den Transport durch den Golgi-Apparat in 50-100 nm
grole ,coat protein | (COPI)* Vesikel verpackt und an der Trans-Seite wieder freigelassen
werden. Wahrend des Transportes im Golgi-Apparat werden die Proteine beispielsweise
durch Glykosylierungen, die in komplexen Glycanen resultieren, modifiziert. An der
Trans-Seite knospen die Membranen des Trans-Golgi-Netzwerks ab und die Proteine
werden in 50-100 nm grof3en ,clathrin-coated* Vesikeln oder in sekretorischen ,coat
protein“ (COP) Vesikeln ins Cytoplasma entlassen (Barlowe et al., 1994; Herman and
Schmidt, 2004; Tamura et al., 2004; Szul and Sztul, 2011; Day et al., 2013).
Beispielsweise werden Hordeine, die Speicherproteine Prolamine in Hordeum vulgare, an
den Polysomen des ER synthetisiert, cotranslational in das Lumen des ER transferiert und
durch den Golgi-Apparat in die Protein-Speicher-Vakuole (PSV) transportiert. In der PSV
akkumulieren sie mit anderen Proteinen zu ,protein bodies (PB)“ (Herman and Schmidt,
2004; von Wettstein, 2007).

1.4.2. Golgi-unabhéngiger Sekretionsweqg

Im Golgi-unabhangigen Sekretionsweg werden die synthetisierten Proteine im ER in
spezifische Vesikel bzw. Organellen verpackt. Diese knospen vom ER ab und werden
ohne den Golgi-Apparat zu durchlaufen direkt ins Cytoplasma entlassen.

PB konnen auch direkt vom ER stammen. Die Prolamine in Reis (Oryza) und Mais (Zein)
akkumulieren wahrend der Samenentwicklung im Lumen des rauen ER im Endosperm,
um schliel3lich vom ER in PB abzuknospen und direkt in diesen zu den PSV transportiert
zu werden (Li et al., 1993; Herman and Larkins, 1999).

Die Pro-Enzyme der zwei Speicherproteine von Cucurbita, 11S Globulin und 2S Albumin,
akkumulieren in den Kotyledonen wéahrend der Samenreifung im Lumen des rauen ER.

Sie knospen verpackt in 200-400 nm grol3e ,precursor-accumulating (PAC)“ Vesikeln vom
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ER ab und werden zur PSV transportiert. Die PAC Vesikel fusionieren mit der PSV und
geben ihren Inhalt in diese frei, in denen die Speicherproteine beispielsweise durch VPEs
maturiert werden (Hara-Nishimura et al., 1998).

ER-bodies sind weitere vom ER stammende Organellen, die im Gegensatz zu PB und
PAC Vesikeln, zur direkten Speicherung von Proteinen dienen und nicht den Transport zu
den PSV vermitteln. Sie finden sich ausschlief3lich in Pflanzen der Ordnung Brassicales
und weisen eine charakteristische Spindel-férmige Gestalt mit einer Lange von 10 pum und
einer Breite von 1 um auf. In A. thaliana akkumulieren ER-bodies grol3e Mengen der
B-Glucosidase PYK10, auch BGLU23 (BETA GLUCOSIDASE 23) genannt, die wie
KDEL CysEP ein C-terminales ER-Ruckhaltesignal ,KDEL" tragt. ER-bodies finden sich
ubiquitar in Keimlingen und in Wurzeln, jedoch selten in Rosettenbléttern. Dartiber hinaus
sind ER-bodies wahrscheinlich in pflanzlichen Abwehrmechanismen involviert,
vorwiegend gegen Herbivore, da sowohl nach der Behandlung mit Jasmonséaure als auch
nach Verwundung de novo die Bildung von ER-bodies in Rosettenblattern induziert wird
(Hayashi et al., 2001; Matsushima et al., 2003; Nakano et al., 2014).

1.4.3. Transport und Speicherung von Papain-dhnlichen KDEL-Cystein-

Endopeptidasen

Fur KDEL CysEP sind ausschlie3lich Golgi-unabhangige Sekretionswege bekannt.
Einerseits fungieren die vom ER stammenden Organellen als Transportmittel zu den
speichernden Kompartimenten, andererseits dienen die Organellen selbst als
Speicherkompartiment.

In den Kotyledonen von keimenden Vigna mungo Samen wird das enzymatisch inaktive
Pro-Enzym der KDEL CysEP SH-EP (SULFHYDRYL-ENDOPEPTIDASE) im ER in
200-500 nm grofl3e KDEL-Vesikel (KV) verpackt. Diese KV dienen dem Massentransport:
Sie knospen vom ER ab und transportieren die Pro-Form von SH-EP Golgi-unabhangig
auf direktem Weg zur PSV. Nach Fusion mit der PSV-Membran, maturieren die
Pro-Formen der SH-EP in der PSV zu den enzymatisch aktiven Enzymen, die die
Speicherproteine zur Mobilisierung abbauen. Somit fungieren die KV ausschlieflich als
ein Transportmittel (Toyooka et al., 2000; Okamoto et al., 2003).

Dagegen stellen die 1 um grofRen Ricinosomen ein temporares Speicherkompartiment fir
die enzymatisch inaktiven Pro-Enzyme der KDEL CysEP dar. Die Ricinosomen knospen
vom ER ab und werden ebenfalls direkt ins Cytoplasma entlassen. Nach Ansauern des
Cytoplasmas, verursacht durch das ZerreiRen der Vakuole beim beginnenden PCD,
platzen die Ricinosomen auf und die enzymatisch inaktiven Pro-Enzyme der KDEL CysEP

werden freigesetzt. Diese maturieren daraufhin unmittelbar pH-abhangig autokatalytisch
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in die entsprechende enzymatisch aktive Untereinheit. Aufgrund ihrer ungewéhnlich
breiten Substratspezifitat spalten diese unspezifisch Zellkompartimente der
seneszierenden Gewebe. Somit werden die Ricinosomen als ,Suizid-Bomben“ angesehen
und ihr Vorhandensein gilt im pflanzlichen Gewebe als Indikator fiir den beginnenden PCD
(Schmid et al., 1999; Than et al., 2004; Schaller, 2004; Helm et al., 2008; Senatore et al.,
2009; Hierl et al., 2012; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Ricinosomen wurden in seneszierenden
Endospermzellen in keimenden Samen und in Nucellus-Zellen der reifenden Samen von
R. communis identifiziert (Schmid et al., 1999; Schmid et al., 2001; Greenwood et al.,
2005). Des Weiteren sind Ricinosomen in den seneszierenden Zellen des Endosperms
von Solanum lycopersicum (Trobacher et al., 2013), in den seneszierenden Petalen von
Hemerocallis (Schmid et al., 1999), in den unbefruchteten Ovarien von Pisum sativum
(Cercos et al., 1999) und in den hypogaischen Kotyledonen von Vicia sativa (Becker et al.,
1997) nachgewiesen worden. In Chenopodium quinoa wurden Ricinosomen im
seneszierenden Endosperm und im Suspensor wéhrend der Samenkeimung lokalisiert

(Lépez-Fernandez and Maldonado, 2013).

Speicherung von AtCEP2 in ER-bodies und in Ricinosomen-ahnlichen Organellen

In Arabidopsis konnte die Speicherung der KDEL CysEP AtCEP2 in ER-bodies und in
Ricinosomen-ahnlichen Organellen nachgewiesen werden. Hierflir wurden Pflanzen, die
ein funktionelles Reporterkonstrukt (Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) fir
AtCEP2 (Hierl et al., 2014 (s.7.1); s.Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund

exprimieren, mit Pflanzen einer ER-Membranmarker-Linie, die ein translationales

Fusionsprotein von GFP mit einem ER-Membranprotein exprimiert (Cutler et al., 2000),
gekreuzt. Somit konnte man die vom ER stammenden Organellen am CLSM visualisieren.
Das Pro-Enzym von AtCEP2 akkumuliert in zwei verschiedenen, vom ER stammenden
Organellen: in ER-bodies und in Ricinosomen-ahnlichen Organellen, die nach den
Ricinosomen benannt worden sind.

In den ,non-protruding cell files* des Hypokotyl ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in
ER-bodies mit ihrer charakteristischen 1x10 um groRRen Spindel-formigen Gestalt
akkumuliert. Im Gegensatz dazu ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in der Columella, in der
lateralen Wurzelhaube und an der Basis junger Blatter in runden Ricinosomen-ahnlichen
Organellen, mit ihren charakteristischen Durchmessern von 1 pum, lokalisiert. Die
Ricinosomen-ahnlichen Organellen scheinen auch in Arabidopsis als ,Suizid-Bomben* zu
fungieren, da das Pro-Enzym von AtCEP2 in den Columella-Zellen exprimiert ist, in denen
der PCD kurz bevorsteht (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

20



Einleitung

1.5. Zellwand-Remodellierung

1.5.1. Aufbau der priméren Zellwand

Das Gertst der primaren Zellwande besteht bei allen hdheren Pflanzen vorwiegend aus
Cellulose, 1,4-B-glykosidisch verknlpften Glucanketten. Die einzelnen Cellulose-Strange
wiederum sind zu Cellulose-Mikrofibrillen gewunden. Diese fibrillaren Komponenten sind
in eine hoch hydratisierte Pektin-Matrix eingebettet, die vorwiegend aus
Homogalacturonan, Rhamnogalacturonan-I und Rhamnogalacturonan-II besteht und sich
tber  Calciumbriicken stabilisiert. Fur die Verknupfungen der einzelnen
Cellulose-Mikrofibrillen sind Hemicellulosen, vorwiegend Xyloglucane, die Uber
Wasserstoffbriickenbindungen gebunden werden, verantwortlich (Cosgrove, 2000a).
Generell sind neben Polysacchariden zudem Proteine wichtige strukturgebende
Bestandteile der primaren Zellwand. Diese Proteine sind in der Familie der
Hydroxyprolin-reichen Glykoproteine (HRGP) eingegliedert und in drei Kategorien
klassifiziert: moderat glykosylierte Extensine (EXT), hoch-glykosylierte Arabinogalactan
Proteine (AGPs) und nicht-, gering- oder hoch-glykosylierte Hydroxyprolin-/Prolin-reiche
Proteine (H/PRPs). HRGP werden nach ihrer Synthese entscheidend posttranslational
modifiziert: Prolin-Reste werden zu Hydroxprolinen hydroxyliert; diese Hydroxyproline
sowie Serine werden darauffolgend O-glykosyliert. Die so entstandenen glykosylierten
Aminosauren formen in der primaren Zellwand aufgrund ihrer starken
Assoziationstendenz  durch intermolekulare Verlinkungen ein dreidimensionales
Netzwerk. Dieses wird zusatzlich durch Quervernetzungen aufgrund kovalenter
Bindungen der in den HRGP enthalten Tyrosine stabilisiert. Zusammen stellt dies in der
Zellwandmatrix ein verfestigendes und strukturgebendes Netzwerk dar, das fur die
Selbstorganisation der pflanzlichen Zellwand notwendig ist. Des Weiteren scheinen HRGP
auch fur den Pektin-Komplex in der Zellwand eine stabilisierende Funktion zu besitzen.
Sie verknupfen die Reste der Seitenketten der Pektine Rhamnogalacturonan-l1 und
Rhamnogalacturonan-Il, indem sie an beide Pektine kovalent binden und somit eine
Verbindungsbriicke darstellen (Cannon et al., 2008; Lamport et al., 2011; Velasquez et al.,
2012; Hijazi et al., 2014).
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1.5.2. Zellwand-Remodellierung in der Elongationszone

Die pflanzliche Priméar-Zellwand besteht aus einem starren Strukturgerist, das aber durch
die Spaltung der tragenden Verknupfungen irreversibel elongieren kann. Nach der
postulierten Saure-Wachstums-Theorie bewirkt das Auxin Indol-3-Essigsdure das
Ansauern des Apoplasten, indem unter ATP Verbrauch mittels der Protonenpumpen
ATPasen Protonen H* vom Cytoplasma durch die Plasmamembran in den Apoplasten
gepumpt werden. Durch den abgesenkten pH-Wert werden im Apoplasten befindliche
Proteine, wie beispielsweise Expansine, aktiviert und sind entscheidend an der
Zellwanderweichung beteiligt. Diese Zellwanderweichung bewirkt eine Abnahme des
Zellwanddruckes und damit zusammenh&ngend eine Abnahme des Wasserpotentiales im
Protoplasten. Diese Senkung des Wasserpotentials wiederum bedingt einen
Wassereinstrom in das Cytoplasma bzw. vorwiegend in die Vakuolen. Der sich
aufbauende Turgor verursacht infolge des mechanischen Stresses eine Verschiebung der
gelockerten Zellwandkomponenten. Die Turgor-induzierte Ausdehnung des gelockerten
polymeren Netzwerkes fuihrt schlussendlich zur Elongation der gesamten Zelle (Rayle and
Cleland, 1992; Cosgrove, 2000a and b).

Expansine gehéren zu den Proteinen, die entscheidend in der Zellwanderweichung
involviert sind, da sie die stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Xyloglucanen und den Cellulose-Mikrofibrillen 16sen. Somit kdénnen die einzelnen
Cellulose-Mikrafibrillen Turgor-bedingt verschoben werden (Cosgrove, 2000a and b). Des
Weiteren sind Xyloglucan-Endotransglucosylasen in der Zellexpansion beteiligt, indem sie
die quervernetzenden Xyloglucan-Ketten ,endo“ spalten. Zuséatzlich bilden sie
Xyloglucan-Protein Intermediate, um diese zu dem nicht reduzierenden Ende einer
anderen Xyloglucan-Kette zu transferieren und dort Xyloglucan-Fragmente neu zu
verbinden. Insofern besitzen Xyloglucan-Endotransglucosylasen eine hervorzuhebende
Funktion, da sie die Xyloglucan-Ketten nicht nur I6sen, sondern auch wieder verknipfen.
Dies stellt die Ausdehnung der Zellwand ohne Strukturverlust sicher (Cosgrove, 2000b;
van Sandt et al.,, 2007). Zudem lockern Pektinmethylesterasen die hoch hydratisierte
Pektin-Matrix, indem sie die Calciumbricken zwischen Pektinen durch Veresterung der

Carboxygruppen spalten (Micheli, 2001).
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1.5.3. Zellwand-Remodellierung wéahrend der Seitenwurzelbildung

Die Bildung der Seitenwurzel erfolgt in allen Pflanzen endogen. In Arabidopsis stammt die
Seitenwurzel von den sogenannten Perizykel-Grinderzellen. Das Perizykel stellt eine
einschichtige  Zellschicht dar, die aus abgegrenzten Phloem-poligen und
meristematischen Xylem-poligen Zellen besteht. Der Start der Bildung der Seitenwurzel
wird durch asymmetrische antikline Zellteilungen von jeweils drei benachbarten
Xylem-poligen Griinderzellen initiiert, die ein einschichtiges, aus bis zu zehn Zellen
bestehendes Seitenwurzel-Primordium  bilden (Abb.2 Stadium ). Durch eine
anschliel3ende perikline Zellteilung entsteht ein zweischichtiges Seitenwurzel-Primordium,
mit einer inneren und einer aul3eren Zellschicht, das in die Endodermis vordringt (Abb. 2
Stadium II). Durch weitere perikline Zellteilungen in den Entwicklungsstadien Ill, IV und VI
sowie durch antikline Zellteilungen in den Entwicklungsstadien V und VII bildet sich im
Stadium VII ein Kuppel-férmiges Seitenwurzel-Primordium (Abb. 2). Im
Entwicklungsstadium IlI-VI ist das Seitenwurzel-Primordium im Cortex und im Stadium VII
in der Epidermis lokalisiert. Das Seitenwurzel-Primordium ist im Stadium VIl bereits in
Leitblindel, Perizykel, Endodermis, Cortex und Epidermis differenziert und zeigt das
charakteristische Zellmuster 8-8-8. Die linke Seite, die Spitze und die rechte Seite der
Epidermis des Seitenwurzel-Primordiums bestehen aus jeweils acht Zellen. Im
Entwicklungsstadium VIII tritt das Seitenwurzel-Primordium durch Auseinanderweichen
der Epidermis der Primarwurzel hervor (Abb.2). Ab dem charakteristischen
Zellmuster 10-16-10 (linke und rechte Seite der Epidermis bestehen aus jeweils zehn
Zellen; Spitze der Epidermis wird aus 16 Zellen gebildet) wird das
Seitenwurzel-Primordium als adulte Seitenwurzel bezeichnet (Malamy and Benfey, 1997;
Péret et al., 2009a; Vermeer and Geldner, 2015).
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Abbildung 2: Ubersicht der Entwicklungsstadien I-VIII beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-
Primordiums durch die tUberlagernden Schichten (Endodermis, Cortex, Epidermis) in Arabidopsis.
Geanderte Darstellung der Ubersicht nach Péret et al., 2009a.
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Alle Entwicklungsstufen der Seitenwurzelbildung sind durch Auxin-Signal Module
kontrolliert; beginnend mit der zyklischen Pre-Initiierung der Xylem-poligen Perizykelzellen
in der sogenannten Oszillierungszone, weiterfihrend mit der Polarisierung der
Grunderzellen und der damit verbundenen Initiierung der Seitenwurzelbildung, bis hin zur
Zellseparation, die final den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums ermdglicht.
Im Entwicklungsstadium V und VI steht das Seitenwurzel-Primordium kurz vor dem Eintritt
in die epidermale Zellschicht. Auxin, das von der Spitze des Seitenwurzel-Primordiums
stammit, leitet in den direkt Gberlagernden Epidermiszellen die Degradierung des Inhibitors
IAA14/SLR1 (INDOLE ACETIC ACID14/SOLITARY-ROOT1) ein. Dies flhrt zur
Aktivierung des Gens LAX3 (LIKE AUXIN1-3) durch die ,auxin response factors®
ARF7/ARF19. Der Auxin-Influx Transporter LAX3 bewirkt wiederum, dass mehr Auxin in
die direkt tberlagernden Epidermiszellen eintreten kann. In diesen direkt Gberlagernden
Epidermiszellen wird die Expression vieler Zellwand Remodellierungs-Gene durch Auxin
induziert. Somit agiert das vom Seitenwurzel-Primordium stammende Auxin als ein lokales
induktives Signal fir eine direkt gesteuerte Zellseparation der unmittelbar Gberlagernden
Nachbarzellen (Péret et al., 2009a; Lavenus et al., 2013; Vilches-Barro and Maizel, 2015;
Vermeer and Geldner, 2015).

In Arabidopsis muss das Seitenwurzel-Primordium drei Uberlagernde Zellschichten
(Endodermis, Cortex, Epidermis) durchdringen. Die exakte zeitliche und raumliche
Ausfuhrung der Zellseparation zur Vermeidung mechanischer Hindernisse ist daher von
entscheidender Bedeutung. Hierbei sind keine PCD-Ablaufe feststellbar, es ist
ausschlielllich ein Auseinanderweichen der Zellen, veranlasst durch Zellwand
Remodellierungs-Enzyme, beobachtbar (Péret et al., 2009b).

In dieser Zellseparation sind wie in der Zellelongation die Enzyme Expansine (Expl,
Expl7), Xyloglucan-Endotransglucosylase (XTR6) und Pektinmethylesterasen (PMEL)
involviert (Cosgrove 2000b; Laskowski et al., 2006; van Sandt et al., 2007; Swarup et al.,
2008). Des Weiteren ist das Enzym Polygalacturonase (PG) an der Spaltung des Pektins
und das Enzym Glycosyl-Hydrolase (GLH17) bei der Zellseparation beteiligt (Swarup et
al., 2008).

Zudem scheint die KDEL CyseEP AtCEP1 in der Gewebe-Remodellierung involviert zu
sein, da eine AtCEP1::GUS Expression um die endogene Austrittsstelle der Seitenwurzel

aus der Primarwurzel detektierbar ist (Helm et al., 2008).
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1.6. Die pflanzliche Immunitéat

Die pflanzliche Immunitat ist eine hochkomplexe und effiziente Abwehrmaschinerie
gegenulber vielen pathogenen Organismen. Pflanzen besitzen gegentiber Pathogenen
eine Grundimmunitat, die als Basisresistenz bzw. als Nicht-Wirt-Resistenz bezeichnet
wird. Einerseits hangt diese Nicht-Wirt-Resistenz vom Pathogen selbst ab, indem dieser
die Pflanze nicht als Wirt erkennt. Andererseits wird der Pathogen-Befall durch
induzierbare Abwehrmechanismen seitens der Pflanze abgeblockt (Thordal-Christensen,
2003; Dodds and Rathjen, 2010).

Vor diesen induzierbaren Abwehrmechanismen dienen der Pflanze konstitutiv vorhandene
praformierte Abwehrmechanismen als erste Abwehrbarriere. Zum einen besitzen diese
Epikutikularwachse und Zellwand als physikalische Barrieren. Zum anderen weisen
Pflanzen chemische Barrieren auf, indem sie antimikrobiell wirksame Phytoanticipine
produzieren (VanEtten et al., 1994; Thordal-Christensen, 2003).

1.6.1. Nicht-Wirt-Resistenz

Nachdem der pathogene Organismus die praformierten Barrieren erfolgreich tiberwunden

hat, entscheidet das rechtzeitige Erkennen der Anwesenheit potentieller Pathogene Uber
Resistenz oder Suszeptibilitdt seitens der Pflanze. Die Erkennung der Pathogene erfolgt
Uber nicht-wirtspezifische exogene Elizitoren, den sogenannten ,pathogen/microbe-
associated molecular patterns® (PAMPs/MAMPs) (Boller and Felix, 2009). Diese sind
hochkonservierte Strukturen oder Molekile, die nicht in der pflanzlichen Wirtszelle
vorhanden sind. Sowohl die Hauptkomponente der pilzlichen Zellwand Chitin als auch die
Hauptkomponente bakterieller Flagellen Flagellin stellen Uberaus potente PAMPs dar
(NUrnberger and Lipka, 2005). Die Erkennung der exogenen Elizitoren erfolgt durch auf
der Zelloberflache befindliche ,pattern recognition Rezeptoren (PRRs), die entweder
Rezeptor-dhnliche Kinasen oder Rezeptor-dhnliche Proteine sind (Macho and Zipfel,
2014). Des Weiteren existieren pflanzeneigene, durch Verwundung freigesetzte endogene
Elizitoren ,damage-associated molecular pattern“ (DAMPs), deren Erkennung nach einem
ahnlichen Mechanismus wie die Erkennung exogener Elizitoren ablauft (Boller and Felix,
2009).

Die Erkennung von PAMPs bzw. MAMPs durch PRRs l6sen in der Pflanze spezifische
Abwehrreaktionen aus (PAMP triggered immunitiy“, PTI), die eine erfolgreiche
Kolonisierung durch nicht speziell an den Wirt angepasste Pathogene verhindern (Jones
and Dangl, 2006). Die PTl initiiert die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, Veranderungen
des Calciumkationen-Gehalts im Cytoplasma sowie die Expression von ,pathogenesis-
related (PR)“ Genen und die Induktion von ,mitogen-activated protein kinases” (MAPKSs)
(Huckelhoven, 2007a; Boller and Felix, 2009).
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1.6.2. Basiskompatibilitat

In Folge der Evolution hat sich eine Basiskompatibilitdt der Pathogene gegentber ihren
Wirtspflanzen entwickelt, d.h. sie umgehen oder unterdricken die induzierbaren
Abwehrmechanismen der PTI und etablieren mittels Effektoren eine Virulenz gegenuber
dem Wirt. Somit kdnnen speziell an ihren Wirt angepasste Pathogene aufgrund einer
,effector triggered susceptibility® (ETS) kompatibel mit der Wirtspflanze interagieren
(Jones and Dangl, 2006).

1.6.3. Rassenspezifische Resistenz

Um der ETS entgegenzuwirken, etablierten die Pflanzen im Zuge der Evolution in Form
der ,effector triggered immunity® (ETI) einen 2zweiten Mechanismus der
Pathogenerkennung. Im Cytoplasma lokalisierte Resistenz (R) Proteine erkennen
rassenspezifisch Effektoren der Pathogene oder zellulare Veranderungen, die durch diese
Effektoren induziert worden sind (Jones and Dangl, 2006). Die Gen-fur-Gen Hypothese
beschreibt, dass die Wirtspflanze ein spezifizierendes dominantes Resistenzgen (R)
besitzt, das mit einem spezifizierenden dominanten Avirulenzgen (AVR) des Pathogens
korrespondiert (Wit, 1992). Fir die Erkennung der Avirulenzprodukte gibt es zwei
verschiedene Modelle. Das erste Modell beschreibt ein R-Protein, das direkt das
entsprechende AVR-Protein erkennt (Martin et al., 2003). Das zweite, sogenannte
Wachter-Modell stellt dagegen die indirekte Erkennung der Pathogen-Effektoren dar,
indem das R-Protein als Wachter fungiert. Im Wirt existieren sogenannte Virulenz- oder
Effektor-Targets, an die AVR-Proteine zunachst binden. Durch Konformationsanderungen
wirken diese Effektor-Target-AVR-Komplexe nun als Elizitoren, die von den R-Proteinen
erkannt werden (Martin et al., 2003; Dangl and Jones, 2001). Sowohl die direkte als auch
die indirekte Erkennung durch R-Proteine fuhren schlie3lich zur Hypersensitiven Reaktion
(HR), die vor allem gegen biotrophe Pathogene wirksam ist. Die ETI I0st eine starkere
Abwehrreaktion als die PTI aus (Dodds and Rathjen, 2010).

Die ausgebildete ETI seitens der Wirtspflanze fuhrt dazu, dass Pathogene zur erneuten
Umgehung der ETI ihre Effektoren modifizieren oder neu ausbilden. Dies wiederum
bewirkt, dass die Wirtspflanze neue R-Proteine fur die Erkennung der neuen bzw.
modifizierten Effektoren evolviert, die erneut ETI induzieren. Diese Co-Evolution zwischen
Wirtspflanzen und Pathogenen ist im sogenannten ,zigzag® Modell beschrieben (Jones
and Dangl, 2006).
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1.7. Abwehrmechanismen gegen direkt penetrierende Pathogene

Die erfolgreiche Penetration der ersten Epidermiszellen ist fir das Uberleben vieler
pilzlicher Pathogene entscheidend. Im Gegensatz dazu ist es fur die Wirtspflanze
essentiell, frihe Abwehrreaktionen gegen das Penetrieren des Pathogens und der daraus
resultierenden Kolonisierung einzuleiten (Huckelhoven and Panstruga, 2011).

1.7.1. Verstarkende Zellwandablagerungen

Die Wirtspflanze bildet an der Penetrationsstelle des Pilzes innerhalb von Stunden
Zellwandablagerungen, sogenannte Papillen, als pre-invasive Abwehrreaktion. Diese
Zellwandablagerungen bestehen vorwiegend aus dem [(-1.3-glykosidisch verkniipften
Glucan Callose sowie aus anderen Polysacchariden, phenolischen Verbindungen,
Wasserstoffperoxid und antimikrobiell wirksamen Proteinen. Die daraus resultierende
verstarkte Zellwand dient vermutlich als physikalische Barriere gegen den hydrolytischen
und osmotischen Druck, der durch das Appressorium des penetrierenden Pilzes
verursacht wird. Eine verzdgerte Zellwandverstarkung hingegen fuhrt zu einer leichteren
Infektion durch den Pilz (Hickelhoven, 2005; Hickelhoven, 2007a). Generell erfolgt die
Papillenbildung an dem Bereich der Innenseite der epidermalen Zellwand, an dem der Pilz
von aufl3en mittels des Appressoriums zu penetrieren versucht. In der Zelle sind an der
Penetrationsstelle Fokussierungen von Mikrotubuli und Aktinfilamenten zu beobachten,
die an dieser zur Akkumulierung von Zellkern, Golgi-Apparat und ER fihren. Somit kbnnen
Enzyme Papillen-Komponenten direkt am Ort des Geschehens synthetisieren
(Huckelhoven, 2007a and b; Eichmann and Huiickelhoven, 2008). Des Weiteren werden
die fur die Papillen-Bildung bendtigten Komponenten von zellularen Vesikeln und
Vesikel-dhnlichen Strukturen exocytotisch in den Apoplasten freigesetzt (Huckelhoven,
2007b). Wasserstoffperoxid ist beispielsweise an der Lignifizierung und der Vernetzung
der Prolin-reichen Zellwandproteine HRGP, die in einem verfestigenden
Zellwandnetzwerk resultieren, beteiligt. Die Bedeutung von Wasserstoffperoxid in der
pre-invasiven Abwehrreaktion wird dadurch aufgezeigt, dass vorwiegend in nicht-
penetrierten Papillen eine Wasserstoffperoxid-Akkumulierung festzustellen ist (Bradley et
al., 1992; Hiuckelhoven, 2007a).
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1.7.2. Hypersensitive Reaktion

Nachdem der Pilz durch die Penetration der Papillen die pre-invasive Abwehrbarriere
Uberwinden konnte, stellt die Hypersensitive Reaktion (HR) einen weiteren
Abwehrmechanismus seitens der Pflanze dar. Die HR wird rassenspezifisch, als Folge der
durch die R-Proteine vermittelte ETI eingeleitet und fihrt zur Inkompatibilitat (Dodds and
Rathjen, 2010; Jones and Dangl, 2006).

Generell ist die HR als ein nicht-autolytischer PCD definiert (van Doorn and Woltering,
2005; van Doorn, 2011). Dieser HR-vermittelte PCD ist ein schnell eintretender Zelltod,
der lokal auf eine oder wenige Zellen an der Infektionsstelle des Pathogens beschrankt
ist. Der Abwehrmechanismus der HR beinhaltet einen ,oxidative burst‘, was zur
Freisetzung von Salicylsaure, Stickstoffmonoxiden und reaktiven Sauerstoffspezies wie
dem Hyperoxid-Anion sowie Wasserstoffperoxid fuhrt. Des Weiteren wird der Influx von
Calciumkationen in das Cytoplasma und die Aktivierung von MAPKs Signalkaskaden
beobachtet. Die daraus resultierenden folgenden PCD-Reaktionen sind Lipid-
Peroxidation, Abbau von Antioxidantien, Schrumpfen des Cytoplasmas und
DNA-Fragmentierung. Darliber hinaus findet vereinzelt eine Zersetzung der
Plasmamembran und das Zerrei3en des Tonoplasten statt (Hong et al., 2008; Coll et al.,
2011; van Doorn, 2011).

Gegen obligat biotrophe Pathogene stellt die HR eine entscheidende Abwehrreaktion dar,
da diese Pathogene lebendes Gewebe bendtigen. Nekrotrophe Pathogene kénnen
dagegen selbst einen ,oxidative burst* induzieren, um sich vom abgestorbenen Gewebe

zu erndhren (van Kan, 2006).

1.7.3. ,,Pathogenesis related genes*“: PR-Gene

Viele Pflanzen initiieren nach Pathogen-Befall die Expression der ,pathogenesis related*
(PR) Gene, um die jeweils geeigneten Abwehrreaktionen einzuleiten. Die PR-Gene sind
durch Signalwege, in denen Salicylsaure (SA), Jasmonsaure (JA) und das dazugehdrige
Methylderivat Methyljasmonat sowie Ethylen (ET) als Schliisselmolekile fungieren,
reguliert. SA abhangige PR-Gene sind beispielsweise PR-1 und PR-5. JA und ET dagegen
co-regulieren gemeinsam PR-Gene wie PR-3, PR-4 und PR-12, das auch als PDF1.2
(PLANT DEFENSIN1.2) bezeichnet wird (Reymond and Farmer, 1998; Glazebrook, 2001).
Eine entscheidende Funktion besitzt hierbei das Protein NPR1 (NON-EXPRESSOR OF
PATHOGENESIS-RELATED Genesl). Im SA-Signalweg bindet NPR1 ,downstream von
SA an TGA1 Transkriptionsfaktoren und aktiviert somit SA-abhéngige Elemente in den
Promotoren der PR-Gene, die den Start der Expressionen einleiten. Dariiber hinaus
fungiert das durch SA aktivierte NPR1 als negativer Regulator des JA-Signhalwegs

(Glazebrook, 2001; Pieterse and Van Loon., 2004). Die nprl Mutanten von Arabidopsis
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weisen Defekte im SA-abhangigen Signalweg auf und zeigen gegenlber biotrophen
Pathogenen eine erhdhte Suszeptibilitat. Im Gegensatz dazu sind nprl Mutanten bei Befall
von nekrotrophen Pathogenen nicht suszeptibler. Damit Ubereinstimmend, zeigen
Mutanten, die einen Defekt im JA- oder ET-Signalweg besitzen, wie beispielsweise ein2
(ehtylene insensitive2) und coil (coronatine insensitivel), eine erhtéhte Suszeptibilitat
gegeniber nekrotrophen Pathogenen und keine erhdhte Suszeptibilitat im Vergleich zu
biotrophen Pathogenen. Somit scheint der SA-abhangige Signalweg fir die
Abwehrreaktion gegen biotrophe sowie hemibiotrophe Pathogene und der JA- und
ET-abhéangige Signalweg einzig gegen nekrotrophe Pathogene verantwortlich zu sein
(Thomma et al., 2001; Pieterse and Van Loon., 2004).

AtCPR5 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF PR GENES 5; At5g64930) ist ein negativer
Regulator der durch die ETI ausgeltste HR und des damit verbundenen PCD, indem es
mit Zellzyklus-abhangigen Kinase-Inhibitoren interagiert und somit den Zellzyklus
kontrolliert (Wang et al., 2014). Dariber hinaus ist AtCPR5 in der Entwicklung bei der
Blatt-Seneszenz und in der Trichombildung involviert (Kirik et al., 2001). AtCPRS5 ist ein
Membranprotein, das im Zellkern lokalisiert ist (Yoshida et al., 2002). In atcpr5 Mutanten
fuhrt der Verlust von AtCPR5 zu einer konstitutiven Expression der SA-, JA- und
ET-abhéngigen PR-Gene. Somit zeigen atcpr5 Pflanzen eine konstitutive Resistenz
gegenuber dem pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae und dem biotrophen
Oomycet Hyaloperonospora arabidopsidis. Des Weiteren besitzen atcpr5 Mutanten
reduzierte Trichom-Verzweigungen. Dariiber hinaus weisen atcpr5 Mutanten neben
Zwergwuchs, eine verfrilhte Kotyledonen-Seneszenz auf und junge Rosettenblatter
zeigen Bereiche spontaner nekrotischer Blattlasionen (Bowling et al., 1997; Clarke et al.,
2000; Brininstool et al., 2008).
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1.8. Infektionsablauf in der kompatiblen Interaktion zwischen Erysiphe

cruciferarum und der suszeptiblen Wirtspflanze Arabidopsis

Echte Mehltaupilze infizieren alle Uber der Erde befindlichen Organe hoherer Pflanzen.
Sie sind obligat biotrophe Pathogene, die epiphytisch auf der Wirtspflanze leben.
Ausschlielich ihr spezielles Ernahrungsorgan, das Haustorium, penetriert zur
Nahrungsaufnahme in die epidermalen Wirtszellen (Hiickelhoven, 2005).

Die echten Mehltaupilze sind Ascomyceten und in der Ordnung Erysiphales eingegliedert.
Diese Ordnung beinhaltet ausschlieRlich eine Familie, die Erysiphaceae, die in finf Tribus
unterteilt ist: Erysipheae, Golovinomycetinae, Cystotheceae, Phyllactinieae und
Blumerieae. Aus diesen funf Tribus kdnnen vier echte Mehltaupilze Arabidopsis als
Wirtspflanze besiedeln: Golovinomyces cichoracearum, Golovinomyces orontii, Oidium
neolycopersici und Erysiphe cruciferarum (Braun et al., 2002).

Die kompatible Interaktion zwischen dem obligat biotrophen Ascomycet Erysiphe
cruciferarum und der suszeptiblen Wirtspflanze Arabidopsis beginnt mit der Landung der
asexuellen Konidiospore auf der Blattoberflache (Eichmann and Huckelhoven, 2008). Die
Konidiospore ist von ellipsoider bis zylindrischer Form und besitzt eine gezahnte
Oberflache. Innerhalb weniger Stunden keimt diese an einem Ende aus: Es bildet sich ein
mehrlappiger appressorialer Keimschlauch (Adam et al., 1999; Micali et al., 2008). Dieser
appressoriale Keimschlauch schwillt an seiner Spitze an und formt das spezialisierte
Penetrationsorgan, das Appressorium. Mit Hilfe von mechanischem Druck und
Zellwand-lytischen Enzymen penetriert das Appressorium durch die Kutikula und die
Zellwand der Wirtspflanze. Die Wirtspflanze hingegen reagiert ihrerseits mittels der
Bildung von Zellwand-verstarkenden Papillen, die eine chemische und physikalische
Barriere darstellen (Hickelhoven, 2005; Huckelhoven, 2007; Micali et al., 2008). Kann
E. cruciferarum diese Zellwandbarriere durchbrechen und somit erfolgreich penetrieren,
entwickelt dieser ein eiférmiges, langliches Erndhrungsorgan, das Haustorium (Adam et
al., 1999). Die Plasmamembran der Wirtszelle wird nach innen eingesttlpt und umhdallt
das Haustorium. Durch diese Invagination bildet sich eine extrahaustoriale Membran mit
einer extrahaustorialen Matrix aus, die das Haustorium vollstandig umschliet und vom
Cytoplasma der Wirtszelle trennt (Koh et al., 2005; Micali et al., 2008). Somit bleibt die
Wirtszelle intakt, was essentiell fir den obligat biotrophen Pathogen ist. Uber das
Haustorium werden N&hrstoffe, wie Aminosduren und Kohlenhydrate, aus der Pflanze
aufgenommen (Huckelhoven, 2005). Des Weiteren scheint das Haustorium Effektoren
freizusetzen, um die pflanzlichen Abwehrreaktionen zu unterdriicken (Micali et al., 2008).
Generell beschrénkt sich die Penetration von E. cruciferarum auf die epidermale

Zellschicht. Darunterliegende Zellschichten wie das Mesophyll werden nicht invasiert
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(Eichmann and Huckelhoven, 2008). Nach der Ausbildung des Haustoriums, wachst der
Pathogen epiphytisch, indem er sekundare Hyphen ausbildet, die im Falle von
E. cruciferarum einen Verzweigungsgrad von weniger als 45 Grad aufweisen. Entlang der
sekundaren Hyphen werden erneut Appressorien zur wiederholten Penetration gebildet.
Der asexuelle Lebenszyklus von E. cruciferarum endet mit der Bildung von Konidiophoren,
aus denen ein bis zwei Konidiosporen abknospen. Die anemochore Verbreitung
komplettiert die vegetative Vermehrung (Adam et al., 1999; Micali et al., 2008).
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1.9. Involvierung von Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen in der Pathogen-

Abwehr

Fir einige Proteasen konnte bereits eine Beteiligung in der Pathogen-Abwehr gezeigt
werden, vor allem fur Serin-, Aspartat-, Metallo- und Cystein-Proteasen, die fir die
Ausfuhrung des PCD bedeutende Funktionen besitzen (s. Kap. 1.2., 1.3.). Dies erscheint
logisch, da beispielsweise die HR in Form eines schnellen PCD gegen obligat biotrophe
Pathogene eine entscheidende Abwehrreaktion der Pflanze ist. Das lokal begrenzte
Absterben der pflanzlichen Zellen entzieht dem obligat biotrophen Pathogen die nétige
Nahrungsversorgung und sichert gleichzeitig das Uberleben der Pflanze.

Die Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen RCR3 (REQUIRED FOR CLADOSPORIUM
RESISTANCE-3) und PIP1 (PHYTOPHTHORA INHIBITED PROTEASE-1) werden in der
Kulturform der Tomate Lycopersicon esculentum wahrend des Pathogen-Befalls in den
Apoplasten sekretiert und akkumulieren dort zur Pathogen-Abwehr. Beide Proteasen
werden durch von Pathogen-stammende Inhibitoren gehemmt (Krlger et al., 2002; Thian
et al., 2007). PIP1 wird wahrend der Infektion mit dem biotrophen Oomycet Phytophthora
infestans, der fir die Braunfaule verantwortlich ist, durch dessen Cystatin-ahnlichen
Protease-Inhibitor EPIC2B (EXTRACELLULAR PROTEASE INHIBITOR WITH
CYSTATIN-LIKE DOMAIN 2B) inhibiert (Tian et al., 2007).

Dagegen tragt der biotrophe Blattpilz und Erreger der Samtfleckenkrankheit Cladosporium
fulvum das Avirulenzgen AVR2, das fur ein Cystein-reiches Protein AVR2 kodiert.
Wahrend der Infektion mit C. fulvum wird RCR3 von AVR2 inhibiert und es bildet sich ein
RCR3-AVR2 Komplex. RCR3 fungiert nicht als Effektor-Target, sondern als Koder, um
das eigentliche Target PIP1 vor dem pathogenen Effektor-Protein AVR2 zu schiitzen. Der
gebildete RCR3-AVR2 Komplex wirkt nun als Elizitor und wird von dem R-Protein CF-2
(CLADOSPORIUM FULVUM RESISTANCE-2) erkannt, das infolgedessen die HR
auslost. Somit gewahrleistet CF-2 die AVR2-abhdngige Resistenz gegen den biotrophen
Blattpilz Cladosporium fulvum (Krtger et al., 2002; Rooney et al., 2005; Lozano-Torres et
al., 2012).

In Arabidopsis ist die Papain-ahnliche Cystein-Protease RD21 in der Pathogen-Abwehr
involviert, da ein Verlust von RD21 in rd21 Mutanten zu einer erhéhten Suszeptibilitat fur
den nekrotrophen Pathogen Botrytis cinerea fuhrt (Shindo et al., 2012; s. Kap. 1.2.4.3.).
Uber eine mogliche Funktion der KDEL CysEP in der Pathogen-Abwehr ist hingegen
bisher nichts bekannt. Allerdings wird fir die KDEL CysEP AtCEP1 eine Beteiligung in der
Pathogen-Abwehr in Arabidopsis vermutet, da Pflanzen der atcpr5 Mutante gegeniber
dem pathogenen Bakterium Pseudomonas syringae und dem biotrophen Oomycet

Hyaloperonospora arabidopsidis eine konstitutive Resistenz aufweisen (Bowling et al.,
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1997; Clarke et al., 2000). Die Genexpressions-Daten dieser Arabidopsis Mutante atcprs
(GEO accession GSE5745) aus der Datenbank fir Genexpressionen (Genevestigator:
Zimmermann et al., 2004), zeigen eine signifikante Hochregulierung des AtCEP1

Transkripts in zwei Wochen alten atcpr5 Mutanten im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen.
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1.10. Zielsetzung der Arbeit
KDEL CyseP besitzen aufgrund ihrer fir Endopeptidasen ungewdhnlich breiten

Substratspezifitdt wichtige Funktionen in den finalen Stufen des Zellkollapses im
Entwicklungs-PCD (Than et al., 2004; Hierl et al., 2012). Diese breite Substratspezifitat
fuhrt dazu, dass beispielsweise RcCysEP das maturierte P1-Typ Extensin von Tabak
spalten kann, indem es Proline, Hydroxyproline und hoch glykolysierte Hydroxyproline in
P2 und P2‘ Position zur Spaltstelle akzeptiert (Helm et al., 2008). Die fur die breitere
Substratbindetasche verantwortlichen Aminosauren sind in allen bekannten KDEL CysEP
hoch konserviert. Somit besitzen vermutlich alle bekannten KDEL CysEP diese
ungewdhnlich breite Substratspezifitdt und kdnnen Extensine verdauen (Than et al., 2004;
Hierl et al.,, 2012). Extensine sind Proteine aus der Familie der Hydroxyprolin-reichen
Glykoproteine und ihre intakte molekulare Struktur hat grof3e Bedeutung fur die Stabilitat
der pflanzlichen Primér-Zellwand (Cannon et al., 2008; Gille et al., 2009; Velasquez et al.,
2011). Demzufolge kénnten KDEL CysEP eine Funktion in der Zellwanderweichung im
Zuge der Gewebe-Remodellierung besitzen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Funktion der KDEL CysEP in Arabidopsis in der Gewebe-
Remodellierung sowie im PCD wahrend der Entwicklung und in der Pathogen-Abwehr zu
analysieren.

Es wird die Funktion von AtCEP im PCD zur Pathogen-Abwehr wahrend der kompatiblen
Interaktion des biotrophen Ascomyceten Erysiphe cruciferarum untersucht. Hierftir werden
epidermale Zelltod-Ereignisse bei Einfach-Verlust von AtCEP1 sowie AtCEP3 und bei
Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mikroskopisch ausgewertet. Transgene
Reporterlinien von AtCEP1 werden biochemisch und mikroskopisch subzelluléar analysiert.
Zudem soll geklart werden, ob AtCEP1 einen Beitrag im AtCPR5-kontrollierten PCD
wahrend der Interaktion mit E. cruciferarum leistet.

Fir eine Beteiligung der AtCEP im Zuge der Gewebe-Remaodellierung wird in Arabidopsis
die Entwicklung der Wurzel als ein Modelsystem fur die Zellwanderweichung analysiert. In
der Elongationszone ist dies Voraussetzung fir die Streckung der Zellen.

Hierfir werden Probidiumiodid-gefarbte Wurzeln bei Einfach-Verlust von AtCEP2 sowie
bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitiger Herunterregulierung von
AtCEP2 mikroskopisch analysiert. Diese werden dahingehend untersucht, ob die
Verkirzung der Primarwurzel durch die Reduktion der Zelllangen in der ,lateral root cap®
(LRC) und/oder in der Elongationszone verursacht wird oder ob diese Verkirzung der
Primarwurzel durch einen Verlust des PCD in der LRC bedingt ist.

Der endogene Austritt des Seitenwurzel-Primordium wird durch die Separation der Zellen
infolge der Zellwanderweichung gewahrleistet. Es wird untersucht, ob AtCEP eine

Funktion in dieser Gewebe-Remodellierung besitzen. Hierzu werden die
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Entwicklungsstadien der Seitenwurzel-Primordia bei entsprechendem Einfach-Verlust
sowie bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 als auch bei Doppel-Verlust von
AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitiger Herunterregulierung von AtCEP2 mikroskopisch
ausgewertet.

Es wird die subzellulare Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 durch Kreuzung einer
transgenen AtCEP2-Reporterlinie mit einer fluoreszenzmarkierten ER-Lumen-Markerlinie
analysiert. Hierbei soll herausgefunden werden, ob die vom ER stammenden Organellen
ausschlieRlich als Speicherkompartimente fir AtCEP fungieren bzw. ob ein Verlust der
ER-bodies eine  Neubildung von Ricinosomen-éhnlichen  Organellen  zur
Speicheriibernahme induziert.

Fir eine Beteiligung von AtCEP im Entwicklungs-PCD werden transgene Reporterlinien
von AtCEP1 und AtCEP2 hinsichtlich einer Lokalisation in Zelltod-assoziierten Gewebe
mikroskopisch analysiert.
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2. Ergebnisse

2.1. Erzeugung von Fusionsproteinen fiir AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 mit

einem dreifachen Hamagqgqglutinin-tag und verschiedenfarbigen Fluoreszenz-

proteinen unter der Kontrolle des respektiven endogenen Promotors

2.1.1. Klonierungsstrategien der _ funktionellen _und _nicht _funktionellen
Reporterkonstrukte fiir AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3

Fur die biochemische Analyse und zur mikroskopischen Lokalisation der drei
KDEL-Cystein-Endopeptidasen in Arabidopsis AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 wurden

transgene funktionelle und nicht funktionelle Reporterkonstrukte konzipiert. Diese

funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukte wurden unter der Kontrolle des
jeweiligen respektiven endogenen Promotors zur Expression translationaler
Fusionsproteine von AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 kloniert. Die Sequenzen fir die
jeweiligen respektiven endogenen Promotoren bestehen aus ca. 2000 Basenpaare, die
Lupstream® zum Startcodon ,ATG" liegen. Diese Sequenzen hatten sich bereits bei der
Klonierung der Promotor::GUS Konstrukte fir AtCEP bewahrt (Helm et al., 2008).

Funktionelle Reporterkonstrukte:
Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL (Héwing et al., 2014 (s. 7.2.))
Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.))
Pceps::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.1.)
Pceps::pre-pro-3xHA-mTFP1-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.2.)
Pceps::pre-pro-3xHA-mCerulean-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.3.)

Nicht funktionelle Reporterkonstrukte:
Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL (Howing et al., 2014 (s. 7.2.))
Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.))
Pceps::pre-pro-3xHA-mCerulean-KDEL (s. Anh. 6.1.4.)

Die funktionellen Reporterkonstrukte enthalten die kodierenden Sequenzen fir den
dreifachen Hamagglutinin-tag (HA-tag) und das jeweilige Fluoreszenzprotein zwischen
der Pre-Pro-Sequenz und der jeweiligen Untereinheit. Um die Spaltstelle intakt zu halten,
wurden darlber hinaus die drei N-terminalen Aminosauren der jeweiligen Untereinheit

C-terminal zur Pro-Sequenz direkt vor dem dreifachen HA-tag platziert (Abb. 3).
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cotranslational posttranslational posttranslational
processing processing processing
20921 125%126 360

pre

Funktionelles und nicht funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP1:

20921 125 %126 174 %175 427 W 428 hd

1

1 20921 125 130 174 175 427 428 434

Funktionelles und nicht funktionelles Reporterkonstrukt fiir AtCEP2:
1 21%22 127 %128 176 %177 414 %415 d 648

127 132 176 177 414 415 a1

3xHA mCherry

1 21922

Funktionelles und nicht funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP3:

1 20 %21 125’26 174 %175 427428 668

1 20921 1258126 1729173 410 % 411 649

1 20921 125 130 172 173 413 414 420

Abbildung 3: Schematische Darstellung der funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukte
fur AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 unter dem jeweiligen respektiven endogenen Promotor. Zum Vergleich
ist Pre-pro-RcCysEP dargestellt. Rote Pfeile stellen die bewiesenen und die zu erwartenden Spaltstellen dar.
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Zusatzlich wurden transgene nicht funktionelle Reporterkonstrukte kloniert. Bei diesen
wurden anstelle der jeweiligen Untereinheit ausschlieBlich die acht C-terminalen
Aminoséauren fur AtCEP1 bzw. die sieben C-terminalen Aminosauren fur AtCEP2 und
AtCEPS inklusive des ER-Rickhaltesignals ,KDEL® der jeweiligen Untereinheit zur
Klonierung verwendet. Davon N-terminal wurden die kodierenden Sequenzen flir den
dreifachen HA-tag und das jeweilige Fluoreszenzprotein C-terminal zur Pre-Pro-Sequenz
eingefiigt. Um die Spaltstelle intakt zu halten, wurden wiederum die drei N-terminalen
Aminosauren der jeweiligen Untereinheit C-terminal zur Pro-Sequenz direkt vor dem
dreifachen HA-tag platziert (Abb. 3).

Die so erhaltenen funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukte fir AtCEP1,
AtCEP2 und AtCEP3 wurden in Col-0 Wildtyppflanzen transformiert. Zusétzlich wurde das
funktionelle und nicht funktionelle Reporterkonstrukt fir AtCEP1 in homozygote atcepl ko
Pflanzen (SAIL_158_ B06) transformiert.

Bei den funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukten fir AtCEP1 bzw.
AtCEP2 sind die Fluoreszenzsignale von EGFP bzw. mCherry am CLSM visualisierbar.
Dagegen sind bei den funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukten fir
AtCEP3 keine Signale der Fluoreszenzproteine EGFP, mTFP1 und mCerulean
detektierbar. Somit werden im Zuge dieser Arbeit ausschlieRlich die funktionellen und nicht
funktionellen Reporterkonstrukte fiir AtCEP1 und AtCEP2 untersucht.

2.1.2. Verifizierung der T-DNA Insertionslinien von AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 als
Knockout Mutanten

Die homozygote AtCEP1 Insertionslinie (SAIL_158 BO06), die einen Col-0 Hintergrund
aufweist, besitzt eine T-DNA Insertion im dritten Exon. Der Knockout von AtCEP1 wird

mittels einer RT-PCR, bei der Primer verwendet werden, die die kodierende Region des
Gens inklusive der T-DNA Insertion umspannen, bewiesen, da kein entsprechendes
Transkript in Keimlingen der atcepl ko amplifiziert werden kann (HOwing et al., 2014
(s. 7.2)).

Die homozygote AtCEP2 Insertionslinie (SALK_079519), die einen Col-0 Hintergrund
aufweist, besitzt eine T-DNA Insertion im zweiten Exon. Der Knockout von AtCEP2 wird
mittels einer RT-PCR, bei der Primer verwendet werden, die die kodierende Region des
Gens inklusive der T-DNA Insertion umspannen, bewiesen. Hierbei wird kein Transkript

fur AtCEP2 in Keimlingen der atcep2 ko nachgewiesen (Abb. 4).
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Abbildung 4: Die homozygote AtCEP2 Insertionslinie
(SALK_079519), die eine T-DNA Insertion im zweiten Exon
besitzt, ist eine Knockout Mutante. Es kann kein Transkript fur
AtCEP2 in 7 Tage alten Keimlingen der atcep2 ko mittels RT-PCR
nachgewiesen werden. Die verwendeten Primer umspannen die
kodierende Region des Gens inklusive der T-DNA Insertion. WT,
RT-PCR durchgefiihrt mit cDNA von Col-0. WT gen., RT-PCR
durchgefihrt mit genomischer DNA von Col-0. Actin Control,
RT-PCR durchgefihrt mit Aktinprimern als Kontrolle.

Actin
Control

atcep2 |  AtCEP2

Die homozygote AtCEP3 Insertionslinie (SALK_016791), die einen Col-0 Hintergrund
aufweist, besitzt eine T-DNA Insertion in der 5’UTR 18 Basenpaare N-terminal zum
Startcodon ,ATG". Der Knockout von AtCEP3 wird mittels einer RT-PCR, bei der Primer
verwendet werden, die die kodierende Region mit der 5UTR des Gens inklusive der
T-DNA Insertion umspannen, bewiesen, da kein entsprechendes Transkript in Keimlingen

der atcep3 ko amplifiziert werden kann (Abb. 5).

bp _
1517 |

1200 |
1000

Abbildung 5: Die homozygote AtCEP3 Insertionslinie
(SALK_016791), die eine T-DNA Insertion in der 5UTR
18 Basenpaare N-terminal zum Startcodon ,,ATG* besitzt, ist
eine Knockout Mutante. Es kann kein Transkript fur AtCEP3 in
7 Tage alten Keimlingen der atcep3 ko mittels RT-PCR
nachgewiesen werden. Die verwendeten Primer umspannen die
kodierende Region mit der 5’UTR des Gens inklusive der T-DNA
Insertion. WT, RT-PCR durchgefiihrt mit cDNA von Col-0. WT gen.,
RT-PCR durchgefiihrt mit genomischer DNA von Col-0. Actin
Control, RT-PCR durchgefiihrt mit Aktinprimern als Kontrolle.

500 Me—

100

Actin
Control

atcep3 |  AtCEP3

Aus den homozygoten Single-Mutanten atcep3 ko (SALK_016791) und atcepl ko
(SAIL_158 B06) wurde durch Kreuzung die Doppel-Mutante atcep3 x atcepl ko
(SALK_016791 x SAIL_158 BO06) generiert. Der Knockout von AtCEP3 und AtCEP1 wird,
wie bereits beschrieben, erneut mittels RT-PCR bestatigt und somit die damit verbundene
Homozygotie bewiesen.
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2.1.3. Erzeugung einer triple-knockout/knockdown-Mutante durch Doppel-Verlust

von AtCEP1 und AtCEP3 und gleichzeitiger Herunterregulierung von AtCEP2

Eine Triple-Mutante atcep_triple-ko mit Insertionen in allen drei AtCEP Genen ist schwer
durch Kreuzung zu generieren, da AtCEP2 und AtCEP3 ,in tandem® auf Chromosom 3
liegen. Aus diesem Grund wurde die homozygote Doppelmutante atcep3 x atcepl ko
(SALK_016791 x SAIL_158_B06) mit AtCEP2-RNAi-Konstrukten und gleichzeitig mit dem
nicht funktionellen AtCEP2 Reporterkonstrukt (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL;
S. Abb. 3; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) transformiert. Aus dieser Transformation erhielt man
zwei homozygote atcep_triple-ko/kd Linien mit einer Herunterregulierung der
AtCEP2-Expression auf durchschnittlich 0.5 % (Linie 2.21) und 2 % (Linie 3.14) (Abb. 6).
Das nicht funktionelle Reporterkonstrukt fur AtCEP2 war ebenfalls herunterreguliert,
sodass kein Signal des Fluoreszenzproteins mCherry am CLSM nachweisbar war. Dies
beweist Uberdies die Funktionalitat der AtCEP2-RNAi-Konstrukte und den damit
verbundenen ,Knockdown® von AtCEP2.

AtCEP2
0.31
x0.25
0.25+ x0.24
0.24

x0.16 x0.16
0.154

Normalized fold change (/ACT8)

Abbildung 6: AtCEP2 Expression in den unabhéngigen homozygoten Linien der atcep_triple-ko/kd
(atcep3 x atcepl ko + AtCEP2-RNAI): Linie 2.21 und Linie 3.14 zeigen mit durchschnittlich 0.5 % und
2 % die starkste Herunterregulierung der AtCEP2 Expression. Die Genexpression von AtCEP2 wird in
7 Tage alten Keimlingen der homozygoten Linien der atcep_triple-ko/kd per qRT-PCR mittels genspezifischer
AtCEP2 Primer gemessen. Das Expressionslevel wird gegen das ,housekeeping“ Gen ACT8 normalisiert und
das Expressionslevel wird im Wildtyp Col-0 gleich 1 gesetzt. Die Saulen représentieren das durchschnittliche
AtCEP2 Expressionslevel aus zwei technischen Replikaten der jeweiligen Linien und dieses ist oberhalb der
Saulen angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken den Standardfehler. Die Ergebnisse wurden in
einem weiteren unabhéngigen Experiment bestétigt (biologisches Replikat).
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2.2. Funktion von AtCEP1 im Programmierten Zelltod zur Pathogen-Abwehr:

Interaktion mit dem biotrophen Ascomycet Erysiphe cruciferarum

2.2.1. Der Einfach-Verlust von AtCEP1 fiihrt zu einer Super-Suszeptibilitat

gegeniber E. cruciferarum

Fur die makroskopische Analyse eines Pathogenese-Phanotyps werden ca. 5 Wochen
alte Pflanzen des Wildtyps Col-0 und der homozygoten atcepl ko mit Konidien des
biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert. An dem Zeitpunkt 11 Tage nach
Inokulation (days post inoculation, dpi) werden die Rosettenblatter von Pflanzen der
homozygoten atcepl ko mit Rosettenblattern von Col-0 Wildtyppflanzen visuell verglichen.
Die Rosettenblatter der homozygoten atcepl ko Pflanzen zeigen im Vergleich zu
Rosettenblattern von Col-0 Wildtyppflanzen eine erhdhte Suszeptibilitdt gegentber
E. cruciferarum. Dies ist daran zu erkennen, dass die Rosettenblatter der homozygoten
atcepl ko weilRer erscheinen, was durch die deutlich héhere Dichte an Kolonien des
echten Mehltaupilzes hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu ist auf den Rosettenblattern
von Col-0 Wildtyppflanzen nur eine leichte WeiRfarbung zu erkennen, was bedeutet, dass
auf diesen eine niedrigere Dichte an Kolonien des echten Mehltaupilzes vorhanden ist
(Abb. 7).

Somit fuhrt der Einfach-Verlust von AtCEP1 in homozygoten atcepl ko Pflanzen zu einem
Pathogenese-Phéanotyp der Super-Suszeptibilitdét gegentber E. cruciferarum im Vergleich
zu Col-0 Wildtyppflanzen.

Abbildung 7: Homozygote atcepl ko Pflanzen zeigen den
Pathogenese-Phanotyp der Super-Suszeptibilitat gegen-
Uber dem biotrophen Ascomycet Erysiphe cruciferarum:
Die Rosettenblatter der atcepl ko Pflanzen (unten)
erscheinen im Vergleich zu den Rosettenblattern von
Col-0 Wildtyppflanzen (oben) aufgrund der héheren Dichte
an Kolonien des echten Mehltaupilzes weil3er. Die
gezeigten Rosettenblétter stammen von ca. 5 Wochen alten
Pflanzen und wurden 11 Tage nach Inokulation fotografiert.
Geéanderte Darstellung aus Howing et al., 2014 (s. 7.2.).

atcep1
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2.2.2. Komplementierung des Pathogenese-Phanotyps durch ein funktionelles
AtCEP1 Reporterprotein

Der Pathogenese-Phanotyp der Super-Suszeptibilitdt gegenlber E. cruciferarum von
homozygoten atcepl ko Pflanzen im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen wird nun
guantitativ ausgewertet. Des Weiteren werden einerseits homozygote atcepl ko Pflanzen,
die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcep:1::pre-pro-3xHA-EGFP-
AtCEP1-KDEL) transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), quantitativ untersucht. Zum
anderen werden homozygote atcepl ko Pflanzen, die mit einem nicht funktionellen
Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 (Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL)
transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), ebenfalls quantitativ analysiert.

Hierzu werden ca.5 Wochen alte Pflanzen der vier Genotypen Col-0, homozygote
atcepl ko, homozygote atcepl ko mit funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukt und
homozygote atcepl ko mit nicht funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukt mit Konidien des
biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert. Bei der Inokulation wird darauf
geachtet, dass die Pflanzen mit einer geringen Dichte an Konidien von ca. 5-7 Konidien
pro mm2 inokuliert werden, um einen quantitativen Pathogenese-Phénotyp erkennen zu
kénnen. Die Befallsdichte mit E. cruciferarum wird bei den jeweiligen vier Genotypen an
den Zeitpunkten 9, 11 und 13 dpi durch visuelle Auswertung der gesamten Pflanze
durchgefiihrt. Bei dieser sogenannten Bonitierung werden die befallenen Pflanzen in drei
Kategorien der Suszeptibilitat eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit
E. cruciferarum befallener Blattfliche (Abb. 8A).

Am Zeitpunkt 9 dpi ist zu erkennen, dass atcepl ko signifikant weniger Pflanzen mit
weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache im Vergleich zu Col-0
Wildtyppflanzen aufweist. Damit Ubereinstimmend zeigt atcepl ko zusatzlich signifikant
mehr Pflanzen mit mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache als der Wildtyp
Col-0. Bei der Kategorie 30-60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache gibt es keinen
signifikanten Unterschied in der Suszeptibilitit gegenlber E. cruciferarum zwischen
atcepl ko Pflanzen und Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 8B oben).

An den Zeitpunkten 11 und 13 dpi zeigt sich eindeutig der Pathogenese-Phanotyp der
Super-Suszeptibilitdt gegeniber E. cruciferarum von homozygoten atcepl ko Pflanzen im
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Die homozygote atcepl ko weist einerseits signifikant
weniger Pflanzen mit 30-60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache und andererseits
signifikant mehr Pflanzen mit mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache im
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen auf (Abb. 8B Mitte und unten).
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Abbildung 8: Vergleich der Befallsdichte mit & 10%
E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-0, 0% onts  csntinon, aloen]
atcepl ko, atcepl ko mit funktionellen AtCEP1 functional functional
Reporterkonstrukt und atcepl ko mit nicht
funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukt nach 11 dpi
Inokulation mit Konidien des biotrophen 100%
Ascomyceten E. cruciferarum 9, 11 und 13 dpi. . 90%
(A) Die befallenen Blatter werden in drei £ 8o,
Kategorien der Suszeptibilitat eingeteilt. (B) Die 2 09
Pflanzen der atcepl ko zeigen eindeutig ab dem S 0% B
Zeitpunkt 11 dpi den Pathogenese-Phanotyp der S 50%. 0-30%
Super-Suszeptibilitdt gegeniber dem bio- % 40%- B = 30-60%
trophen Pathogen E. cruciferarum. Die £ 309 = >60%
atcepl ko Pflanzen mit einem funktionellen 8 20%
AtCEP1 Reporterkonstrukt komplementieren g 10%
diesen Pathogenese-Phanotyp 0%
(A) Reprasentative Blatter werden 11 dpi atcept+ atcept+non- atcep1
fotografiert. (B) WT = Col-0; atcepl + functional = functionaljitinctionat
atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen .
Reporterkonstrukt  fir AtCEP1 (Pcep1::pre-pro- 13 dpi
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden 100%
und vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind. < 90%
atcepl + non-functional = atcepl ko Pflanzen, die = 80%
mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt T 70% B
ohne die Untereinheit von AtCEP1 (Pcep1::pre-pro- 8 60%
3xHA-EGFP-KDEL) transformiert wurden und ° 50% 0:80%
vergleichbar mit atcepl ko Pflanzen sind. Die 8 40% B M.30-60%
Saulen reprasentieren den durchschnittlichen Befall § 30% m260%
mit E. cruciferarum von Pflanzen der jeweiligen g 20%
Genotypen aus sieben Experimenten  mit % 10%

voneinander unabh&ngigen Inokulationen, wobei 0%
jedes Experiment aus funf Pflanzen je Genotyp

besteht. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der

Saulen weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test (p<0.05) auf statistisch signifikant
unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend dem ANOVA- und
Duncan Test (p > 0.05) statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen. Geénderte Darstellung aus Howing
etal., 2014 (s. 7.2.).

atcep1+ atcepf+non- atcep1
functional functional

Die Pflanzen der homozygoten atceplko mit einem funktionellen AtCEP1
Reporterkonstrukt zeigen an allen drei ausgewerteten Zeitpunkten die gleiche
Suszeptibilitdt gegentiber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 8B). Somit
besitzen die Pflanzen der homozygoten atcepl ko mit einem funktionellen AtCEP1
Reporterkonstrukt die gleiche basale Resistenz gegenuber E. cruciferarum wie Pflanzen
des Wildtyps Col-0. Dartiber hinaus beweist diese gleiche basale Resistenz gegentber

E. cruciferarum die  Funktionalitdit des AtCEP1 Reporterproteins, da der
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Pathogenese-Phanotyp der Super-Suszeptibilitdt gegenitber E. cruciferarum der
homozygoten atcepl ko Pflanzen komplementiert wird.

Dagegen weisen Pflanzen der homozygoten atcepl ko mit einem nicht funktionellen
Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 an allen drei Zeitpunkten die
gleichen Symptome des Befalls mit E. cruciferarum wie Pflanzen der homozygoten
atcepl ko auf (Abb. 8B). Daher besitzen Pflanzen der homozygoten atcepl ko mit einem
nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 den gleichen
Pathogenese-Phanotyp der Super-Suszeptibilitat wie Pflanzen der homozygoten
atcepl ko.

2.2.3. Zeitgleiche Expression des Pro-Enzyms von AtCEP1 mit dem Pathogenese-

Phanotyp wahrend der spaten Interaktion

Es werden Rohextrakte von infizierten Rosettenblattern, die mit E. cruciferarum inokuliert
worden sind, mittels Western-Blot Analyse durch Dekorierung mit a-HA Antikorper
untersucht. Hierfir werden einerseits Rohextrakte von homozygoten atcepl ko Pflanzen,
die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcep:1::pre-pro-3xHA-EGFP-
AtCEP1-KDEL) transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert. Diese Pflanzen
sind aufgrund der Funktionalitdt des AtCEP1 Reporterproteins vergleichbar mit
Col-0 Pflanzen (s. Abb. 8). Andererseits werden zur Untersuchung der Rohextrakte
homozygote atcepl ko Pflanzen, die mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne
die Untereinheit von AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) transformiert wurden
(s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), verwendet. Diese Pflanzen sind wiederum mit atcepl ko Pflanzen
vergleichbar, da sie den gleichen Pathogenese-Phanotyp der Super-Suszeptibilitét
gegenlber E. cruciferarum zeigen (s. Abb. 8).

Das Pro-Enzym von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL ist ab dem Zeitpunkt 9 dpi
bis 15dpi in Form von zwei distinkten Proteinbanden mit einem Molekulargewicht
zwischen ca. 58 und 80 kDa detektierbar (Abb. 9 fct.). Diese stellen wahrscheinlich die
intakte Pro-Form von AtCEP1 mit dem C-terminalen KDEL-Motiv pro-3xHA-EGFP-
AtCEP1-KDEL mit einer kalkulierten Molekularmasse von 72.0 kDa in vermutlich zwei
verschiedenen Konformationen dar. In ahnlicher Weise wurden bereits zwei distinkte
Proteinbanden entsprechend fur das Pro-Enzym von AtCEP2 pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL detektiert (s. Kap. 2.4.4.; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Bei dem nicht funktionellen Reporterprotein ohne die Untereinheit von AtCEP1 pro-3xHA-
EGFP-KDEL ist ab dem Zeitpunkt 7 dpi bis 18 dpi eine Proteinbande, die ein

Molekulargewicht von ca. 46 kDa aufweist, zu erkennen (Abb. 9 n-fct.). Diese
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Proteinbande stellt vermutlich das intakte Pro-Enzym pro-3xHA-EGFP-KDEL mit einer
kalkulierten Molekularmasse von 47.3 kDa dar.

Somit korrelieren die Expressionen der Pro-Enzyme pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL und
pro-3xHA-EGFP-KDEL zeitgleich mit dem Auftreten des Pathogenese-Phanotyps der

Super-Suszeptibilitdt von homozygoten atcepl ko Pflanzen gegenuiber E. cruciferarum.
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fct. n-fct. fct. n-fct. fct. n-fct. fct. n-fet. fet. n-fet. fct. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fct. n-fet. fet. n-fet.

Abbildung 9: Das Pro-Enzym pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL ist ab dem Zeitpunkt 9 dpi und das
Pro-Enzym pro-3xHA-EGFP-KDEL ist ab 7 dpi mit E. cruciferarum exprimiert: Die Expression korreliert
zeitgleich mit dem Auftreten des Pathogenese-Phanotyps der Super-Suszeptibilitdét von homozygoten
atcepl ko Pflanzen gegenliber E. cruciferarum. Es werden Rohextrakte von Rosettenblattern vor der
Inokulation mit E. cruciferarum (0 dpi) und von infizierten Rosettenblattern mit E. cruciferarum (1 dpi-18 dpi)
mittels Western-Blot Analyse durch Dekorierung mit a-HA Antikérper untersucht. atcepl = atcepl ko Pflanzen;
fct =atcepl ko  Pflanzen, die mit einem funktionellen  Reporterkonstrukt  fir  AtCEP1
(Pcepu1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden und vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind;
n-fct. = atcepl ko Pflanzen, die mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von
AtCEP1 (Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) transformiert wurden und vergleichbar mit atcepl ko Pflanzen
sind; M = Molmarker; kDa = Kilodalton. Diese Abbildung wurde aus H6wing et al., 2014 (s. 7.2.) entnommen.
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2.2.4. Das Pro-Enzym von AtCEP1 wird wahrend der spaten Interaktion mit

E. cruciferarum de novo induziert: Akkumulation im ER und um die gebildeten

Haustorien

Fur die Untersuchung der subzelluldaren Lokalisation von AtCEPL1 in vivo wahrend der
Interaktion mit dem biotrophen Ascomycet E. cruciferarum, werden infizierte
Rosettenblatter von homozygoten atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert
wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), am Zeitpunkt 12 dpi am CLSM analysiert. Diese Pflanzen
sind aufgrund der Funktionalitatt des AtCEP1 Reporterproteins vergleichbar mit
Col-0 Pflanzen (s. Abb. 8).

Bei der Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP1 in vivo kann am CLSM
wahrscheinlich ausschlief3lich die Expression des Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-
EGFP-AtCEP1-KDEL und nicht die maturierte Form von AtCEP1 visualisiert werden. Dies
liegt daran, dass bei der Maturierung von AtCEP1, entsprechend der Maturierung von
AtCEP2 (s. Kap.2.4.4.; Hierl et al., 2014 (s.7.1.), wahrscheinlich auch das
Fluoreszenzprotein EGFP von der maturierten Untereinheit abgespalten wird.

Das Pro-Enzym von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL ist im gesamten Netzwerk
des ER von einer Epidermiszelle, die erfolgreich von E. cruciferarum penetriert worden ist,
lokalisiert (Abb. 10A-C). In der Epidermiszelle sind die fir das ER typischen kortikalen
netzartigen Strukturen erkennbar (Abb. 10B, C, E, F). Besonders um die sechs gebildeten
Haustorien ist eine sehr starke Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1 detektierbar
(Abb. 10B, C, E, F; Pfeile und Pfeilspitzen markieren Haustorien). Zusatzlich scheint das
Netzwerk des ER auch in der Ebene der Haustorien sehr dicht zu sein (Abb. 10E, F).
Somit ist die Expression von AtCEP1 auch raumlich mit dem Auftreten des Pathogenese-
Phanotyps der Super-Suszeptibilitat gegentber E. cruciferarum bedingt durch den
Einfach-Verlust von AtCEP1 assoziiert.

Ohne Inokulation mit E. cruciferarum ist keine Expression des Pro-Enzyms von AtCEP1
pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL in Epidermiszellen von Rosettenblattern, die dasselbe
Alter aufweisen wie die Rosettenblatter am Zeitpunkt 12 dpi, am CLSM erkennbar (nicht
dargestellt).
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Abbildung 10: (A-C) Das Pro-Enzym von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL ist im gesamten
Netzwerk des ER von einer Epidermiszelle, die erfolgreich vom biotrophen Pathogen E. cruciferarum
penetriert worden ist, lokalisiert. (B, C, E, F) Besonders um die sechs gebildeten Haustorien (Pfeile
und Pfeilspitzen) ist eine sehr starke Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1 erkennbar. (E, F)
Zusatzlich scheint das Netzwerk des ER auch in der Ebene der Haustorien sehr dicht zu sein. Fir die
Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP1 in vivo wahrend der Interaktion mit dem biotrophen
Pathogen E. cruciferarum, werden Rosettenblatter von homozygoten atcepl ko Pflanzen, die mit einem
funktionellen Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden
und vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind, am Zeitpunkt 12 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum am
CLSM analysiert. Dargestellt sind Epidermiszellen nahe dem Leitbiindel auf der Oberseite der Rosettenblatter.
Die infizierte Epidermiszelle ist mit Hilfe von weiRen Strichen markiert (A). Dargestellt sind 600-fache
VergréRBerungen (A-C) und 1500-VergroRerungen der in A-C blau umrandeten Rechtecke (D-F), die mittels
CLSM aufgenommen wurden. Die EGFP-Signale wurden durch Lambda-Scans verifiziert. Diese Abbildung
wurde aus Hoéwing et al., 2014 (s. 7.2.) entnommen.
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2.2.5. Dreidimensionale Signal-Rekonstruktion des Pro-Enzyms von AtCEP1:

Akkumulation um die Callose-Einkapselungen des haustorialen Komplexes und in

der Callose-Einkapselung wahrend der spaten Interaktion mit E. cruciferarum

Das EGFP-Signal des Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL wird nun
mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane) dreidimensional rekonstruiert. Hierzu wird die
Aufnahme aus Abbildung 10 verwendet (Abb. 11A).

Das EGFP-Signal des Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL ist im
gesamten Netzwerk des ER einer Epidermiszelle, die erfolgreich vom biotrophen

Pathogen E. cruciferarum penetriert worden ist, lokalisiert, was an den typischen
kortikalen netzartigen Strukturen erkennbar ist (Abb. 11A, B). Darliber hinaus ist das
Pro-Enzym von AtCEP1 sowohl an der Zelloberflache als auch weiter im Zellinneren um
die gebildeten Haustorien akkumuliert (Abb. 11B).

Der Eindruck, dass die Haustorien 1 und 3 im Zellinneren vollstandig von EGFP-Signalen
des Pro-AtCEP1 umgeben sind, ist artifiziell, da diese bei der verwendeten Aufnahme in
der tiefsten Scan-Ebene noch nicht vollstandig erfasst sind. Die Imaris Software (Bitplane)
erweitert automatisch aufgrund der starken EGFP-Signale die tiefste Scan-Ebene im
Zellinneren mit kinstlichem EGFP-Signalen. Aus diesem Grund erscheinen die Flachen
der EGFP-Signale um die Haustorien 1 und 3 im Zellinneren glatt (Abb. 11B, C Blick von
unten auf Haustorium 3: Asterisk). Im Gegensatz dazu ist das EGFP-Signal um das
Haustorium 2 in der tiefsten Scan-Ebene im Zellinneren vollstdndig erfasst und nicht
mittels Imaris Software (Bitplane) durch kiinstliche EGFP-Signale erweitert worden. Dies
ist daran zu erkennen, dass die Flache des EGFP-Signals um Haustorium 2 im Zellinneren
nicht glatt, sondern eine unebe und wellige Struktur aufweist (Abb. 11B, C Blick von unten
auf Haustorium 2: Pfeilspitze).

Nach Aufschneiden des 3D-rekonstruierten EGFP-Signals, das das Haustorium 2
vollstandig umgibt, ist im Inneren ebenfalls ein 3D-rekonstruiertes EGFP-Signal des
Pro-Enzyms von AtCEP1 zu erkennen (Abb. 11D Pfeilspitze). Es ist eine distinkte
Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1, die vom Zellinneren und nicht von der
Zelloberflache ausgeht, erkennbar. Diese konzentriert sich zudem mittig vom Zellinneren
aus und ahnelt einer Einstulpung.

Es kann keine Aussage daruber getatigt werden, ob die Akkumulation des Pro-Enzyms
von AtCEP1 beispielsweise aul3erhalb der Callose-Einkapselung, die den haustorialen
Komplex umgibt, oder zwischen der Callose-Einkapselung und dem haustorialen Komplex

lokalisiert ist.
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Abbildung 11: Dreidimensionale Rekonstruktion des Pro-Enzyms von AtCEP1 in einer Epidermiszelle
wahrend der spaten Interaktion mit E. cruciferarum. (A, B) Akkumulation des Pro-Enzym von AtCEP1
im gesamten Netzwerk des ER (s. Abb. 10). (B) Das Pro-Enzym von AtCEP1 ist sowohl an der
Zelloberflache als auch weiter im Zellinneren um die gebildeten Haustorien akkumuliert. (C, Blick von
unten) Haustorium 2 zeigt im Zellinneren eine wellige Struktur (Pfeilspitze) des EGFP-Signals von Pro-
AtCEP1, das dieses umgibt. Somit ist diese Scan-Ebene nicht durch kiinstliche EFGP-Signale erweitert
worden, was bedeutet, dass das EGFP-Signal von Pro-AtCEP1 das Haustorium 2 im Zellinneren
vollstandig umschlief3t. Im Gegensatz dazu ist die Flache des EGFP-Signals von Pro-AtCEP1, das das
Haustorium 3 umgibt, glatt (Asterisk). Somit ist diese Scan-Ebene durch kiinstliche EFGP-Signale
erweitert worden. (D, Pfeilspitze) Im Inneren des EGFP-Signals ist mittig eine distinkte Akkumulation
des Pro-Enzyms von AtCEP1 erkennbar, die einer Einstlilpung &hnelt. Fir die dreidimensionale
Rekonstruktion des EGFP-Signals des Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL wird die
Software Imaris (Bitplane) verwendet. Hierzu wird die Aufnahme aus Abbildung 10 analysiert. Fur diese sind
Rosettenblatter von homozygoten atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen Reporterkonstrukt fiir
AtCEP1  (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden und vergleichbar mit
Col-0 Pflanzen sind, am Zeitpunkt 12 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum am CLSM analysiert worden.
Dargestellt ist eine 600-fache VergréRerung (A). Der weil3 umrandete Ausschnitt (A) mit den drei nummerierten
Haustorien wurde dreidimensional rekonstruiert. Zusétzlich wurde dieser mit der Software Imaris (Bitplane)
auf eine ca. 1500 fache VergrofRerung eingestellt (B). Die Blickrichtung ist im Gegensatz von oben auf die
Zelloberflache in (A) nun von schrag unten aus dem Zellinneren in (B). Diese dreidimensionale Rekonstruktion
wurde am Haustorium Nummer 2 aufgeschnitten (schréage weif3e Linie in B markiert Schnittflache) und mit
Blickrichtung von rechts schrag unten dargestellt (Pfeil zeigt Blickrichtung an) (D). Zusétzlich wurde sie mit der
Software Imaris (Bitplane) auf eine ca. 4800 fache VergréRerung eingestellt. (C) Blick von unten aus dem
Zellinneren auf Haustorium 2 und 3 mit einer 3800 fachen VergroRerung.
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Zur weiteren Analyse der Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1 werden erneut
Rosettenblatter von homozygoten atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert
wurden und vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind, am Zeitpunkt 11 dpi mit E. cruciferarum
am CLSM mikroskopiert. Diese infizierten Rosettenblatter werden vor dem Mikroskopieren
mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff Methylblau inkubiert, um die Callose-
angereicherten Einkapselungen, die die haustorialen Komplexe des echten Mehltaupilzes
umschlieRen, detektieren zu kdnnen. Die Aufnahme, die am CLSM getétigt wurde, wird
daraufhin mit Hilfe der Imaris Software (Bitplane) dreidimensional rekonstruiert. Dartiber
hinaus wird darauf geachtet, dass die hdchste Scan-Ebene Uber dem Beginn des
haustorialen Komplexes an der Zelloberflache und die tiefste Scan-Ebene nach dem Ende
des haustorialen Komplexes im Zellinneren liegt, sodass die gesamte Struktur des
haustorialen Komplexes und dessen Callose-Einkapselung vollstandig dreidimensional
erfasst wird.

Man erkennt deutlich, dass das EGFP-Signal (Abb. 12 griin) des Pro-Enzyms von AtCEP1
im Zellinneren um die Callose-Einkapselung (Abb.12 blau), die den haustorialen Komplex
umschliel3t, lokalisiert ist (Abb. 12). Bei dieser Callose-Einkapselung scheint an der
Zelloberflache kein Pro-AtCEP1 zu akkumulieren (Abb. 12A und B Pfeilspitzen). Auch im
Zellinneren ist an der Oberflache der Callose-Umhiillung des eingekapselten haustorialen
Komplexes kein Pro-Enzym von AtCEP1 detektierbar (Abb. 12C, Blick von unten). Somit
ist das Pro-Enzym von AtCEP1 ausschlief3lich seitlich im Zellinneren um die Callose-
Einkapselung lokalisiert und umgibt diese nicht vollstandig.

Diese vollstdndige dreidimensionale Rekonstruktion wird mit Blickrichtung von der
Zelloberflache aus aufgeschnitten (Abb. 12B weil3e Linie). Das Pro-Enzym von AtCEP1
akkumuliert zusatzlich innerhalb der Callose-Einkapselung (Abb. 12D-F). Diese
Akkumulation ist nicht uniform innerhalb der Einkapselung lokalisiert, sondern
hauptsachlich an der Stelle, an der unten in der Callose-Umhiillung eine deutliche Offnung
vom Zellinneren aus erkennbar ist (Abb. 12C und D Pfeilspitzen). Es kann nicht festgestellt
werden, ob diese Akkumulation von Pro-AtCEP1 ausschlief3lich zwischen der Callose-
Einkapselung und dem haustorialen Komplex oder zuséatzlich innerhalb des haustorialen
Komplexes lokalisiert ist.

Des Weiteren ist das Pro-Enzym von AtCEP1 nicht nur seitlich um die Callose-
Einkapselung lokalisiert, sondern scheint auch seitlich von auflen die Callose-

Einkapselung zu durchdringen (Abb. 12D Pfeile).
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Abbildung 12: Dreidimensionale Rekonstruktion des Pro-Enzyms von AtCEP1 (grin) und der Callose-
Einkapselung (blau) in einer Epidermiszelle wahrend der spaten Interaktion mit E. cruciferarum.

(A-C) Akkumulation des Pro-Enzym von AtCEP1 seitlich im Zellinneren um die Callose-Einkapselung.
An der Zelloberflache (A, B Pfeilspitzen) und im Zellinneren an der Oberflache der Callose-
Einkapselung (C, Blick von unten) ist kein Pro-Enzym von AtCEP1 exprimiert. (D-F) Das Pro-Enzym
von AtCEP1 akkumuliert zusétzlich innerhalb der Callose-Einkapselung vorwiegend an der Stelle, an
der unten in der Callose-Umhillung eine deutliche Offnung vom Zellinneren aus erkennbar ist (C, D
Pfeilspitzen). Daruber hinaus scheint das Pro-Enzym von AtCEP1 auch seitlich von auf3en die Callose-
Einkapselung zu durchdringen (D Pfeile). Fir die dreidimensionale Rekonstruktion des EGFP-Signals des
Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL wird die Software Imaris (Bitplane) verwendet. Fir
diese sind Rosettenblatter von homozygoten atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert wurden und
vergleichbar mit Col-0 Pflanzen sind, am Zeitpunkt 11 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum am CLSM
analysiert worden. Diese werden vor dem Mikroskopieren mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff Methylblau
inkubiert, um die Callose-angereicherten Umhiillungen der Haustorien des echten Mehltaupilzes detektieren
zu kdnnen. Darlber hinaus wird darauf geachtet, dass die hdchste Scan-Ebene lber dem Beginn des
haustorialen Komplexes an der Zelloberflache und die tiefste Scan-Ebene nach dem Ende des haustorialen
Komplexes im Zellinneren liegt, sodass die gesamte Struktur des haustorialen Komplexes und dessen
Callose-Einkapselung vollstandig dreidimensional erfasst wird. A: Blickrichtung von oben auf die
Zelloberflache; B: Blickrichtung von schrag oben auf die Zelloberflache; C: Blickrichtung von unten aus dem
Zellinneren. Diese vollstéandige dreidimensionale Rekonstruktion wird zusatzlich mit Blickrichtung von der
Zelloberflache aus aufgeschnitten (B: wei3e Linie) dargestellt. D: Blickrichtung von oben in die Callose-
Einkapselung; E: Blickrichtung von schrag oben in die Callose-Einkapselung; F: Blickrichtung seitlich auf die
Callose-Einkapselung. Die Aufnahme wurde am CLSM mit einer 600-fachen VergréRerung getéatigt und mit
Hilfe der Software Imaris (Bitplane) auf eine ca. 3000 fache VergréRerung eingestellt.
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2.2.6. Der Einfach-Verlust von AtCEP1 fuhrt zu einer Reduktion des epidermalen

Zelltods und gleichzeitig zu einer Zunahme an gebildeten Haustorien in der

Interaktion mit E. cruciferarum

Abbildung 13: Das Fehlen von AtCEP1 bewirkt, dass homozygote atcepl ko Pflanzen (D-F) am
Zeitpunkt 5 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum keine toten Epidermiszellen (gelbe Pfeile) und
mehr gebildete Haustorien (weiRe Pfeile) im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (A-C) aufweisen.
Dargestellt sind 200-fache Vergrol3erungen von jeweils einem reprasentativen Rosettenblatt von atcepl ko
und von Col-0, das sowohl mit dem rot fluoreszierenden ,wheat germ agglutinin“ (B,E) als auch mit dem blau
fluoreszierenden Methylblau gefarbt wurde (C,F). Das Lektin ,wheat germ agglutinin® farbt das Chitin des
echten Mehltaupilzes und der Farbstoff Methylblau detektiert Callose-angereicherte Strukturen, wie
beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von E. cruciferarum (weil3e Pfeile).
Daruiber hinaus werden ganze Zellen geférbt, die im Zuge eines epidermalen Zelltods am Sterben oder bereits
gestorben sind (gelbe Pfeile). (A) und (D) sind mikroskopische ,brightfield“ Aufnahmen. Alle Aufnahmen
wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop getétigt. Diese Abbildung wurde aus Hoéwing et al., 2014 (s. 7.2.)
entnommen.

Die makroskopische visuelle Auswertung der gesamten Pflanze der homozygoten
atcepl ko und von Col-0 Wildtyppflanzen zeigt den Pathogenese-Phanotyp der Super-
Suszeptibilitat gegentber E. cruciferarum bei Einfach-Verlust von AtCEP1 (s. Abb. 8).
Somit kann eine Rolle von AtCEP1 in der Beeintrachtigung der Entwicklung des
biotrophen Pathogens E. cruciferarum suggeriert werden. Um den Pathogenese-

Phéanotyp bei Einfach-Verlust von AtCEP1 mikroskopisch analysieren zu kdnnen, werden
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Rosettenblatter von atcepl ko Pflanzen und von Col-0 Wildtyppflanzen am Zeitpunkt 5 dpi
sowohl mit dem rot fluoreszierenden ,wheat germ agglutinin“ als auch mit dem blau
fluoreszierenden Methylblau gefarbt. Das Lektin ,wheat germ agglutinin® farbt das Chitin
des echten Mehltaupilzes und der Farbstoff Methylblau detektiert Callose-angereicherte
Strukturen, wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von
E. cruciferarum. Darliber hinaus werden ganze Zellen geféarbt, die im Zuge eines
epidermalen Zelltods am Sterben oder bereits gestorben sind.

Die homozygoten atcepl ko Pflanzen (Abb. 13D-F) zeigen am Zeitpunkt 5 dpi keine toten
Epidermiszellen (gelbe Pfeile) und mehr gebildete Haustorien (wei3e Pfeile) als Col-0
Wildtyppflanzen (Abb. 13A-C).

Bei der quantitativen Auswertung der Zelltod-Ereignisse erkennt man, dass homozygote
atcepl ko Pflanzen mit 7 toten Zellen signifikant weniger tote Epidermiszellen pro Kolonie
des echten Mehltaupilzes als Pflanzen des Wildtyps Col-0 mit durchschnittlich 19 toten
Zellen aufweisen (Abb. 14 cell death). Im Gegensatz dazu bestehen die Kolonien des
echten Mehltaupilzes auf homozygoten atcepl ko Pflanzen aus durchschnittlich
37 gebildeten Haustorien. Dies ist signifikant mehr als auf Col-0 Wildtyppflanzen, auf
denen die Kolonien von E. cruciferarum durchschnittlich 24 gebildete Haustorien enthalten
(Abb. 14 haustoria). Die durchschnittliche Anzahl der Zellwand-verstarkenden Papillen
ohne sichtbare gebildete Haustorien ist bei homozygoten atcepl ko Pflanzen mit 15 und

bei Col-0 Wildtyppflanzen mit 17 nicht signifikant verschieden (Abb. 14 papillae).
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Abbildung 14: Signifikante Reduktion des epidermalen Zelltods und gleichzeitige Zunahme an
gebildeten Haustorien pro Kolonie des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblattern von homozygoten
atcepl ko Pflanzen (rot) im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (blau) 5 Tage nach Inokulation mit
E. cruciferarum. Der Stichprobenumfang umfasst 54 Kolonien von E. cruciferarum auf jeweils 3
Rosettenbléattern pro Genotyp. Die S&ulen reprasentieren die durchschnittliche Anzahl an epidermalen Zelltod-
Ereignissen (cell death), an gebildeten Haustorien (haustoria) und an Papillen (papillae) pro Kolonie des
echten Mehltaupilzes. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. Saulen, die mit ***
bezeichnet sind, weisen entsprechend dem zweiseitigen Student's t-Test (p < 0.001) auf statistisch signifikant
unterschiedliche Gruppen hin. Die Ergebnisse wurden in einem zweiten unabh&ngigen Experiment mit 48
Kolonien von E. cruciferarum auf jeweils 3 Rosettenblattern pro Genotyp bestatigt (biologisches Replikat).
Diese Abbildung wurde aus Hoéwing et al., 2014 (s. 7.2.) entnommen.
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2.2.7. Deregulation der Expression von Pathogenese-assoziierten Stress-Genen
PR1 und PDF1.2 bei Einfach-Verlust von AtCEP1
Der Einfach-Verlust von AtCEP1 fihrt am Zeitpunkt 5 dpi zu einer signifikanten Reduktion

des epidermalen Zelltods und zu einer gleichzeitigen signifikanten Zunahme an gebildeten
Haustorien auf Rosettenblattern der homozygoten atcepl ko. Dagegen kann bei 1 dpi kein
Unterschied in der Entwicklung des echten Mehltaupilzes auf Rosettenbléattern zwischen
der homozygoten atcepl ko und Col-0 Wildtyppflanzen festgestellt werden (nicht
dargestellt). Es wird Gberpriift, wie die Pathogenese-assoziierten Stress-Gene PR1 und
PDF1.2 (Reymond und Farmer, 1998) in homozygoten atcepl ko Pflanzen gegeniber
Col-0 Wildtyppflanzen exprimiert sind. Die Expressionen werden 12 Stunden nach
Inokulation (hours past inoculation, hpi), 1, 2, 3 und 5 mit E. cruciferarum mittels gRT-PCR
analysiert, wobei das Expressionslevel gegen das ,housekeeping“ Gen ACT8 normalisiert
und das Expressionslevel im Wildtyp Col-0 gleich 1 gesetzt wird.

Die Expression von PR1 nimmt in Col-0 Wildtyppflanzen am Zeitpunkt 3 dpi leicht und am
Zeitpunkt 5 dpi stark zu. In homozygoten atcepl ko Pflanzen steigt die Expression von
PR1 beim Zeitpunkt 2 dpi an und nimmt beim Zeitpunkt 3 dpi wieder ab. Am Zeitpunkt
5 dpi steigt die Expression von PR1 wiederum, aber nur etwa zur Halfte gegenlber der
Expression von PR1 in Col-0 Pflanzen (Abb. 15 links). Dies stimmt mit der Abnahme des
epidermalen Zelltods zu diesem Zeitpunkt Uberein (s. Abb. 14).

Im Gegensatz dazu ist die Expression von PDF1.2 in homozygoten atcepl ko Pflanzen an
den Zeitpunkten 12 hpi und 1 dpi starker als in Col-0 Wildtyppflanzen. An den Zeitpunkten
2 dpi, 3 dpi und 5 dpi ist die Expression von PDF1.2 in homozygoten atcepl ko Pflanzen
und Col-0 Wildtyppflanzen ahnlich gering (Abb. 15 rechts).

Somit ist die Expression der PR Gene PR1 und PDF1.2 bei Verlust von AtCEP1
dereguliert.
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Abbildung 15: Deregulation der Expression von Pathogenese-assoziierten Stress-Genen PR1 und
PDF1.2 in homozygoten atcepl ko Pflanzen gegenuiber Col-0 Wildtyppflanzen. Die Genexpression wird
12 hpi, 1, 2, 3 und 5 dpi mit E. cruciferarum mittels gRT-PCR analysiert. Hierzu werden genspezifische Primer
fur PR1 und PDF1.2 verwendet. Das Expressionslevel wird gegen das ,housekeeping“ Gen ACT8 normalisiert
und das Expressionslevel wird im Wildtyp Col-0 gleich 1 gesetzt. Die Saulen reprasentieren das
durchschnittliche Expressionslevel aus zwei technischen Replikaten und dieses ist oberhalb der Saulen
angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken den Standardfehler. Die Ergebnisse wurden in drei
weiteren unabhangigen Experimenten mit unabhéngigen Inokulationen reproduziert (biologische Replika).
Diese Abbildung wurde aus Howing et al., 2014 (s. 7.2.) entnommen.
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2.3. Beteiligung von AtCEP im vom echten Mehltaupilz induzierten und

AtCPR5-kontrollierten Programmierten Zelltod

e . 1cm

atcep2 atcep1 atcep_triple-ko/kd

Abbildung 16: Ubersicht der Krankheitssymptome auf der gesamten Pflanze, die durch den biotrophen
Ascomycet Erysiphe cruciferarum verursacht worden sind. Col-0 Wildtyppflanzen (A) und atcep2 ko
Pflanzen (D) zeigen die gleiche Suszeptibilitdt gegentber E. cruciferarum. Pflanzen der atcepl ko (E),
atcep_triple-ko/kd (F), atcep3 ko (nicht dargestellt) und atcep3 x atcepl ko (hicht dargestellt) zeigen
den gleichen Pathogenese-Phanotyp der erhdhten Super-Suszeptibilitat gegentiber E. cruciferarum im
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Im Gegensatz dazu sind die Pflanzen der atcpr5 Mutante (B) und
der Doppelmutante atcepl x atcpr5 (C) konstitutiv resistent gegeniiber E. cruciferarum. Die gezeigten
Pflanzen sind im Alter von ca. 5 Wochen mit E. cruciferarum inokuliert worden und wurden 11 Tage nach
Inokulation fotografiert. Besonders zu beachten ist der Zwergwuchs der Pflanzen der atcpr5 Mutante (B) und
der Doppelmutante atcepl x atcpr5 (s. Maf3stab) sowie deren nekrotische Lasionen (weil3e Pfeilspitzen).

2.3.1. AtCEP1 und AtCEP3 besitzen eine ahnliche Funktion in der Beeintrachtigung

der Entwicklung des biotrophen Pathogens E. cruciferarum

Die makroskopische visuelle Auswertung der gesamten Pflanze von homozygoten
atcepl ko zeigt den Pathogenese-Phanotyp der erhdhten Suszeptibilitit gegenuber
E. cruciferarum im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (s. Kap. 2.1.2.).

Um einen Effekt von AtCEP3 auf die basale Resistenz gegeniber E. cruciferarum zu
analysieren, werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcep3 ko und der
homozygoten atcep3 x atcepl ko mit Konidien des biotrophen Ascomyceten
E. cruciferarum inokuliert. Zum Vergleich werden suszeptible Col-0 Wildtyppflanzen und
super-suszeptible homozygote atcepl ko Pflanzen ebenfalls inokuliert. Bei der Inokulation

wird darauf geachtet, dass die Pflanzen mit einer geringen Konidien-Dichte von
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ca. 5-7 Konidien pro mmgz inokuliert werden, um einen guantitativen
Pathogenese-Phéanotyp erkennen zu kdnnen. Die Befallsdichte mit E. cruciferarum wird
bei den jeweiligen vier Genotypen an den Zeitpunkten 9, 11 und 13 dpi durch visuelle
Auswertung der gesamten Pflanze durchgefiihrt. Die befallenen Pflanzen werden in drei
Kategorien der Suszeptibilitat eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit

E. cruciferarum befallener Blattflache (Abb. 8A).

9 dpi Abbildung 17: Vergleich der Befallsdichte mit
100% 1 E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-0,
90% atcepl ko, atcep3 ko und atcep3 x atcepl ko nach
80% Inokulation mit Konidien des biotrophen
70% 1 Ascomyceten E. cruciferarum 9, 11 und 13dpi.
60% * Pflanzen der atcep3 ko und atcep3 x atcepl ko zeigen
50% 1 eindeutig ab dem Zeitpunkt 11 dpi den Pathogenese-
40% 1 Phanotyp einer erhdhten Suszeptibilitdt gegeniber
30% 1~ dem biotrophen Pathogen E. cruciferarum. lhre
20% 1 Super-Suszeptibilitat ist identisch mit der Super-
1°:/°'" Suszeptibilitat von atcepl ko Pflanzen im Vergleich

sk v S ——— zu Col-0 Wildtyppflanzen. Die befallenen Blatter werden
atcep1 in drei Kategorien der Suszeptibilitdt eingeteilt: weniger
als 30 % (grun), 30-60 % (blau) und mehr als 60 % (rot)

11 dpi mit E. cruciferarum befallener Blattflache (s. Abb. 8A). Die
100% Sé&ulen reprasentieren den durchschnittlichen Befall mit
90% E. cruciferarum der Pflanzen der jeweiligen Genotypen
80% 1- aus sieben Experimenten mit voneinander unabhangigen
70% 1 Inokulationen, wobei jedes Experiment aus fiinf Pflanzen
60% 1 je Genotyp besteht. Unterschiedliche Buchstaben
50% 1 oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA-
40% 1 und Duncan Test (p <0.05) auf statistisch signifikant
30% 1 unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben
20% 1 dagegen zeigen entsprechend dem ANOVA- und Duncan
iy Test (p > 0.05) statistisch nicht signifikant verschiedene

0% Gruppen.
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Am Zeitpunkt 9 dpi ist zu erkennen, dass atcep3 ko und atcep3 x atcepl ko signifikant
weniger Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache als Col-0
aufweisen. Damit Ubereinstimmend zeigen atcep3 ko und atcep3 x atcepl ko zusatzlich
signifikant mehr Pflanzen mit mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache als
Col-0. Gegenuber atcepl ko sind beide Genotypen nicht signifikant unterschiedlich. Bei

der Kategorie 30-60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache gibt es keinen
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signifikanten Unterschied in der Suszeptibilitdt gegentber E. cruciferarum zwischen
Pflanzen der atcep3 ko, atcep3 x atcepl ko, atcepl ko und Col-0 (Abb. 17 oben).

An den Zeitpunkten 11 und 13 dpi zeigt sich eindeutig der Pathogenese-Phanotyp der
erhdhten Suszeptibilitat gegenlber E. cruciferarum von homozygoten Pflanzen der
atcep3 ko und atcep3 x atcepl ko im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. atcep3 ko und
atcep3 x atcepl ko weisen einerseits in der Kategorie 30-60 % mit E. cruciferarum
befallener Blattflache signifikant weniger Pflanzen im Vergleich zu Col-0 auf. Andererseits
besitzen beide Genotypen in der Kategorie mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener
Blattflache signifikant mehr Pflanzen als Col-0 (Abb. 17 Mitte und unten).

Gegentber atcepl ko sind beide Genotypen in den Kategorien 30-60 % und mehr als
60 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache nicht signifikant unterschiedlich. Somit sind
atcep3 ko Pflanzen und atcep3 x atcepl ko Pflanzen gleich super-suszeptibel wie
Pflanzen der atcepl ko. Dies bedeutet, dass es keinen Unterschied im Pathogenese-
Phanotyp der erhdhten Suszeptibilitdt gegentber E. cruciferarum zwischen dem Einfach-
Verlust von AtCEP1, dem Einfach-Verlust von AtCEP3 sowie dem Doppel-Verlust von
AtCEP1 und AtCEP3 gibt. Demzufolge ist der Pathogenese-Phéanotyp der jeweiligen
Single-Mutanten atcepl ko und atcep3 ko nicht additiv (Abb. 17).

Fur die mikroskopische Analyse werden Rosettenbléatter von Pflanzen der atcep3 ko und
atcep3 x atcepl ko am Zeitpunkt 6 dpi mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff Methylblau
inkubiert. Da die homozygoten atcepl ko Pflanzen im Vergleich zu Col-0 eine signifikante
Reduktion des epidermalen Zelltods und der gebildeten Haustorien pro Kolonie des echten
Mehltaupilzes zeigen (s. Kap. 2.2.6.), werden zum Vergleich Rosettenblatter von Col-0
Wildtyppflanzen und von homozygoten atcepl ko Pflanzen ebenfalls 6 dpi mit Methylblau
gefarbt (s. Kap. 2.2.6.). Der Farbstoff Methylblau detektiert Callose-angereicherte
Strukturen, wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von
E. cruciferarum. Darlber hinaus werden Zellen, die beispielsweise im Zuge eines
epidermalen PCD am Sterben oder bereits gestorben sind, vollstandig gefarbt (s. Abb.13C
und F).
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Abbildung 18: Signifikante Reduktion des epidermalen Zelltods pro Kolonie des echten Mehltaupilzes
auf Rosettenblattern von homozygoten Pflanzen der atceplko (blau), atcep3 ko (rot) und
atcep3 x atcepl ko (lila) im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (griin) 6 Tage nach Inokulation mit
E. cruciferarum. Der epidermale Zelltod in atcep3 x atcepl ko scheint unabhéngig von AtCEP1 und
AtCEP3 stattzufinden. Der Stichprobenumfang fur jeden Genotyp umfasst 42 Kolonien von E. cruciferarum,
die auf jeweils 2 Rosettenblattern pro Genotyp ausgewertet wurden. Die Ergebnisse wurden in einem weiteren
unabhéangigen Experiment mit dem gleichen Stichprobenumfang mit einer unabhéngigen Inokulation bestatigt
(Biologisches Replikat). Die Saulen reprasentieren die durchschnittliche Anzahl an epidermalen Zelltod (cell
death), an gebildeten Haustorien (haustoria) und an Papillen (papillae) pro Kolonie des echten Mehltaupilzes.
Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der
Séulen weisen entsprechend dem zweiseitigen Student's t-Test (p <0.001) auf statistisch signifikant
unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend dem zweiseitigen
Student's t-Test (p > 0.001) statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen.

Der epidermale Zelltod ist in homozygoten Pflanzen der atcepl ko, atcep3 ko und
atcep3 x atcepl ko im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen supprimiert. Die drei Genotypen
zeigen mit ca. 5-6 toten Zellen signifikant weniger tote Epidermiszellen pro Kolonie des
echten Mehltaupilzes als Col-0 mit durchschnittlich 13 toten Zellen (Abb. 18 cell death).
Die Suppression des epidermalen Zelltods ist allerdings in homozygoten atcep3 ko
Pflanzen nicht gleichzeitig mit mehr gebildeten Haustorien pro Kolonie von E. cruciferarum
verbunden, wie es bei den homozygoten Pflanzen der atcepl ko im Vergleich zu Col-0 der
Fall ist. Die Kolonien des echten Mehltaupilzes auf homozygoten atcep3 ko Pflanzen
bestehen aus durchschnittlich 25 gebildeten Haustorien und sind somit nicht signifikant
verschieden zu der Anzahl an 25 gebildeten Haustorien auf Col-0. Im Gegensatz dazu
weisen atcepl ko Pflanzen mit durchschnittlich 32 signifikant mehr gebildete Haustorien
pro Kolonie des echten Mehltaupilzes auf. Die Kolonien von E. cruciferarum der
homozygoten atcep3 x atcepl ko Pflanzen bestehen aus durchschnittlich 23 gebildeten
Haustorien (Abb. 18 haustoria).

Die durchschnittliche Anzahl der Papillen ohne sichtbare gebildete Haustorien ist bei allen
vier untersuchten Genotypen mit 13 nicht signifikant verschieden (Abb. 18 papillae).
Somit kann als Fazit fir die mikroskopische Analyse festgehalten werden, dass sowonhl
AtCEPL1 als auch AtCEP3 fir den epidermalen Zelltod, der durch E. cruciferarum induziert

wird, verantwortlich sind.
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2.3.2. AtCEP2 besitzt keine Funktion in der Pathogen-Abwehr gegeniber dem

biotrophen Ascomycet E. cruciferarum

Nun wird Uberpruft, ob auch der Einfach-Verlust von AtCEP2 den Pathogenese-Phanotyp
der erhbhten Suszeptibilitat gegeniber E. cruciferarum im Vergleich zu Col-0 bewirkt.
Hierflr werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcep2 ko und zum Vergleich
suszeptible Col-0 Wildtyppflanzen und super-suszeptible homozygote atcepl ko Pflanzen
mit Konidien des biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert. Bei der Inokulation
wird darauf geachtet, dass die Pflanzen mit einer geringen Konidien-Dichte von
ca. 5-7 Konidien pro mm?2 inokuliert werden, um einen quantitativen Pathogenese-
Phéanotyp erkennen zu konnen. Die Befallsdichte mit E. cruciferarum wird bei den
jeweiligen drei Genotypen an den Zeitpunkten 9, 11 und 13 dpi durch visuelle Auswertung
der gesamten Pflanze durchgefihrt. Die befallenen Pflanzen werden in drei Kategorien
der Suszeptibilitat eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60% und mehr als 60 % mit
E. cruciferarum befallener Blattflache (Abb. 8A).

9 dpi Abbildung 19: Vergleich der Befallsdichte mit E. cruciferarum
100% der gesamten Pflanze von Col-0, atcepl ko und atcep2 ko
90% nach Inokulation mit Konidien des biotrophen Ascomyceten
80% E. cruciferarum 9, 11 und 13 dpi. Pflanzen der atcep2 ko
70%{—a B = zeigen dieselbe Suszeptibilitdt wie Col-0 Wildtyppflanzen
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gegenuber E.cruciferarum und keine erhéhte Super-
Suszeptibilitdt wie atcepl ko Pflanzen. Die befallenen Blatter
werden in drei Kategorien der Suszeptibilitat eingeteilt: weniger als
30 % (grin), 30-60% (blau) und mehr als 60 % (rot) mit
E. cruciferarum befallener Blattflache (s. Abb. 8A). Die Saulen
reprasentieren den durchschnittlichen Befall mit E. cruciferarum
der Pflanzen der jeweiligen Genotypen aus sechs Experimenten
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An allen drei Zeitpunkten 9, 11 und 13 dpi ist zu erkennen, dass Pflanzen der
homozygoten atcep2 ko in allen drei Kategorien der Suszeptibilitat nicht signifikant
verschieden zu Col-0 Wildtyppflanzen sind (Abb. 19). Die homozygoten atcepl ko
Pflanzen weisen dagegen die bereits beschriebene Super-Suszeptibilitat gegentber
E. cruciferarum auf (Abb. 19; s. Abb. 8). Somit zeigen die Pflanzen der homozygoten
atcep2 ko die gleiche Suszeptibilitat gegentber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen
und keine erh6hte Super-Suszeptibilitdt wie homozygote atcepl ko Pflanzen (s. Abb. 16).
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2.3.3. AtCEP Proteasen scheinen in der Beeintrachtigung der Entwicklung des

biotrophen Pathogens E. cruciferarum zueinander nicht funktionell redundant zu

wirken

AbschlieRen bleibt zu klaren, ob die drei AtCEP Proteasen in der Beeintrachtigung der
Entwicklung des biotrophen Pathogens E. cruciferarum zueinander funktional redundant
wirken. Dies wirde mit einer Triple-Mutante atcep_triple-ko beantwortet werden kdnnen.
Eine Triple-Mutante atcep_triple-ko mit Insertionen in allen drei AtCEP Genen ist kaum
durch Kreuzung zu generieren, da AtCEP2 und AtCEP3 ,in tandem® auf Chromosom 3
liegen. Aus diesem Grund wurde die homozygote atcep3 x atcepl ko mit
AtCEP2-RNAI-Konstrukten transformiert. Aus dieser Transformation erhielt man zwei
homozygote atcep_triple-ko/kd Linien mit einer AtCEP2-Expression von 0.5 % (Linie 2.21)
und 2 % (Linie 3.14) (s. Kap. 2.1.3.).

Es werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und
Linie 3.14 sowie zum Vergleich suszeptible Col-0 Wildtyppflanzen und super-suszeptible
homozygote atcepl ko Pflanzen mit Konidien des biotrophen Ascomyceten
E. cruciferarum inokuliert. Bei der Inokulation wird darauf geachtet, dass die Pflanzen mit
einer geringen Konidien-Dichte von ca. 5-7 Konidien pro mmz inokuliert werden, um einen
guantitativen Pathogenese-Phanotyp erkennen zu kodnnen. Die Befallsdichte mit
E. cruciferarum wird bei den jeweiligen vier Genotypen an den Zeitpunkten 9, 11 und
13 dpi durch visuelle Auswertung der gesamten Pflanze durchgefiihrt. Die befallenen
Pflanzen werden in drei Kategorien der Suszeptibilitat eingeteilt: weniger als 30 %,
30-60 % und mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener Blattfliche (Abb. 8A).

An allen drei Zeitpunkten 9, 11 und 13 dpi ist zu erkennen, dass Pflanzen der
homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 in allen drei Kategorien der
Suszeptibilitdt nicht signifikant verschieden zu homozygoten atcepl ko Pflanzen sind
(Abb. 20). Dies bedeutet, dass ein zusatzlicher ,Knockdown“ von AtCEP2 neben dem
Knockout von AtCEP3 in der atcep_triple-ko/kd dieselbe Super-Suszeptibilitat wie
atcepl ko Pflanzen und jedoch keine noch erweiterte Super-Suszeptibilitdét gegentber
E. cruciferarum bewirkt (s. Abb. 16). Somit scheinen die drei AtCEP Proteasen in der
Beeintrachtigung der Entwicklung des biotrophen Pathogens E. cruciferarum zueinander

nicht funktional redundant zu wirken.
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2.3.4. Die spezifische Hochrequlierung der Promotoraktivitdt von AtCEP1 in einer

atcprb5 Mutante ist zeitlich und rdumlich direkt mit dem Auftreten von sichtbaren

nekrotischen Blattlasionen und dem damit verbundenen PCD assoziiert

Die Genexpressions-Daten der Arabidopsis Mutante atcpr5 (GEO accession GSE5745)
aus der Datenbank fir Genexpressionen (Genevestigator: Zimmermann et al., 2004),
zeigen eine signifikante Hochregulierung des AtCEP1 Transkripts in zwei Wochen alten
atcpr5 Mutanten im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Die analysierte atcpr5-2 Mutante
(NASC stock code N3770) besitzt im vierten Exon eine Punktmutation, die zu einem
Stopcodon fuhrt (Trp477stop) (Boch et al., 1998; Bowling et al., 1994). Diese atcprb-2
Punktmutante wird im folgenden Text als atcpr5 Mutante bezeichnet.

Es werden die Genexpressionen von AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 in 7 Tage (days, d)
alten Keimlingen und in Rosettenblattern von 20 d alten Pflanzen der homozygoten atcprb
Mutante mittels qRT-PCR quantifiziert. Grundsétzlich sind bei 7 d alten Keimlingen die
verfrihte Kotyledonen-Seneszenz, aber mit bloBem Auge keine nekrotischen
Blattlasionen auf jungen Priméarblattern zu erkennen. Auf Rosettenblattern von 20 d alten
Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante hingegen sind mit bloRem Auge nekrotische
Blattlasionen sichtbar.

7 d alte Keimlinge der atcpr5 Mutante weisen im Vergleich zu Col-0 keine Hochregulierung
von AtCEP1 auf (Abb. 21A links). Im Gegensatz dazu ist in Rosettenblattern von 20 d alten
atcpr5 Mutanten, bei denen nekrotische Lasionen sichtbar sind, eine fast 10-fache
Hochregulierung des AtCEP1 Transkripts verglichen mit Col-0 Wildtyppflanzen vorhanden
(Abb. 21A rechts). Die Expressionen von AtCEP2 und AtCEP3 sind dagegen sowohl in
7 d alten Keimlingen (Abb. 21A links) als auch in Rosettenblattern von 20 d alten Pflanzen
der atcpr5 Mutante (Abb. 21A rechts) gegentber Col-0 nicht wesentlich hochreguliert.
Des Weiteren werden nun die Rosettenblatter von 20 d alten atcpr5 Mutanten in
Rosettenblatter mit sichtbaren nekrotischen Blattlasionen und in Rosettenblétter ohne
sichtbare nekrotische Blattlasionen separiert. In diesen werden die Genexpressionen von
AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 mittels gRT-PCR analysiert.

Rosettenblatter mit sichtbaren nekrotischen Blattlasionen zeigen eine tber 50-fache
Hochregulierung des AtCEP1 Transkripts im Vergleich zu Col-0 Pflanzen. Rosettenblatter
ohne sichtbare nekrotische Blattldsionen besitzen ein &hnliches Genexpressionslevel von
AtCEP1 wie 20 d alte Col-0 Wildtyppflanzen. Weiterhin weisen die Expressionen von
AtCEP2 und AtCEP3 sowohl in Rosettenblattern mit sichtbaren nekrotischen Blattlasionen
als auch in Rosettenblattern ohne sichtbare nekrotische Blattlasionen keine wesentliche
Hochregulierung gegeniiber Col-0 auf (Abb. 21B).

Somit hangt die Hochregulierung von AtCEP1 in atcpr5 Mutanten zeitlich direkt mit dem

Auftreten von sichtbaren nekrotischen Blattlasionen auf Rosettenblattern zusammen.
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Abbildung 21: Die Hochregulierung von AtCEP1 in atcpr5 Mutanten héangt zeitlich direkt mit dem
Auftreten von sichtbaren nekrotischen Blattlasionen auf den Rosettenblattern zusammen. (A) AtCEP1
ist in Rosettenblattern von 20 d alten atcpr5 Mutanten 10-fach hochreguliert. Die Doppelmutante
atcepl x atcpr5 zeigt keine AtCEP1 Expression. (B) Werden die Rosettenblatter in Blatter mit
sichtbaren und ohne sichtbare nekrotische Blattlasionen unterteilt, zeigt AtCEP1 in Rosettenblattern
mit sichtbaren nekrotischen Blattlasionen eine mehr als 50-fache Hochregulierung. Die relativen
Genexpressionen von AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 werden in 7 d alten Keimlingen und in Rosettenblattern
von 20 d alten Pflanzen von Col-0, atcpr5 Mutanten und atceplxatcpr5 Doppelmutanten quantifiziert. Fur die
gRT-PCR werden genspezifische Primer fir AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 verwendet. Das Expressionslevel
wird gegen das ,housekeeping® Gen ACT8 in Relation gesetzt. Die Saulen reprasentieren das relative
Expressionslevel und dieses ist oberhalb der Sdulen angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die
Standardabweichung aus drei technischen Replikaten an. Die Ergebnisse wurden fur die atceplxatcprb
Doppelmutante mit einer zweiten unabhéngigen Linie bestéatigt. Alle Ergebnisse wurden in einem weiteren
unabhéangigen Experiment reproduziert (Biologisches Replikat).
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Weiterfihrend wird nun mikroskopisch am CLSM uberprift, ob dartber hinaus auch ein
direkter raum-zeitlicher Zusammenhang zwischen der Hochregulierung von AtCEP1 in
atcpr5 Mutanten besteht. Hierfir werden Pflanzen der homozygoten atcepl ko, die mit
einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1
(Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), mit
Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante gekreuzt. Diese homozygote Doppelmutante
atcepl x atcpr5 zeigt in der gRT-PCR sowohl in 7 d alten Keimlingen (Abb. 21A links) als
auch in Rosettenblattern von 20 d alten Pflanzen (Abb. 21A rechts) keine AtCEP1
Expression. Dies bestatigt den ,Knockout® von AtCEP1 bestéatigt. Darliber hinaus sind die
Expressionen von AtCEP2 und AtCEP3 weder in 7 d alten Keimlingen (Abb. 21A links)
noch in Rosettenblattern von 20 d alten Pflanzen der atcepl x atcpr5 (Abb. 21A rechts)
gegeniber Col-0 wesentlich hoch- oder herunterreguliert.

Es werden nekrotische Blattlasionen auf Rosettenblattern von 20 d alten atcepl x atcprb
Pflanzen am CLSM analysiert. Die Promotoraktivitdt von AtCEP1 ist spezifisch in
Epidermiszellen, die einerseits benachbart zu einer groRen, im CLSM sehr hellen,
nekrotischen Blattlasion (Abb. 22A schwarzer Asterisk) liegen, hochreguliert (Abb. 22). In
dieser groRen nekrotischen Blattlasion sind aufgrund des schon stattgefundenen
Programmierten Zelltods keine Zellstrukturen mehr erkennbar. Andererseits liegen die
Epidermiszellen, in denen eine spezifische Hochregulierung der Promotoraktivitdt von
AtCEP1 festzustellen ist, direkt angrenzend an Epidermiszellen, die im CLSM heller bzw.
grau erscheinen (Abb. 22A und B weil3e Asteriske). In diesen Epidermiszellen hat der
Programmierte Zelltod wahrscheinlich bereits zum Grof3teil stattgefunden und es wurde
unter anderem das Chlorophyll im Zuge der Chlorose abgebaut. Daher erscheinen diese
Epidermiszellen heller. In den Epidermiszellen, in denen die Promotoraktivitat von AtCEP1
spezifisch hochreguliert ist, findet dagegen der Programmierte Zelltod gerade statt oder
steht bevor. Das EGFP Signal des Pro-Enzyms pro-3xHA-EGFP-KDEL zeigt einerseits
die fur das Endoplasmatische Retikulum typischen kortikalen netzartigen Strukturen (Abb.
22B und C weil3e Pfeile). Andererseits ist zusatzlich ein punktiertes Signalmuster des
Fluoreszenzproteins EGFP erkennbar, das auf einen Abbau des Endomembransystems
im Zuge des Programmierten Zelltods hindeutet (Abb. 22B und C weil3e Pfeilspitzen).
Somit ist die spezifische Hochregulierung der Promotoraktivitdt von AtCEP1 in atcprb
Mutanten zeitlich und raumlich direkt mit dem Auftreten von sichtbaren nekrotischen
Blattlasionen auf den Rosettenblattern und dem damit verbundenen Programmierten

Zelltod assoziiert.
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Abbildung 22: Spezifische Hochregulierung der Promotoraktivitat von AtCEP1 in Epidermiszellen, in
denen PCD stattfindet. Diese liegen benachbart zu einer nekrotischen Blattlasion (A schwarzer
Asterisk) und direkt angrenzend an Epidermiszellen, in denen der PCD wahrscheinlich bereits zum
Grofteil stattgefunden hat (A, B weilBe Asteriske). Das EGFP Signal zeigt einerseits die fir das ER
typischen kortikalen netzartigen Strukturen (B, C weilBe Pfeile). Andererseits ist zusétzlich ein
punktiertes Signalmuster erkennbar, das auf einen Abbau des Endomembransystems im Zuge des
PCD hindeutet (B, C weil3e Pfeilspitzen). Fir die Untersuchung der Promotoraktivitat von AtCEP1 in vivo,
werden nekrotische Blattlasionen auf der Oberseite von Rosettenblattern von 20 d alten atcepl x atcprb
Pflanzen, die zusatzlich ein nicht funktionelles Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1
(Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) exprimieren, am CLSM analysiert. Dargestellt sind eine 200-fache
VergroBerung (A) und 600-fache VergroRBerungen des in A blau umrandeten Rechtecks (B, C). Die
EGFP-Signale wurden durch Lambda-Scans verifiziert.
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2.3.5. Konstitutive Resistenz von Pflanzen der atcpr5 Mutante gegenuber Erysiphe

cruciferarum

Es werden ca. 5 Wochen alte Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante und der
homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante sowie zum Vergleich suszeptible Col-0
Wildtyppflanzen und super-suszeptible homozygote atcepl ko Pflanzen mit Konidien des
biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert. Bei der Inokulation wird darauf
geachtet, dass die Pflanzen mit einer geringen Konidien-Dichte von ca. 5-7 Konidien
pro mm2 inokuliert werden, um einen quantitativen Pathogenese-Phé&notyp erkennen zu
kénnen. Die Befallsdichte mit E. cruciferarum wird bei den jeweiligen vier Genotypen an
den Zeitpunkten 10, 12 und 14 dpi durch visuelle Auswertung der gesamten Pflanze
durchgefuihrt. Die befallenen Pflanzen werden in drei Kategorien der Suszeptibilitat
eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60 % und mehr als 60 % mit E. cruciferarum befallener
Blattflache (Abb. 8A).

An allen drei Zeitpunkten 10, 12 und 14 sind die bereits beschriebenen Symptome der
Suszeptibilitat von Col-0 Pflanzen und der Super-Suszeptibilitat der atcepl ko Pflanzen
gegenuber E. cruciferarum zu erkennen (Abb. 23).

Im markanten Gegensatz dazu zeigen Pflanzen der atcpr5 Mutante an allen drei
Zeitpunkten 10, 12 und 14 eine starke Resistenz gegentber E. cruciferarum (Abb. 23,
s. Abb. 16). Am Zeitpunkt 10 dpi ist zu erkennen, dass die homozygote atcpr5 Mutante
signifikant mehr Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattfliche
als Col-0 aufweist. Damit Ubereinstimmend zeigt die homozygote atcpr5 Mutante
zusatzlich signifikant weniger Pflanzen mit 30-60 % mit E. cruciferarum befallener
Blattflache als Col-0. An den Zeitpunkten 12 und 14 dpi weist die atcpr5 Mutante
ausschlieR3lich Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache auf
(Abb. 23).
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Abbildung 23: Vergleich der Befallsdichte mit
E. cruciferarum der gesamten Pflanze von Col-O0,
atcepl ko, atcpr5 Mutante und atcepl x atcpr5
Doppelmutante nach Inokulation mit Konidien des
biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum 10, 12 und
14 dpi. Pflanzen der atcpr5 Mutante und
atcepl x atcpr5 Doppelmutante sind gegenuber
E. cruciferarum resistent. Die befallenen Blatter
werden in drei Kategorien der Suszeptibilitét eingeteilt:
weniger als 30 % (griin), 30-60 % (blau) und mehr als
60 % (rot) mit E. cruciferarum befallener Blattflache
(s. Abb. 8A). Die Saulen reprasentieren den
durchschnittlichen Befall mit E. cruciferarum der
Pflanzen der jeweiligen Genotypen aus acht
Experimenten mit  voneinander unabhangigen
Inokulationen, wobei jedes Experiment aus funf
Pflanzen je Genotyp besteht. Unterschiedliche
Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend
dem ANOVA- und Duncan Test (p < 0.05) auf statistisch
signifikant unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben
Buchstaben dagegen zeigen entsprechend dem
ANOVA- und Duncan Test (p > 0.05) statistisch nicht
signifikant verschiedene Gruppen.
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2.3.6. AtCEP1 leistet einen Beitrag im vom echten Mehltaupilz induzierten PCD und

unterstitzt somit die Bildung nekrotischer Blattldsionen auf atcpr5 Mutanten

Bei der makroskopischen visuellen Auswertung der gesamten Pflanze zeigen atcpr5
Mutanten eine starke Resistenz gegeniber E. cruciferarum (s. Abb. 23). Die homozygoten
Pflanzen der atcepl x atcpr5 Doppelmutante werden unter den beschriebenen
Bedingungen ebenfalls 10, 12 und 14 dpi analysiert (s. Kap. 2.3.5.).

An allen drei Zeitpunkten weist die homozygote atcepl x atcpr5 Doppelmutante
ausschlie3lich Pflanzen mit weniger als 30 % mit E. cruciferarum befallener Blattflache auf
(s. Abb. 23). Somit zeigen Pflanzen der atcepl x atcpr5 Doppelmutante trotz des nun
vorhandenen Einfach-Verlusts von AtCEP1, wie Pflanzen der atcpr5 Mutante, eine starke
Resistenz gegenuber E. cruciferarum und sind nicht wie atcepl ko Pflanzen super-
suszeptibel (s. Abb. 16). Der Phénotyp der atcpr5 Mutante scheint somit epistatisch tber
dem Phéanotyp der atcepl ko zu stehen.

Bei der mikroskopischen Analyse von homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutanten am
CLSM erkennt man, dass die spezifische Hochregulierung der Promotoraktivitat von
AtCEP1 zeitlich und réaumlich direkt mit dem Auftreten von sichtbaren nekrotischen
Blattlasionen auf den Rosettenblattern und dem damit verbundenen Programmierten
Zelltod assoziiert ist (s. Kap. 2.3.4. und Abb. 22). Daher wird nun Uberprift, ob ein
Einfach-Verlust von AtCEP1 in der homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante zu einer
Abnahme der nekrotischen Lasionsflache fiihrt, ahnlich der signifikanten Reduktion des
epidermalen Zelltods in atcepl ko Pflanzen (s. Kap. 2.2.6.). Unter dem Infektionsstress
des echten Mehltaupilzes sollte ein etwaiger quantitativer Phanotyp deutlicher erkennbar
sein. Es werden Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante und atcepl x atcprb
Doppelmutante erneut mit Konidien des biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum
inokuliert. Am Zeitpunkt 5 dpi werden fiir die mikroskopische Analyse Rosettenblétter von
atcpr5 Mutanten und atcepl x atcpr5 Doppelmutanten mit dem blau fluoreszierenden
Farbstoff Methylblau inkubiert. Der Farbstoff Methylblau detektiert nekrotische Zellen
sowie Callose-angereicherte Strukturen, wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen
gebildeter Haustorien von E. cruciferarum (s. Abb. 13C, F). Die fluoreszierende Flache der
nekrotischen Blattlasionen wird mittels des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ graphical
analysis software (Rasband, 1997-2014) quantifiziert.

Die Flache der nekrotischen Blattlasionen pro Kolonie des echten Mehltaupilzes ist auf
Rosettenblattern der homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante mit ca. 28000 pm?2
signifikant kleiner (Abb. 24B, C) als die Flache der nekrotischen Blattlasionen pro Kolonie
des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblattern von homozygoten atcpr5 Mutanten mit
ca. 43000um?2 (Abb. 24A, B).
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Somit fohrt der Einfach-Verlust von AtCEP1 in der homozygoten atcepl x atcprb
Doppelmutante zu einer signifikanten Reduktion der nekrotischen Lasionsflache unter
dem Infektionsstress von E. cruciferarum. Dies bedeutet, dass das Vorhandensein von
AtCEP1 einen Beitrag zum Programmierten Zelltod, der durch E. cruciferarum induziert

wird, leistet. Somit wird die Bildung nekrotischer Blattlasionen auf Rosettenblattern von

atcpr5 Mutanten unterstitzt.
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Abbildung 24: (A, B) AtCEP1 leistet einen Beitrag zum vom echten Mehltaupilz induzierten
Programmierten Zelltod und unterstitzt somit die Bildung nekrotischer Blattlasionen auf atcpr5
Mutanten. (B, C) Der Einfach-Verlust von AtCEP1 in der atcepl x atcpr5 Doppelmutante fiihrt zu einer
signifikanten Reduktion der nekrotischen L&sionsflache. Dargestellt sind 40-fache Vergré3erungen von
reprasentativen nekrotischen Blattlasionen auf Rosettenblattern der homozygoten atcpr5 Mutante (A) und der
homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante (C). Vergleich der Flache von nekrotischen Blattlasionen pro
Kolonie des echten Mehltaupilzes auf Rosettenblattern von atcpr5 Mutanten mit atcepl x atcpr5
Doppelmutanten (B). Der Stichprobenumfang fir jeden Genotyp umfasst 65 Blattlasionen auf 19
Rosettenbléttern. Die S&aulen représentieren die durchschnittliche Flache der nekrotischen Blattlasionen pro
Kolonie des echten Mehltaupilzes 5 Tage nach Inokulation mit E. cruciferarum. Die fluoreszierenden Flachen
der nekrotischen Blattlasionen werden mittels des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ graphical analysis
software (Rasband, 1997-2014) quantifiziert. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung.
Saulen, die mit *** bezeichnet sind, weisen entsprechend dem zweiseitigen Student's t-Test (p < 0.001) auf
statistisch signifikant unterschiedliche Gruppen hin.
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2.4. AtCEP besitzen im Zuge der Gewebe-Remodellierung Funktionen in der

Zellwanderweichung fir die Elongation sowie fiir die Zellseparation
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Abbildung 25: Vergleich der Primarwurzellangen 7 Tage alter Keimlinge von homozygoten Mutanten
der atcepl ko, atcep3 ko, atcep3 x atcepl ko, atcep2 ko und atcep_triple-ko/kd mit Col-0: Homozygote
Keimlinge der atcep2 ko zeigen ein verkirztes Primarwurzelwachstum, wohingegen homozygote
Keimlinge der atcep_triple-ko/kd eine dosiert geringere Verkirzung aufweisen. Der Balken auf der linken
Seite der Abbildung stellt die Prim&rwurzellange in Zentimeter (cm) dar.

Die homozygote Single-Mutante atcep2 ko zeigt beim Vergleich der Primarwurzellangen
7 Tage (days, d) alter Keimlinge den Entwicklungs-Phanotyp einer deutlich verkiirzten
Primarwurzel im Vergleich zu Col-0 (Abb. 25). Dagegen weisen die homozygoten
Single-Mutanten atcepl ko und atcep3 ko keinen Entwicklungs-Phéanotyp bezlglich der
Primarwurzellange gegentber Col-0 auf (Abb. 25). Auch die homozygote Doppel-Mutante
atcep3 x atcepl ko besitzt die gleiche Primarwurzellange wie Col-0 (Abb. 25). Eine
Triple-Mutante atcep_triple-ko mit Insertionen in allen drei AtCEP Genen ist kaum durch
Kreuzung zu generieren, da AtCEP2 und AtCEP3 ,in tandem® auf Chromosom 3 liegen.
Aus diesem  Grund wurde die  homozygote  atcep3 x atcepl ko  mit
AtCEP2-RNAiI-Konstrukten transformiert. Aus dieser Transformation erhielt man zwei
homozygote atcep_triple-ko/kd Linien mit einer AtCEP2-Expression von 0.5 % (Linie 2.21)
und 2% (Linie 3.14) (s. Kap. 2.1.3.). Diese atcep_triple-ko/kd Linien zeigen beim
Vergleich der Primarwurzellangen 7 d alter Keimlinge den Entwicklungs-Phanotyp einer
deutlich verkurzten Primarwurzel im Vergleich zu Col-0. Allerdings weist die Primarwurzel
von atcep_triple-ko/kd verglichen mit der Prim&rwurzel von atcep2-ko gegeniiber Col-0

aufgrund der Restaktivitat von AtCEP2 eine dosiert geringere Verkirzung auf (Abb. 25).
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2.4.1. Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fiihrt zu einer Verklirzung der Primarwurzel

aufgrund verkurzter Zelllangen in der Elongationszone

2.4.1.1. Verkirzte Primarwurzeln in homozygoten atcep2 ko Pflanzen

7 d alte Keimlinge der homozygoten atcep2 ko, weisen in der RT-PCR kein AtCEP2
Transkript auf (s. Kap. 2.1.2.). Sie zeigen den quantitativen Entwicklungs-Phanotyp einer
deutlich verkirzten Primarwurzel im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 25).

A Primary Root Length
a
34.6
ok y 6 WT Col-0
30 . “ B 244%>°  matcep2
_ . d ' = atcep_triple-ko/kd (line 2.21)
£ I b1 15.1 . .
g 20- 1{\7 c 128 m atcep_triple-ko/kd (line 3.14)
- B
s 3 5
10 g 537
-i p<0.001
0 - — - - n=120
11d
B 5d 7d 11d AtCEP2 expression
atcep2 58 % 60 % 63 % 0%
atcep_triple-ko/kd (line 2.21) 67 % 70 % 71 % 0.5%
atcep_triple-ko/kd (line 3.14) 73 % 75 % 75 % 2%

Abbildung 26: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fuhrt zu einer Verkirzung der Primarwurzellange. Die
Restaktivitat von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere Verkirzung. (A) Vergleich der
Primarwurzellangen 5, 7 und 11 Tage alter Keimlinge von Col-0 (griin), homozygoten atcep2 ko (blau)
und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer
Vergleich der Primarwurzellange sowie der AtCEP2 Expression in homozygoten atcep2 ko und
homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 gegeniber Col-0 (=100%). Der
Stichprobenumfang fiir jeden Genotyp umfasst 120 ausgemessene Primarwurzeln. Die S&ulen reprasentieren
die durchschnittliche Lange der Primarwurzeln und diese ist oberhalb der S&ulen in Millimeter (mm)
angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. Saulen, die mit differenten
Buchstaben bezeichnet sind, weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test auf statistisch signifikant
unterschiedliche Gruppen hin. Die Ergebnisse wurden in einem weiteren unabh&ngigen Experiment bestatigt
(biologisches Replikat).

Die statistische Auswertung zeigt, dass die homozygoten atcep2 ko Pflanzen bei 5, 7 und
11 d eine signifikant kiirzere Primarwurzel als Col-0 Wildtyppflanzen aufweisen. Die Lange
der Primarwurzel von homozygoten atcep2 ko Pflanzen betragt bei 5d 6.8 mm, bei 7 d
12.8 mm und bei 11 d 21.8 mm gegentber den Prim&rwurzellangen von Col-0 Keimlingen
mit 11.7 mm, 21.4 mm und 34.6 mm. Generell entspricht die LAnge der Primarwurzel von
homozygoten atcep2 ko Pflanzen an allen drei gemessenen Zeitpunkten ca. 60 % der

Primarwurzellange von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 26).
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Fur die mikroskopische Analyse des quantitativen Entwicklungs-Phénotyps werden die
Primarwurzeln von 7 d alten homozygoten Keimlingen der atcep2 ko, atcep_triple-ko/kd
Linie 2.21 und Linie 3.14 sowie von Col-0 Wildtyppflanzen mit Probidiumiodid gefarbt.
Somit kdnnen einerseits die Zellwand und andererseits Zellen, in denen neben der
Zellwand auch der Zellkern Probidiumiodid-gefarbt ist, visualisiert werden. Die Farbung
des Zellkerns bedeutet, dass aufgrund des beginnenden Zelltods die Zellmembranen
dieser Zellen perforiert sind und demzufolge PCD stattfindet. Die Regionen der ,lateral
root cap® (LRC), in der der PCD stattfindet, werden am oberen Ende der LRC als
,PCD Site I und an der Wurzelspitze am unteren Ende der LRC als ,PCD Site II*
bezeichnet (Abb. 27 PCD-Site | und II).

Es wird die sowohl die Lange als auch die Breite der LRC ausgemessen. Die Lange der
LRC wird als der Abstand vom ruhenden Zentrum zur ,PCD Site I* definiert und die Breite
der LRC wird auf Héhe der ,PCD Site I gemessen (Abb. 27).

In der ,PCD Site | “am oberen Ende der LRC finden sich die langsten LRC-Zellen (Abb. 27
Stern). An dieser Position wird die Zelllange der 3-5 langsten LRC-Zellen sowie deren
Zellbreite ermittelt.

Des Weiteren wird die Lange der meristematischen Zone, die als der Abstand vom
ruhenden Zentrum zur ersten elongierten Epidermiszelle definiert wird, analysiert
(Abb. 27).

In der Elongationszone werden die Zelllange und -breite der drei langsten Trichoblasten
(elongierte Zellen, die Wurzelhaare ausbilden) am Ubergang der ,rapid elongation zone,
in der eine sehr schnelle Zellelongation stattfindet, zur ,late elongation zone®, in der die
Zellelongation nicht mehr zunimmt, ausgemessen (Abb. 27). Mikroskopisch ist diese Zone
daran zu erkennen, dass die ersten Ausbuchtungen von Wurzelhaaren in den
Trichoblasten erkennbar sind.

Die Auswertung der Breite der Elongationszone wird auf HOhe dieser langsten
Trichoblasten analysiert.
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Morphologischer Aufbau der Wurzelspitze von Arabidopsis
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Abbildung 27 (entspricht Abb. 1 und ist an dieser Stelle zur Erleichterung des Lesers noch einmal eingefiigt):
Ubersicht des morphologischen Aufbaus der Wurzelspitze von Arabidopsis. Am oberen Ende der LRC
(PCD Site I) und am unteren Ende der LRC (PCD Site II) findet PCD statt. Kurz vor der Abschilferung
der LRC-Zellen erreichen diese am oberen Ende der LRC ihre maximale Lange (Stern). Geanderte

Darstellung der Ubersicht, die freundlicherweise von Yvon Jaillais (Hochschule ENS Lyon, yvon.jaillais@ens-
lyon.fr) zur Verfuigung gestellt wurde.
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2.4.1.2. Homozygote atcep2 ko Pflanzen zeigen eine Verklrzung der ateral root cap*

aufgrund der Reduktion ihrer Zelllingen

Die statistische Auswertung zeigt, dass Pflanzen der homozygoten atcep2 ko mit
179.8 um gegenuber Col-0 Wildtyppflanzen mit 289.7 um die signifikant kiirzeste Lange
der LRC aufweisen (Abb. 28A linkes Diagramm). Die Lange der LRC wird als der Abstand
vom ruhenden Zentrum zur ,PCD Site I definiert (Abb. 27). Prozentual gesehen entspricht
die Lange der LRC von homozygoten atcep2 ko Keimlingen 62 % der Lange der LRC von
Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 28B).

Beim Vergleich der Breite der LRC, die auf Hohe der ,PCD Site I gemessen wird
(Abb. 27), sind homozygote atcep2 ko Pflanzen mit 141.4 um und Col-0 Wildtyppflanzen
mit 142.7 um nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 28A rechtes Diagramm).

A LRC Length LRC Width
400 1 A
289.7
300 - 1 c C
B 196.9204.3
T 200 179.8 a a a a WT Col-0
a2 142.7141.4143.31419 m atcep2
100 - m atcep_triple-ko/kd (line 2.21)
m atcep_triple-ko/kd (line 3.14)
0 -
p<0.01 p=0.05
n=46 n=46
B LRC Length AtCEP2 expression
atcep2 62 % 0%
atcep_triple-ko/kd (line 2.21) 68 % 0.5%
atcep_triple-ko/kd (line 3.14) 71 % 2%

Abbildung 28: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fuhrt zu einer Verkiurzung der LRC-Lange. Die
Restaktivitat von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere Verkurzung. (A) Vergleich der Lange
(links) und der Breite (rechts) der LRC von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 (griin), homozygoten
atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und Linie 3.14 (dunkelrot). (B)
Prozentualer Vergleich der Lange der LRC sowie der AtCEP2 Expression von homozygoten atcep2 ko
und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und 3.14 gegenuber Col-0 (=100%). ,n“ zeigt den
gesamten Stichprobenumfang, der fiir jeden Genotyp bei der jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt
sich aus der Summe der Stichprobenumfénge aus drei unabh&ngigen Experimenten (biologische Replika)
zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 15, in Experiment 2 = 15 und in Experiment 3 = 16. Die
Saulen reprasentieren die durchschnittliche Lange bzw. Breite und diese sind oberhalb der Sé&ulen in
Mikrometer (um) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung.
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test auf
statistisch signifikant unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend
dem ANOVA- und Duncan Test statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen. LRC = laterale
Wurzelhaube, lateral root cap.
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Beim Vergleich der Zelllange der langsten Zellen am oberen Ende der LRC auf H6he der
,PCD Site I“ Probidiumiodid-gefarbter Primarwurzeln erkennt man, dass in homozygoten
atcep2 ko Pflanzen die langsten Zellen mit ca. 50-65 um Lange deutlich kirzer sind als in
Col-0 Wildtyppflanzen mit ca. 75-90 um Lénge (Abb. 29 Doppelpfeile). Darliber hinaus
sind in Pflanzen der homozygoten atcep2 ko genau wie in Col-0 Wildtyppflanzen auf Hohe
der ,PCD Site I Probidiumiodid-gefarbte Zellkerne erkennbar, da aufgrund des
beginnenden Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen perforiert sind (Abb. 29
Pfeilspitzen). Diese Farbungen der Zellkerne bedeuten, dass der PCD in der ,PCD Site I
von homozygoten atcep2 ko Pflanzen stattfindet und nicht gestort ist.

WT Col-0 atcep2 atcep_triple-ko/kd

2 2 2
n n n
a = a
&) &) &)
[ o o

Abbildung 29: Vergleich der Zelllangen der langsten Zellen (Doppelpfeile) in der LRC auf Hohe der
,»PCD Site I von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 (links), homozygoten atcep2 ko (Mitte) und
homozygoten atcep_triple-ko/kd (rechts): Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fuhrt zu deutlich kiirzeren
Zelllangen, wohingegen die Restaktivitat von AtCEP2 in der atcep_triple-ko/kd eine dosiert geringere
Verkurzung der Zelllangen bewirkt. Pfeilspitzen markieren den Zellkern von Zellen, bei denen neben
der Zellwand auch dieser gefarbt ist, was den beginnenden Zelltod andeutet: Der PCD findet in der
,»PCD Site I“ von homozygoten atcep2 ko Pflanzen und homozygoten atcep_triple-ko/kd statt und ist
nicht gestort. Dargestellt sind Einzelaufnahmen, Probidiumiodid-gefarbter Wurzeln (400-fache
VergroRRerung), die am CLSM aufgenommen wurden.
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Die statistische Auswertung der Zelllange der 3-5 langsten Zellen am oberen Ende der
LRC zeigt, dass in Pflanzen der homozygoten atcep2 ko die Zelllange mit 62.4 um im
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen mit 83.9 um signifikant kirzer ist (Abb. 30A linkes
Diagramm). Die Zellbreite der 3-5 langsten Zellen in der LRC in homozygoten atcep2 ko
Pflanzen ist dagegen mit 9.7 um nicht signifikant verschieden zu 9.8 um in Col-0
Wildtyppflanzen (Abb. 30A rechtes Diagramm). Prozentual gesehen entspricht die
Zelllange der 3-5 langsten Zellen in der LRC von homozygoten atcep2 ko Pflanzen 74 %
der Zelllange der 3-5 langsten LRC-Zellen von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 30B).
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a a a a
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p <0.001 p>0.05
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B LRC max. Cell Length AtCEP2 expression
atcep2 74 % 0%
atcep_triple-ko/kd (line 2.21) 80 % 0.5 %
atcep_triple-ko/kd (line 3.14) 83 % 2%

Abbildung 30: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fiihrt zu einer Reduktion der Zelllange in der LRC. Die
Restaktivitat von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere Verkiurzung. (A) Vergleich der
Zelllange der 3-5langsten LRC-Zellen (links) und deren Zellbreite (rechts) von 7 Tage alten Keimlingen
in Col-0 (grun), homozygoten atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot)
und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer Vergleich der Zelllange der 3-5 langsten Zellen in der LRC
sowie der AtCEP2 Expression in homozygoten atcep2 ko und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie
2.21 und Linie 3.14 gegenuber Col-0 (=100%). ,n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der fur jeden
Genotyp bei der jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der
Stichprobenumfénge aus drei unabhdngigen Experimenten (biologische Replika) zusammen:
Stichprobenumfang in Experiment 1 =15, in Experiment2 =15 und in Experiment 3 =16. Die S&ulen
reprasentieren die durchschnittliche Lange bzw. Breite und diese sind oberhalb der Saulen in Mikrometer (um)
angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben
oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test auf statistisch signifikant
unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend dem ANOVA- und
Duncan Test statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen. LRC = laterale Wurzelhaube, lateral root cap.
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Fur die statistische Auswertung werden die Langen der meristematischen Zone, die als
der Abstand vom ruhenden Zentrum zur ersten elongierten Epidermiszelle definiert wird
(Abb. 27), analysiert. Diese sind in homozygoten atcep2 ko Pflanzen mit 188.7 um im
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen mit 296.2 um signifikant kirzer (Abb. 31A). Die Lange
der meristematischen Zone von Pflanzen der homozygoten atcep2 ko entspricht 64 % der

Lange der meristematischen Zone von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 31B).

A Meristematic Zone Length
400 4 A
296.2
200 c C WT Col-0
8 o 20122063 matcep2
T 200 3 = atcep_triple-ko/kd (line 2.21)
= m atcep_triple-ko/kd (line 3.14)
100 + p<0.05
n =46
B i
Meristematic Zone Length AtCEP2 expression
atcep2 64 % 0%
atcep_triple-ko/kd (line 2.21) 68 % 0.5%
atcep_triple-ko/kd (line 3.14) 70 % 2%

Abbildung 31: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fihrt zu einer Verkirzung der Lé&nge der
meristematischen Zone. Die Restaktivitat von AtCEP2 bewirkt dagegen eine dosiert geringere
Verkurzung. (A) Vergleich der Lange der meristematischen Zone von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0
(grin), homozygoten atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und
Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer Vergleich der L&nge der meristematischen Zone sowie der
AtCEP2 Expression in homozygoten atcep2 ko und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und
Linie 3.14 gegeniiber Col-0 (=100%). ,n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der fiir jeden Genotyp bei
der jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der Stichprobenumfénge aus drei
unabhéngigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 15, in
Experiment 2 = 15 und in Experiment 3 = 16. Die Séulen reprasentieren die durchschnittliche Lange und diese
ist oberhalb der Sé&ulen in Mikrometer (um) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die
Standardabweichung. Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA-
und Duncan Test auf statistisch signifikant unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen
zeigen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen.
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2.4.1.3. Der Programmierte Zelltod findet in der ,lateral root cap“ von homozygoten

atcep2 ko Keimlingen statt

Pflanzen der homozygoten atcep2 ko zeigen keine Stérung des PCD und eine normale
Entwicklung der LRC. Dies ist daran zu erkennen, dass erstens sowohl die ,PCD Site I
als auch die ,PCD Site II* in Col-0 Wildtyppflanzen und homozygoten atcep2 ko Pflanzen
jeweils ungefahr gleich lang sind (Abb. 32). Zweitens sind beide ,PCD Sites® in beiden
Genotypen als klare Zonen mit Zellen, in denen neben der Zellwand auch der Zellkern
Probidiumiodid-gefarbt ist, erkennbar. Dies bedeutet, dass aufgrund des beginnenden
Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen perforiert sind und somit der PCD stattfindet und
nicht gestort ist (Abb. 32 Pfeilspitzen).

Die ,PCD Site I ist in homozygoten atcep2 ko Pflanzen lediglich in Richtung Wurzelspitze
verschoben (Abb. 32). Diese Verschiebung ist durch die Verkirzung der LRC aufgrund
reduzierter Zelllangen bedingt.

WT Col-0 atcep_triple-ko/kd

PCD Site |
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Abbildung 32: Vergleich der Positionen von ,,PCD Site I und ,,PCD Site ll“ in 7 Tage alten Keimlingen
von Col-0 (links) zu homozygoten atcep2 ko (Mitte) und homozygoten atcep_triple-ko/kd (rechts): Es
ist eine Verschiebung der ,,PCD Site I“ in homozygoten atcep2 ko Pflanzen und in homozygoten
atcep_triple-ko/kd Pflanzen in Richtung Wurzelspitze erkennbar. Der PCD ist in allen drei Genotypen
nicht gestodrt und in definierte Zonen mit Zellen, in denen neben der Zellwand auch der Zellkern geféarbt
ist, unterscheidbar (Pfeilspitzen). Dargestellt sind 200-fache VergréRerungen von Probidiumiodid-gefarbten
Wurzelspitzen, die am CLSM aufgenommen wurden. Es sind jeweils 14 Einzelaufnahmen Ubereinander
gelagert.
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2.4.1.4. Verklrzung der Zelllange und Abnahme der Zellbreite in der Elongationszone von
homozygoten atcep2 ko Pflanzen
Es werden die Zelllangen der langsten Trichoblasten (elongierte Zellen, die Wurzelhaare

ausbilden) in der Elongationszone am Ubergang der ,rapid elongation zone“ zur ,late
elongation zone® Probidiumiodid-gefarbter Primarwurzeln verglichen. In homozygoten
atcep2 ko Pflanzen sind die langsten Trichoblasten mit ca. 110-130 um L&nge deutlich
kirzer als in Col-0 Wildtyppflanzen mit ca. 180-200 um Lange (Abb. 33 Doppelpfeile).

WT Col-0 atcep2 atcep_triple-ko/kd

100 pm

Abbildung 33: Vergleich der Zelllangen der langsten Trichoblasten (Doppelpfeile) in der
Elongationszone am Ubergang der ,rapid elongation zone* zur ,late elongation zone“ von 7 Tage alten
Keimlingen von Col-0 (links) sowie von homozygoten Keimlingen der atcep2ko (Mitte) und
atcep_triple-ko/kd (rechts): Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fuihrt zu deutlich kurzeren Zelllangen der
langsten Trichoblasten, wohingegen die Restaktivitdt von AtCEP2 in der atcep_triple-ko/kd eine
dosiert geringere Verkirzung der Zelllangen bewirkt. Dargestellt sind Einzelaufnahmen von jeweils zwei
Probidiumiodid-gefarbten Wurzeln je Genotyp (200-fache VergréR3erung), die bei der statistischen Auswertung
der Zelllange der langsten Trichoblasten verwendet wurden. Die Aufnahmen wurden am CLSM aufgenommen.
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Die statistische Auswertung zeigt, dass die Zelllange der drei langsten Trichoblasten in
der Elongationszone am Ubergang der ,rapid elongation zone“ zur ,late elongation zone*
in homozygoten atcep2 ko Pflanzen mit 120.5 um im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen
mit 193.3 um signifikant kirzer ist (Abb. 34A linkes Diagramm). Prozentual gesehen
entspricht die Zelllange der drei langsten Trichoblasten in Pflanzen der homozygoten
atcep2 ko 62 % der Zelllange der drei langsten Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen
(Abb. 34B).

Daruber hinaus ist die Zellbreite der drei langsten Trichoblasten in der Elongationszone in
homozygoten atcep2 ko Pflanzen mit 16.0 um signifikant schmaler gegentiber Col-0
Wildtyppflanzen mit 18.4 um (Abb. 34A rechtes Diagramm). Die Zellbreite der drei
langsten Trichoblasten in Pflanzen der homozygoten atcep2 ko entspricht 87 % der
Zellbreite der drei langsten Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 34B).
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184 B B
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100 A 10 A m atcep_triple-ko/kd (line 2.21)
m atcep_triple-ko/kd (line 3.14)
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0 - 0 -
p <0.001 p <0.001
n=>51 n=>51
B Trichoblast max. Cell Width | Trichoblast Cell Width | AtCEP2 expression
atcep2 62 % 87 % 0 %
atcep_triple-ko/kd (line 2.21) 73 % 88 % 0.5 %
atcep_triple-ko/kd (line 3.14) 75 % 89 % 2%

Abbildung 34: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fiihrt zu einer Verkilrzung der Zelllange und einer
Abnahme der Zellbreite in der Elongationszone. Die Restaktivitat von AtCEP2 bewirkt dagegen eine
dosiert geringere Verkurzung der Zelllange. (A) Vergleich der Zelllange der drei langsten Trichoblasten
(links) und deren Zellbreite (rechts) in der Elongationszone am Ubergang der ,,rapid elongation zone*
zur ,late elongation zone“ von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0 (griin), homozygoten atcep?2 ko (blau)
sowie homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer
Vergleich der Zelllange der drei langsten Trichoblasten und deren Zellbreite sowie der AtCEP2
Expression in homozygoten atcep2 ko und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14
gegeniiber Col-0 (=100%). ,n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der fiir jeden Genotyp bei der
jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der Stichprobenumféange aus zwei
unabhéngigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 8, in
Experiment 2 = 9. Die S&ulen repréasentieren die durchschnittliche La&nge bzw. Breite und diese sind oberhalb
der Séulen in Mikrometer (um) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung.
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test auf
statistisch signifikant unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend
dem ANOVA- und Duncan Test statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen.
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Fur die statistische Auswertung der Breite der Elongationszone wird auf Hohe der langsten
Trichoblasten gemessen. Homozygote atcep2 ko Pflanzen weisen mit 125.5 um Breite
gegenuber Col-0 Wildtyppflanzen mit 143.9 um Breite eine signifikant schmalere
Elongationszone auf (Abb. 35A). Prozentual gesehen entspricht die Breite der
Elongationszone von homozygoten atcep2 ko Pflanzen 87 % der Breite der

Elongationszone von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 35 B).

A
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2007 A
1433 g B B
150 - I 1255 1277 1302 WT Col-0
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T 100 - m atcep_triple-ko/kd (line 2.21)
= m atcep_triple-ko/kd (line 3.14)
50 1 p<0.01
n=17
0 =
B
Elongation Zone Root Width AtCEP2 expression
atcep2 87 % 0 %
atcep_triple-ko/kd (line 2.21) 89 % 0.5%
atcep_triple-ko/kd (line 3.14) 90 % 2%

Abbildung 35: Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fihrt zu einer Abnahme der Breite der
Elongationszone. (A) Vergleich der Breite der Elongationszone von 7 Tage alten Keimlingen in Col-0
(grin), homozygoten atcep2 ko (blau) und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 (hellrot) und
Linie 3.14 (dunkelrot). (B) Prozentualer Vergleich der Breite der Elongationszone sowie der AtCEP2
Expression in homozygoten atcep2 ko und homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14
gegeniuber Col-0 (=100%). ,n“ zeigt den gesamten Stichprobenumfang, der fir jeden Genotyp bei der
jeweiligen Auswertung identisch ist. Dieser setzt sich aus der Summe der Stichprobenumféange aus zwei
unabhéngigen Experimenten (biologische Replika) zusammen: Stichprobenumfang in Experiment 1 =8, in
Experiment 2 = 9. Die Saulen repréasentieren die durchschnittliche Breite und diese ist oberhalb der Saulen in
Mikrometer (um) angegeben. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung.
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test auf
statistisch signifikant unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend
dem ANOVA- und Duncan Test statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen.
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2.4.2. Keine verkirzten Primdrwurzeln bei Einfach-Verlust von AtCEP1 bzw. AtCEP3
sowie bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3

7 d alte Keimlinge der homozygoten Single-Mutanten atcepl ko und atcep3 ko zeigen

keinen Entwicklungs-Phanotyp einer verkirzten Primarwurzel im Vergleich zu Col-0
Wildtyppflanzen (Abb. 25). Darlber hinaus weisen zudem 7 d alte Keimlinge der
homozygoten Doppel-Mutante atcep3 x atcepl ko die gleiche Primarwurzellange wie
Col-0 Wildtyppflanzen auf (Abb. 25).

Eine statistische Auswertung der Primarwurzellange zeigt, dass homozygote Pflanzen der
atcepl ko, atcep3 ko und atcep3 x atcepl ko an den Zeitpunkten 5, 7 und 11 d zueinander
und gegeniber Col-0 Wildtyppflanzen keinen signifikanten Unterschied aufweisen
(Abb. 36). Die Langen der Primarwurzeln von homozygoten Pflanzen der atcepl ko und
atcep3 ko betragen bei 5d 11.7 mm und 11.8 mm, bei 7 d 21.3 mm und bei 11 d 34.6 mm
und 34.5 mm gegenuber der Primarwurzellange von Col-0 Wildtyppflanzen mit 11.9 mm,
21.4 mm und 34.6 mm. Die L&nge der Primarwurzel von homozygoten atcep3 x atcepl ko
Pflanzen ist bei 5d 11.7 mm, bei 7 d 21.4 mm und bei 11 d 34.8 mm (Abb. 36).

Primary Root Length a @ g @
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Abbildung 36: Der Einfach-Verlust von AtCEP1 bzw. AtCEP3 sowie der Doppel-Verlust von AtCEP1
und AtCEP3 bewirken keine Verkirzung der Primarwurzellange. Vergleich der Prim&rwurzellangen 5,
7 und 11 Tage alter Keimlinge von Col-0 (griin), homozygoten atcepl ko (blau), homozygoten
atcep3 ko (rot) und homozygoten atcep3 x atcepl ko (lila). Der Stichprobenumfang fiir jeden Genotyp
umfasst 120 ausgemessene Primarwurzeln. Die S&dulen représentieren die durchschnittliche Lange der
Prim&rwurzeln und diese ist oberhalb der S&ulen in Millimeter (mm) angegeben. Des Weiteren zeigen die
Fehlerbalken die Standardabweichung. Dieselben Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend
dem ANOVA- und Duncan Test auf statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen hin. Die Ergebnisse
wurden in einem weiteren unabhangigen Experiment bestatigt (biologisches Replikat).
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2.4.3. Die Restaktivitat von AtCEP2 fuhrt zu einer dosiert geringeren Verkiirzung der

Primarwurzel aufqgrund der dosiert geringeren Reduktion der Zellldngen in der

Elongationszone

2.4.3.1. Dosiert geringere Verkirzung der Primdrwurzeln in _homozygoten

atcep triple-ko/kd Pflanzen

Die homozygoten Pflanzen der zwei unabhangigen Linien atcep_triple-ko/kd Linie 2.21
und Linie 3.14 weisen in der gRT-PCR eine AtCEP2 Expression von 0.5 % (Linie 2.21)
bzw. 2 % (Linie 3.14) gegenuber Col-0 Wildtyppflanzen auf (s. Kap. 2.1.3.).

Beim Vergleich der Prim&rwurzellangen zeigen die 7 d alten Keimlinge der homozygoten
atcep_triple-ko/kd Linien den Entwicklungs-Phéanotyp einer deutlich verkirzten
Primérwurzel im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen. Allerdings weist die Prim&rwurzel von
homozygoten atcep_triple-ko/kd Keimlingen verglichen mit der Primarwurzel von
homozygoten atcep2 ko Keimlingen eine dosiert geringere Verkiirzung gegenuber Col-0
Wildtyppflanzen auf (Abb. 25).

Die statistische Auswertung zeigt, dass die homozygote atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und
Linie 3.14 bei 5, 7 und 11 d alten Keimlingen eine signifikant kiirzere Primarwurzel als
Col-0 Wildtyppflanzen aufweisen. Die Lange der Primarwurzel von homozygoten Pflanzen
der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 betragt bei 5d 7.8 mm, bei 7 d 15.0 mm und bei 11 d
24.4 mm gegenlber der Priméarwurzellange von Col-0 Wildtyppflanzen mit 11.7 mm,
21.4 mm und 34.6 mm. Die Lange der Primarwurzel von homozygoten Pflanzen der
atcep_triple-ko/kd Linie 3.14 ist bei 5d 8.5 mm, bei 7 d 16.1 mm und bei 11 d 25.9 mm.
Beide homozygoten atcep_triple-ko/kd Linien sind darlber hinaus bei allen drei
gemessenen Zeitpunkten auch zueinander in der Lange ihrer Primarwurzel signifikant
verschieden (Abb. 26A).

Generell entspricht die L&nge der Primarwurzel von homozygoten Pflanzen der
atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 ca.70% wund von der Linie3.14 ca.75% der
Primarwurzellange von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 26B).
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2.4.3.2. Dosiert geringere Verkirzung der lateral root cap® aufgrund der dosiert

geringeren Reduktion ihrer Zelllingen in homozygoten atcep triple-ko/kd Pflanzen

Die statistische Auswertung zeigt, dass die homozygoten Keimlinge der atcep_triple-ko/kd
Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 196.9 um und 204.3 um gegeniber Col-0 Wildtyppflanzen
mit 289.7 um eine signifikant kirzere Lange der LRC aufweisen (Abb. 28A linkes
Diagramm). Die Lange der LRC wird als der Abstand vom ruhenden Zentrum zur
,PCD Site 1 definiert (Abb. 27). Prozentual gesehen entsprechen die Langen der LRC von
homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 68 % und von der Linie 3.14 71 %
gegenuber der LRC-L&nge von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 28B).

Beim Vergleich der Breite der LRC, die auf Hohe der ,PCD Site I gemessen wird
(Abb. 27), sind die Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und der
Linie 3.14 mit 143.3 um und 141.9 um zueinander und gegentiber Col-0 Wildtyppflanzen
mit 142.7 um nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 28A rechtes Diagramm).

Beim Vergleich der Zelllange der langsten Zellen am oberen Ende der LRC auf H6he der
,PCD Site |“ Probidiumiodid-gefarbter Primarwurzeln erkennt man, dass in homozygoten
atcep_triple-ko/kd Pflanzen die langsten Zellen mit ca. 60-75 pum Lange kirzer sind als in
Col-0 Wildtyppflanzen mit ca. 75-90 um Lange (Abb. 29 Doppelpfeile). Im Vergleich zur
Verkirzung der Zelllangen in homozygoten atcep2 ko Pflanzen ist diese jedoch dosiert
geringer. Dartber hinaus sind in Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd ebenso wie
in Col-0 Wildtyppflanzen auf Hohe der ,PCD Site I“ Probidiumiodid-gefarbte Zellkerne
erkennbar, da aufgrund des beginnenden Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen
perforiert sind (Abb. 29 Pfeilspitzen). Diese Farbungen der Zellkerne bedeuten, dass der
PCD in der ,PCD Site I* von homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd stattfindet und
nicht gestort ist.

Die statistische Auswertung der Zelllangen der 3-5 langsten Zellen am oberen Ende der
LRC zeigt, dass in den Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und
Linie 3.14 die Zelllangen mit 67.1 um und 69.3 um im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen
mit 83.9 um signifikant kurzer sind (Abb. 30A linkes Diagramm).

Die Zellbreiten der 3-5 langsten Zellen in der LRC in homozygoten Pflanzen der
atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 sind dagegen mit 9.7 pm und 9.8 pum nicht
signifikant verschieden zu 9.8 pm in Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 30A rechtes Diagramm).
Prozentual gesehen entsprechen die Zelllangen der 3-5 langsten Zellen in der LRC von
homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 80 % und von der Linie 3.14 83 %
gegenuber der Zelllange der 3-5 langsten Zellen in der LRC von Col-0 Wildtyppflanzen
(Abb. 30B).
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Fur die statistische Auswertung werden die Langen der meristematischen Zone, die als
der Abstand vom ruhenden Zentrum zur ersten elongierten Epidermiszelle definiert wird
(Abb. 27), analysiert. Diese sind in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd
Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 201.2 um und 206.3 um im Vergleich zu Col-0
Wildtyppflanzen mit 296.2 um signifikant kirzer (Abb. 31A). Die Langen der
meristematischen Zone von homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und
Linie 3.14 entsprechen 68 % und 70 % der L&nge der meristematischen Zone von Col-0
Wildtyppflanzen (Abb. 31B).

2.4.3.3. Der Programmierte Zelltod findet in der lateral root cap® von homozygoten

atcep triple-ko/kd Keimlingen statt

Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd zeigen keine Stérung des PCD und eine
normale Entwicklung der LRC. Dies ist daran zu erkennen, dass erstens sowohl die
,PCD Site I“ als auch die ,PCD Site II* in Col-0 Wildtyppflanzen und in Pflanzen der
homozygoten atcep_triple-ko/kd jeweils ungeféahr gleich lang sind (Abb 32). Zweitens sind
beide ,PCD Sites” in beiden Genotypen als klare Zonen mit Zellen, in denen neben der
Zellwand auch der Zellkern Probidiumiodid-gefarbt ist, erkennbar. Dies bedeutet, dass
aufgrund des beginnenden Zelltods die Zellmembranen dieser Zellen perforiert sind und
somit der PCD stattfindet und nicht gestort ist (Abb. 32 Pfeilspitzen).

Die ,PCD Site I ist in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd lediglich in Richtung
Wurzelspitze verschoben (Abb. 32). Diese Verschiebung ist durch die Verkiirzung der

LRC aufgrund reduzierter Zelllangen bedingt.
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2.4.3.4. Dosiert geringere Verkirzung der Zelllangen und dosiert geringere Abnahme der

Zellbreite in der Elongationszone in homozygoten atcep triple-ko/kd Pflanzen

Es werden die Zelllangen der langsten Trichoblasten (elongierte Zellen, die Wurzelhaare
ausbilden) in der Elongationszone am Ubergang der ,rapid elongation zone“ zur ,late
elongation zone*“ Probidiumiodid-gefarbter Primarwurzeln ausgewertet. Es fallt auf, dass
die langsten Trichoblasten in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd mit
ca. 135-155 ym Lange deutlich kurzer sind als in Col-0 Wildtyppflanzen mit
ca. 180-200 um L&nge (Abb. 33 Doppelpfeile). Im Vergleich zur Verkirzung der
Zelllangen in homozygoten atcep2 ko Pflanzen ist diese jedoch dosiert geringer.

Die statistische Auswertung zeigt, dass die Zelllangen der drei langsten Trichoblasten in
der Elongationszone am Ubergang der ,rapid elongation zone“ zur ,late elongation zone*
in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 140.1 pm
und 145.3 um im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen mit 193.3 um signifikant kirzer sind
(Abb. 34A linkes Diagramm). Prozentual gesehen entsprechen die Zelllangen der drei
langsten Trichoblasten in homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 73 %
und in der Linie 3.14 75 % gegenuber der ZelllAnge der drei langsten Trichoblasten in
Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 34B).

Zudem sind die Zellbreiten der drei langsten Trichoblasten in der Elongationszone von
homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 16.3 um und
16.5 pm signifikant schmaler gegenliber Col-0 Wildtyppflanzen mit 18.4 um (Abb. 34A
rechtes Diagramm). Die Zellbreiten der drei langsten Trichoblasten in den Pflanzen der
homozygoten atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 entsprechen 88 % und 89 % der
Zellbreite der drei langsten Trichoblasten in Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 34B).

Fur die statistische Auswertung der Breite der Elongationszone wird auf Hohe der langsten
Trichoblasten gemessen. Hier weisen homozygote Pflanzen der atcep_triple-ko/kd
Linie 2.21 und Linie 3.14 mit 127.7 um und 130.2 um gegeniber Col-0 Wildtyppflanzen
mit 143.9 pm signifikant schmalere Elongationszonen auf (Abb. 35A). Prozentual gesehen
entsprechen die Breiten der Elongationszone in den homozygoten Pflanzen der
atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 89% und in der Linie3.14 90% der Breite der
Elongationszone von Col-0 Wildtyppflanzen (Abb. 35B).
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2.4.4. Das Ansduern des ex vivo isolierten Pro-Enzyms von AtCEP2 fuhrt zur

Maturierung von AtCEP2 und zur gleichzeitigen Abspaltung von mCherry

In friheren Arbeiten der AG Gietl konnte bereits gezeigt werden, dass die enzymatische
Aktivierung von AtCEP2 pH-abhangig ist. Das enzymatisch inaktive Pro-Enzym von
AtCEP2 maturiert bei einem pH-Wert von 6.5 oder saurer in die entsprechende
enzymatisch aktive reife Untereinheit (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Daraus ergibt sich die Frage, ob im Zuge dieser pH-abhéngigen Maturierung bei einem
funktionellen AtCEP2-Reporterprotein  (Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL)
eine gleichzeitige Abspaltung des Fluoreszenzproteins mCherry stattfindet oder ob die
Spaltstelle N-terminal zu mCherry sitzt. Eine gleichzeitige Abspaltung des
Fluoreszenzproteins mCherry wiirde bedeuten, dass keine Visualisierung der maturierten
Untereinheit von AtCEP2 am CLSM maglich ist.

Hierfir wird ein Proteinextrakt von 7 d alten Keimlingen, die ein funktionelles
Reporterkonstrukt fir AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0
Wildtyp Hintergrund exprimieren, mit Hilfe einer a-HA Affinitdtsmatrix immunprazipitiert
und anschlie3end bei einem pH-Wert von 7.5 sowie 4.0 inkubiert. Nach der Aufarbeitung
werden die entsprechenden a-HA Affinititsmatrizes und deren Uberstande mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mittels Western-Blot Analyse durch
Dekorierung mit verschiedenen Antikorpern analysiert. Der Antikbrper a-HA (Abb. 37A)
erkennt den dreifachen Hamagglutinin-Tag des Fusionsproteins pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL, der Antikdrper a-RFP (Abb. 37B) detektiert das Fluoreszenzprotein
mCherry und der Antikérper a-AtCEP mature subunit (Abb. 37C) ist gegen die maturierte
Untereinheit von AtCEP2 gerichtet. Zusatzlich wird nach der SDS-PAGE eine
Silberfarbung durchgefihrt (Abb. 37D).

Alle verwendeten Antikdrper detektieren im Uberstand der Immunpréazipitation bei einem
pH-Wert von 7.5 kein Protein. Dies bedeutet, dass das Protein vollstandig an der a-HA
Affinitatsmatrix bindet (Abb. 37A-C Reihe 1). Nach der Inkubation der a-HA Affinitatsmatrix
bei 95 °C werden dagegen von allen drei Antikdrpern zwei distinkte Proteinbanden mit
einem Molekulargewicht zwischen 58 und 80 kDa erkannt (Abb. 37A-C Reihe 2). Diese
stellen das Pro-Enzym von AtCEP2 pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL mit einer
kalkulierten Molekularmasse von 70.5kDa in vermutlich zwei verschiedenen
Konformationen dar. Somit ist das Pro-Enzym von AtCEP2 von der a-HA Affinitatsmatrix
gelost worden und in den Uberstand (ibergangen. Dariiber hinaus werden von den
Antikdrpern a-RFP und a-AtCEP mature subunit zwei weitere Proteinbanden mit einem
Molekulargewicht zwischen 46 und 58 kDa erkannt. In diesem Bereich wird nur eine
Proteinbande vom Antikérper a-HA detektiert (Abb. 37A-C Reihe 2). Diese stellen

madglicherweise das 3xHA-mCherry-AtCEP2 Protein ohne die Pro-Sequenz und dem
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ER-RUlckhaltesignal ,KDEL“ mit einer kalkulierten Molekularmasse von 57.2 kDa in
vermutlich zwei verschiedenen Konformationen dar. Dass diese zwei Proteinbanden von
o-RFP und a-AtCEP mature subunit sehr stark und von a-HA nur eine Proteinbande sehr
schwach detektiert wird, deutet darauf hin, dass vom 3xHA-mCherry-AtCEP2 Protein
eventuell auch der Hauptteil des dreifachen Hamagglutinin-Tags abgespalten wurde.

Die Proteinbande mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa wird vom Antikorper a-HA
schwach, vom Antikdrper a-RFP stark und vom Antikorper a-AtCEP mature subunit nicht
detektiert. Diese stellt vermutlich das 3xHA-mCherry Protein mit einer kalkulierten
Molekularmasse von 32.8 kDa dar (Abb. 37A-C Reihe 2). Geringe Mengen dieser drei
Hamagglutinin-markierten Proteine konnten nicht geldst werden und bleiben an der a-HA
Affinitdtsmatrix hdngen (Abb. 37A-D Reihe 3). Die maturierte Form von AtCEP2 wird bei
einem pH-Wert von 7.5 vom Antikorper a-AtCEP mature subunit nicht detektiert.

Im Gegensatz dazu sind bei der Immunprézipitation mit einem pH-Wert von 4.0 insgesamt
nur zwei Proteinbanden mit den verwendeten Antikérpern detektierbar (Abb. 37A-C Reihe
4-6). Die detektierten Proteine befinden sich ausschlieBlich im Uberstand (Abb. 37A-C
Reihe 4). Eine Proteinbande, die ein Molekulargewicht von ca. 30 kDa aufweist, wird vom
Antikdrper a-AtCEP mature subunit erkannt und stellt die maturierte Untereinheit von
AtCEP2 dar (Abb. 37C, D Reihe 4 schwarzer Pfeil). Die andere Proteinbande, die ein
Molekulargewicht von etwas weniger als 30 kDa besitzt, wird vom Antikérper a-RFP
detektiert. Diese Proteinbande ist das im Zuge der Maturierung abgespaltene
Fluoreszenzprotein mCherry (Abb. 37B, D Reihe 4 weiRer Pfeil). Vom Antikérper a-HA
werden dagegen keine Proteinbanden erfasst (Abb. 37A Reihe 4-6). Dies bedeutet, dass
bei einem pH-Wert von 4.0 das Fusionsprotein pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL
maturiert, indem es sich durch Selbstspaltung von der a-HA Affinitatsmatrix 16st und in
Folge dessen in den Uberstand (ibergeht. Hierbei wird auch das Fluoreszenzprotein
mCherry (Abb. 37B, D Reihe 4 weil3er Pfeil) von der maturierten AtCEP2-Untereinheit
(Abb. 37C, D Reihe 4 schwarzer Pfeil) durch Ansauern abgespalten. Diese Spaltung bei
pH4.0 zwischen dem Fluoreszenzprotein mCherry und der maturierten
AtCEP2-Untereinheit kann zusatzlich durch eine Silberfarbung gezeigt werden (Abb. 37 D
Reihe 4 schwarzer und weil3er Pfeil).

Aufgrund der Tatsache, dass bei der Maturierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 auch das
Fluoreszenzprotein mCherry abgespalten wird, ist eine Visualisierung der maturierten
Form von AtCEP2 am CLSM nicht méglich. Somit kann ausschlief3lich die Expression des
Pro-Enzyms von AtCEP2 pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL am CLSM untersucht
werden. Die Abspaltung des Fluoreszenzproteins mCherry kdnnte hingegen der Grund fir

die Funktionalitat des AtCEP2-Reporterproteins sein.
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Abbildung 37: Maturierung des Fusionsprotein pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL durch Anséuern
fihrt zur Abspaltung der Pro-Sequenz und zur Spaltung zwischen dem Fluoreszenzprotein mCherry
(weil3er Pfeil) und der maturierten Untereinheit von AtCEP2 (schwarzer Pfeil). Pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL wird mittels einer a-HA Affinitatsmatrix bei einem pH Wert von 7.5 aus einem Proteinextrakt
von 7 d alten Keimlingen immunprazipitiert. Nach dem Waschen der a-HA Affinitatsmatrix, wird diese mit
einem Puffer bei pH 7.5 (Reihe 1-3) oder pH 4.0 (Reihe 4-6) bei Raumtemperatur inkubiert und der Uberstand
anschlieRend abzentrifugiert (Reihel, 4). Die a-HA Affinitdtsmatrix wird daraufhin bei 95 °C inkubiert und der
Uberstand (Reihe 3, 5) erneut von der a-HA Affinitatsmatrix (Reihe 4, 6) abzentrifugiert. Als Kontrolle wird
zusatzlich die a-HA Affinitdtsmatrix ohne Proteinextrakt nur mit Puffer bei pH 4.0 inkubiert (Reihe 7). Die a-HA
Affinitatsmatrix und die Uberstande werden anschlieRend mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Western-Blot Analyse durch verschiedene Antikdrper detektiert (A-C). Zusatzlich wird nach der SDS-PAGE
eine Silberfarbung durchgefihrt (D). MM = Molmarker; kDa = Kilodalton. Geénderte Darstellung aus Hierl et
al., 2014 (s. 7.1.).
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2.4.5. Akkumulierung von AtCEP2 und Speicherung als Pro-Enzym am oberen Ende

der ,lateral root cap‘: Lokalisation im Cytoplasma-Saum und nicht in der Zellwand

7 d alte Keimlinge, die ein funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP2 (Pcepz::pre-pro-
3XxHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, zeigen im
vegetativen Gewebe unter anderem in der Wurzelspitze eine sehr starke und distinkte
Expression des Pro-Enzyms von AtCEP2 in Form eines ,two band patterns® in der
Columella sowie am unteren und oberen Ende der LRC (Helm et al., 2008; Hierl et al.,
2014 (s. 7.1.)).

Es werden die Wurzeln von 7 d alten Keimlingen dieser Reporterpflanzen am oberen Ende
der LRC am CLSM untersucht, um die intrazellulére Lokalisation des Pro-Enzyms von
AtCEP2 zu analysieren. Hierfir werden die 7 d alten Keimlingen zur Visualisierung der
Zellwand mit Calcofluor gefarbt (Abb. 38 blau).

Im Bereich der ,Transition zone“ sind sowohl nicht elongierte isodiametrische
Epidermiszellen aus der meristematischen Zone (Abb. 38 links Pfeilspitzen) als auch
beginnende elongierende Epidermiszellen (Abb. 38 links Pfeile), die den Anfang der
Elongationszone definieren, erkennbar. Zudem sind schmale langgestreckte Zellen
sichtbar (Abb. 38 links Asteriske). Dies sind kollabierende Zellen am oberen Ende der LRC
auf Hohe der ,PCD Site I, die im Moment noch an der darunterliegenden Epidermis
anhaften und in Kirrze von dieser abschilfern werden.

Am oberen Ende der LRC ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in allen LRC-Zellen akkumuliert.
Hierbei ist das Pro-Enzym von AtCEP2 ausschlielich im Cytoplasma-Saum, der die
Vakuole umgibt, und nicht in der Zellwand lokalisiert (Abb. 38 Mitte und rechts: rot).

In der Epidermis der meristematischen Zone, der ,Transition zone® und der
Elongationszone ist dagegen kein mCherry-Signal des Pro-Enzyms von AtCEP2 sichtbar.
Maoglicherweise liegt die Expression des Pro-Enzym von AtCEP2 unterhalb der
Nachweisgrenze (Abb. 38).
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Epidermis
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Abbildung 38: Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in LRC-Zellen am oberen Ende der LRC in
der Wurzel 7 Tage alter Keimlinge. In den Zellen der LRC ist das Pro-Enzym von AtCEP2 im
Cytoplasma-Saum und nicht in der Zellwand gespeichert. In der Epidermis der meristematischen Zone,
der ,,Transition zone“ und der Elongationszone ist keine Expression des Pro-Enzym von AtCEP2
detektierbar. Links: Detektion der mit Calcofluor gefarbten Zellwénde (blau). Im Bereich der
»Transition zone“ sind sowohl nicht elongierte isodiametrische Epidermiszellen aus der
meristematischen Zone (Pfeilspitzen) als auch beginnende elongierende Epidermiszellen (Pfeile) zu
erkennen. Zudem sind die kollabierenden Zellen am oberen Ende der LRC als schmale langgestreckte
Zellen sichtbar (Asteriske). Mitte: Uberlagerung der Expression von pro-mCherry-AtCEP2-KDEL (rot)
und der Detektion der Zellwande (blau). Rechts: VergroRerung des im mittleren Bild weil umrandeten
Bereiches. Dargestellt sind 600-fache VergréRerungen von Calcofluor-gefarbten Wurzelspitzen, die am
CLSM aufgenommen wurden. Es sind jeweils 4 Bilder Ubereinander gelagert worden.

Die subzellulédre Lokalisation von AtCEP2 kann mit Hilfe eines Peptid-Antikdrpers gegen
die reife Untereinheit von AtCEP2 in einer ,Whole Mount* Immunlokalisierung untersucht
werden. Diese ,Whole Mount Immunlokalisierung und die anschlieende Mikroskopie
wurde in Kollaboration mit der Universitat Regensburg (Lehrstuhl fir Zellbiologie und
Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Muller) durchgefiihrt (s. Anh. 6.3.).

In der Wurzelspitze sind AtCEP2-Signale in verschiedenen Zellwédnden detektierbar
(s. Abb. 50). Einerseits sind AtCEP2-Signale in der Zellwand von LRC-Zellen am oberen
Ende der LRC kurz vor dem Ubergang zur Elongationszone lokalisiert (s. Abb. 50A, D-F).
Andererseits sind zudem AtCEP2-Signale in der Zellwand der Epidermiszellen der

beginnenden Elongationszone, der ,rapid elongation zone®, detektierbar (s. Abb. 50A-D).
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2.4.6. Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in einer gebogenen Epidermiszelle

an der endogenen Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums
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Abbildung 39 (entspricht Abb. 2 und ist an dieser Stelle zur Erleichterung des Lesers noch einmal eingeflgt):
Ubersicht der Entwicklungsstadien I-VIlIl beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums
durch die Uberlagernden Schichten (Endodermis, Cortex, Epidermis) in Arabidopsis. Im Stadium |
entsteht durch antikline Zellteilung ein 1-schichtiges Seitenwurzel-Primordium. Durch eine anschlieRende
perikline Zellteilung entwickelt sich ein 2-schichtiges Seitenwurzel-Primordium, mit einer inneren und einer
auBeren Zellschicht (Stadium II). Durch weitere perikline Zellteilungen (Stadium IlIl, IV und VI) und antikline
Zellteilungen (Stadium V und VII) entsteht im Stadium VII ein Kuppel-férmiges Seitenwurzel-Primordium.
Dieses ist bereits in Leitbindel (grau), Perizykel (lila), Endodermis (gelb), Cortex (griin) und Epidermis (rot)
differenziert. Im Stadium VIII tritt das Seitenwurzel-Primordium durch Auseinanderweichen der Epidermis
hervor (Malamy and Benfey, 1997). Geanderte Darstellung der Ubersicht nach Péret et al., 2009a.

Fir die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP1 in vivo im vegetativen
Gewebe werden 10d alte homozygote atcepl ko Keimlinge, die ein funktionelles
Reporterkonstrukt fur AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren
(s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert. Diese homozygote transgene Reporterlinie ist aufgrund
der Funktionalitdt des AtCEP1 Reporterproteins vergleichbar mit Col-0 Wildtyppflanzen
(s. Abb. 8). Bei der Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP1 in vivo kann
am CLSM wahrscheinlich ausschlief3lich die Expression des Pro-Enzyms von AtCEPL1 pro-
3XxHA-EGFP-AtCEP1-KDEL und nicht die maturierte Form von AtCEP1 visualisiert
werden. Dies liegt daran, dass im Zuge der Maturierung von AtCEP1, entsprechend der
Maturierung von AtCEP2 (s. Kap. 2.4.4.; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)), wahrscheinlich auch
das Fluoreszenzprotein EGFP von der maturierten Untereinheit abgespalten wird.

Vor dem Entwicklungsstadium VII ist keine Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1
in der Epidermis festzustellen (nicht dargestellt). Ab dem Entwicklungsstadium VIl ist das
Pro-Enzym von AtCEP1 in der Wurzel sehr distinkt in einer Epidermiszelle lokalisiert.
Genau neben dieser Epidermiszelle tritt das neugebildete Seitenwurzel-Primordium
endogen aus (Abb. 40). Im Stadium VII der Seitenwurzelentwicklung befindet sich das
neugebildete Seitenwurzel-Primordium in der Epidermis und ihr Austritt durch diese steht
unmittelbar bevor (Abb. 40A, B, C: weilRe Pfeilspitzen; s. Abb. 39). In dieser
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Epidermiszelle, die fir den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums
auseinanderweichen muss, ist das Pro-Enzym von AtCEP1 akkumuliert (Abb. 40B weil3er
Asterisk; C, D). Auch nach dem endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums durch
die Epidermis zeigt die auseinandergewichene Epidermiszelle eine konsistente
Expression von Pro-AtCEP1 sowohl im Entwicklungsstadium VIII (Abb. 40E-H; s. Abb. 39)
als auch im Stadium LR der Seitenwurzelentwicklung (Abb. 401-M; s. Abb. 39), in dem das
Seitenwurzel-Primordium bereits deutlich aus der Epidermis ausgetreten ist und als adulte
Seitenwurzel definiert wird. Hierbei ist zu erkennen, dass das Pro-Enzym von AtCEP1 in
einer stark gebogenen Epidermiszelle lokalisiert ist. Diese Biegung ist durch die
mechanischen Kréfte wahrend der Zellseparation im Zuge der Gewebe-Remodellierung

entstanden.

Abbildung 40: Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 in einer (weil3e Asteriske) Epidermiszelle,
die fur den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums auseinanderweichen muss, im
Entwicklungsstadium VII (A-D) und VIII (E-H) sowie im Entwicklungsstadium LR (I-M). Dargestellt sind
neugebildete Seitenwurzel-Primordia von verschiedenen 10 Tage alten homozygoten atcepl ko Keimlingen,
die ein funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren.
Es sind 600-fache VergroRerungen dargestellt. Die Aufnahmen wurden am CLSM getéatigt. Weil3e Pfeilspitzen
in A-C markieren das neugebildete Seitenwurzel-Primordium unmittelbar vor dem Austritt durch die Epidermis.
WeilRe Asteriske in B, Fund K zeigen die Epidermiszelle (teilweise stark gebogen), in der Pro-AtCEP1
akkumuliert und die fiir den endogenen Austritt des neugebildeten Seitenwurzel-Primordiums weichen muss.
In A, E und | ist die Ebene des Seitenwurzel-Primordiums fokussiert. In B-D, F-H und K-M ist die Ebene der
Epidermis fokussiert. Fur die entsprechenden Entwicklungsstadien der Seitenwurzel-Primordia siehe Abb. 39.
Entwicklungsstadium LR: Das Seitenwurzel-Primordium ist bereits deutlich aus der Epidermis ausgetreten und
wird als adulte Seitenwurzel (lateral root, LR) bezeichnet. Es weist das charakteristische Zellmuster 10-16-10
(linke und rechte Seite der Epidermis bestehen aus jeweils zehn Zellen; Spitze der Epidermis wird aus 16
Zellen gebildet) auf (Malamy and Benfey, 1997).
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Fur die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP2 in vivo im vegetativen
Gewebe werden 10 d alte homozygote Keimlinge, die ein funktionelles Reporterkonstrukt
fur AtCEP2 (Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren, analysiert (s. Kap. 2.1.1.; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Mit dem verwendeten CLSM Fluoview FV 1000 kann keine Expression des Pro-Enzyms
von AtCEP2 an der endogenen Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums
nachgewiesen werden. In Kollaboration mit der Universitat Regensburg (Lehrstuhl fur
Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes) kann dagegen eine epidermale
Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 an der endogenen Austrittsstelle des
Seitenwurzel-Primordiums gezeigt werden. Diese Mikroskopie fihrte Benedikt Muiller
(benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) am CLSM Leica SP8 durch (s. Anh. 6.2.).
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2.4.7. Der Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 bewirkt eine zeitliche
Verzogerung beim Durchdringen der Seitenwurzel-Primordia durch die

uberlagernden Zellschichten

Aufgrund der Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 und AtCEP2 wird darauffolgend
untersucht, ob AtCEP eine Funktion wahrend des endogenen Austritts des Seitenwurzel-
Primordiums besitzen.

Dies wird in einem sogenannten ,bending assay“ analysiert. Hierbei wird durch Drehung
der entsprechenden 7-10 d alten Keimlinge um 90 Grad die synchrone Bildung eines
neuen Seitenwurzel-Primordiums induziert. Somit weisen alle analysierten Seitenwurzel-
Primordia dasselbe Alter auf. Es wird nach 49 Stunden quantitativ ausgewertet, in welcher
Zellschicht sich das Seitenwurzel-Primordium befindet (s. Abb. 39). Nach dieser Zeit sind
die meisten Seitenwurzel-Primordia gerade am Austritt durch die Epidermis (Abb. 41
Stadium VII) oder bereits gerade ausgetreten (Abb. 41 Stadium VIII). Alle Seitenwurzel-
Primordia, die noch nicht in die Epidermis eingedrungen sind und sich in friheren
Entwicklungsstadien befinden werden zusammengefasst (Abb. 41 Stadium I-VI). Des
Weiteren werden alle Seitenwurzel-Primordia, die bereits deutlich aus der Epidermis
ausgetreten sind ebenfalls zusammengefasst und als adulte Seitenwurzeln (lateral root,
LR) definiert (Abb. 41 Stadium LR). Ein Seitenwurzel-Primordium wird als adulte
Seitenwurzel bezeichnet, wenn es das charakteristische Zellmuster 10-16-10 (linke und
rechte Seite der Epidermis bestehen aus jeweils zehn Zellen; Spitze der Epidermis wird
aus 16 Zellen gebildet) aufweist (Malamy and Benfey, 1997).

Die Entwicklung der Seitenwurzel-Primordia werden in den homozygoten Pflanzen der
entsprechenden Single-Mutanten von atcepl ko, atcep2 ko und atcep3 ko analysiert.
Dartber hinaus werden homozygoten Pflanzen der atcep3 x atcepl ko sowie der

atcep_triple-ko/kd untersucht. Als Vergleich werden Col-0 Wildtyppflanzen verwendet.

Der jeweilige Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEPS3 fiihrt zum quantitativen
Entwicklungs-Phanotyp der starksten zeitlichen Verzogerung beim Durchdringen der
Seitenwurzel-Primordia durch die Uberlagernden Zellschichten gegentber Col-0
Wildtyppflanzen (Abb. 41).

Der Doppelverlust von AtCEP1 und AtCEP3 bewirkt ebenfalls einen verlangsamten
Austritt des Seitenwurzel-Primordiums. Dieser verlangsamte Austritt scheint im Vergleich
zu den entsprechenden Single-Mutanten von AtCEP jedoch schneller zu sein und sich der
Austrittsgeschwindigkeit in Col-0 Wildtyppflanzen anzundhern.

Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitigem ,Knockdown® von AtCEP2
(atcep_triple-ko/kd) verursacht ebenso einen verlangsamten Austritt des Seitenwurzel-

Primordiums. Dieser verlangsamte Austritt scheint im Vergleich zu den entsprechenden
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Single-Mutanten von AtCEP etwas schneller, im Vergleich zur Doppelmutante
atcep3 x atcepl ko jedoch etwas langsamer zu verlaufen.

Somit fuhren weder der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 noch der Doppel-Verlust
von AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitigem ,Knockdown* von AtCEP2 zu einem additiven
Entwicklungs-Phanotyp, der sich in einem noch langsameren Austritt der Seitenwurzel-
Primordia als bei einem Einfach-Verlust von AtCEP aul3ert. Im Gegenteil, der Doppel-
Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitigem ,Knockdown® von AtCEP2 bewirkt
einen schnelleren verlangsamten Austritt. Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3
fuhrt zu einem noch schnelleren verlangsamten Austritt der Seitenwurzel-Primordia, der

sich bereits der Austrittsgeschwindigkeit in Col-0 Wildtyppflanzen anzun&hern scheint.

Lateral Root Developmental Stages

WTCol0 atcepl atcep2 atcep3 atcep3 x atcepl  atcep_triple ko/kd

mi-vi mVvil mVil mLR p<0.05

Abbildung 41: Vergleich der Entwicklungsstadien der Seitenwurzel-Primordia, in welcher Zellschicht
diese lokalisiert sind: Der jeweilige Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 fiihrt zum
guantitativen Entwicklungs-Ph&notyp der stérksten zeitlichen Verzégerung beim Durchdringen der
Seitenwurzel-Primordia durch die uberlagernden Zellschichten. Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und
AtCEP3 mit gleichzeitigem ,,Knockdown®“ von AtCEP2 bewirkt einen schnelleren verlangsamten
Austritt. Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEPS3 fihrt zu einem noch schnelleren verlangsamten
Austritt der Seitenwurzel-Primordia, der sich bereits der Austrittsgeschwindigkeit in Col-0
Wildtyppflanzen anzunahern scheint. Es werden homozygote Pflanzen der atcepl ko, atcep2 ko,
atcep3 ko, atcep3 x atcepl ko und atcep_triple-ko/kd in einem ,bending assay“ analysiert. In diesem wird
durch Drehung der entsprechenden 7-10 d alten Keimlinge um 90 Grad die synchrone Bildung eines neuen
Seitenwurzel-Primordiums induziert. Die Saulen reprasentieren die durchschnittliche Anzahl an Seitenwurzel-
Primordia aus vier unabhangigen Experimenten (biologische Replika) im jeweiligen Entwicklungsstadium in
Prozent. Stichprobenumfang der vier unabhangigen Experimente: WT Col-0: 15, 20, 18, 20; atcepl ko: 26,
24, 30, 27; atcep2 ko: 25, 29, 26, 28; atcep3 ko: 26, 30, 29, 28; atcep3 x atcepl ko: 22, 22, 27, 26;
atcep_triple-ko/kd: 21, 24, 22, 26. Des Weiteren zeigen die Fehlerbalken die Standardabweichung an.
Unterschiedliche Buchstaben oberhalb der Saulen weisen entsprechend dem ANOVA- und Duncan Test auf
statistisch signifikant unterschiedliche Gruppen hin. Dieselben Buchstaben dagegen zeigen entsprechend
dem ANOVA- und Duncan Test statistisch nicht signifikant verschiedene Gruppen. Entwicklungsstadium I-VI:
Zusammenfassung aller Seitenwurzel-Primordia, die noch nicht in die Epidermis eingedrungen sind.
Entwicklungsstadium VII:  Seitenwurzel-Primordium  tritt gerade durch die  Epidermis aus.
Entwicklungsstadium VIII: Seitenwurzel-Primordium ist gerade bereits durch die Epidermis ausgetreten.
Entwicklungsstadium LR: Zusammenfassung aller Seitenwurzel-Primordia, die bereits deutlich aus der
Epidermis ausgetreten sind. Ab dem charakteristischen Zellmuster 10-16-10 (linke und rechte Seite der
Epidermis bestehen aus jeweils zehn Zellen; Spitze der Epidermis wird aus 16 Zellen gebildet) werden diese
als adulte Seitenwurzeln (lateral root, LR) bezeichnet (Malamy and Benfey, 1997). Siehe hierfur auch Abb. 39.
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Entwicklungsstadium I-VI (s. Abb. 41 griin): Perizykel, Endodermis und Cortex

Col-0 Wildtyppflanzen besitzen in diesem Stadium keine Seitenwurzel-Primordia.
Dagegen bewirkt der Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 in den
entsprechenden homozygoten Single-Mutanten, dass diese mit 6-12 % signifikant mehr
Seitenwurzel-Primordia aufweisen als Col-0 Wildtyppflanzen. Homozygote Pflanzen der
atcep3 x atcepl ko zeigen mit 2-3 % keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
Seitenwurzel-Primordia gegeniber Col-0 Wildtyppflanzen und homozygoten atcep3 ko
Pflanzen. Ebenso besitzen homozygote Pflanzen der atcep_triple-ko/kd mit 1-2 % fast
keine Seitenwurzel-Primordia. Sie sind in ihrer Entwicklung nicht signifikant verschieden
zu Col-0 Wildtyppflanzen sowie zu homozygoten Pflanzen der atcep3 ko und der
atcep3 x atcepl ko.

Entwicklungsstadium VII (s. Abb. 41 rot): Epidermis

Col-0 Wildtyppflanzen zeigen in diesem Stadium 14 % Seitenwurzel-Primordia. Der
Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 bewirkt in den entsprechenden
homozygoten Single-Mutanten, dass diese mit 29-34 % signifikant mehr Seitenwurzel-
Primordia als Col-0 Wildtyppflanzen aufweisen. Somit fihrt der Einfach-Verlust von
AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 zu der doppelten Anzahl an Seitenwurzel-Primordia in der
epidermalen Zellschicht. Ebenso zeigen homozygote Pflanzen der atcep_triple-ko/kd mit
29 % signifikant mehr Seitenwurzel-Primordia als Col-0 Wildtyppflanzen. Homozygote
Pflanzen der atcep3 x atcepl ko weisen mit 24 % keinen signifikanten Unterschied in der
Anzahl an Seitenwurzel-Primordia gegeniiber Col-0 Wildtyppflanzen auf. Diese
Doppelmutante ist ebenso gegeniiber den homozygoten Pflanzen der drei Single-
Mutanten und gegeniber den homozygoten Pflanzen der atcep_triple-ko/kd nicht

signifikant verschieden in ihrer Anzahl an Seitenwurzel-Primordia.

Entwicklungsstadium VIII (s. Abb. 41 lila): Austritt aus der Epidermis

In Col-0 Wildtyppflanzen sind 78 % der Seitenwurzel-Primordia bereits aus der Epidermis
ausgetreten. Im Gegensatz dazu fihrt der Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder
AtCEP3 in den entsprechenden homozygoten Single-Mutanten dazu, dass diese mit
52-63 % signifikant weniger Seitenwurzel-Primordia als Col-0 Wildtyppflanzen aufweisen.
Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 bewirkt in homozygoten Pflanzen der
atcep3 x atcepl ko, dass diese eine Anzahl von 73 % an Seitenwurzel-Primordia in
diesem Stadium zeigen. Diese homozygoten Pflanzen der Doppel-Mutante sind
gegenuber Col-0 Wildtyppflanzen, homozygoten Pflanzen der atcep3 ko sowie der

atcep_triple-ko/kd  nicht  signifikant  verschieden. Homozygote Pflanzen der
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atcep_triple-ko/kd sind mit 66 % an Seitenwurzel-Primordia dartber hinaus nicht

signifikant different zu homozygoten atcep3 ko Pflanzen.

Entwicklungsstadium LR (s. Abb. 41 schwarz): adulte Seitenwurzel

Col-0 Wildtyppflanzen weisen in diesem Stadium 8 % Seitenwurzel-Primordia auf.
Homozygote Pflanzen der atcep2 ko sowie der atcep3 x atcepl ko sind mit 2 % bzw. 1 %
Seitenwurzel-Primordia signifikant verschieden zu Col-0 Wildtyppflanzen. Homozygote
Pflanzen der atcepl ko (3 %), atcep3 ko (2 %) und atcep_triple-ko/kd (4 %) sind weder zu
Col-0 Wildtyppflanzen noch zu homozygoten Pflanzen der atcep2 ko sowie
atcep3 x atcepl ko signifikant different.
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2.5. Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in Organellen, die vom ER

stammen

2.5.1. Subzelluldre Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 mit Hilfe einer

fluoreszenzmarkierten ER-Lumen-Markerlinie: Speicherung von Pro-AtCEP2 in

Ricinosomen-ahnlichen Organellen und in ER-bodies

In friheren Arbeiten der AG Gietl konnte bereits in Arabidopsis Keimlingen gezeigt
werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 in der Columella, in der lateralen Wurzelhaube
und an der Basis junger Blatter in runden, 1 um grof3en Ricinosomen-ahnlichen
Organellen gespeichert ist. Des Weiteren akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in den
»hon-protruding cell files* des Hypokotyls in ER-bodies mit ihrer charakteristischen
1x10 um grof3en Spindel-férmigen Gestalt (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Im Hypokotyl ist die
Epidermis in zwei verschiedene Zellreihen aufgeteilt: nicht hervorstehende Zellreihen
(non-protruding cell files) mit Stomata und hervorstehende Zellreihen (protruding cell files)
ohne Stomata (Gendreau et al., 1997). Das Pro-Enzym von AtCEP?2 ist in der Epidermis
der ,non-protruding cell files®, nicht jedoch in den Stomata selbst lokalisiert (Hierl et al.,
2014 (s. 7.1.)).

Grundsatzlich speichern ER-bodies grof’e Mengen an B-Glucosidasen mit C-terminalen
ER-Ruckhaltesignalen wie das Protein PYK10, das als Hauptbestandteil in ER-bodies
identifiziert worden ist (Matsushima et al., 2003; Nakano et al., 2014).

Somit wird im Zuge dieser Arbeit analysiert, ob in Ricinosomen-&hnlichen Organellen und
in ER-bodies, die beide das Pro-Enzym von AtCEP2 enthalten, zusatzlich auch andere
Proteine wie B-Glucosidasen gespeichert werden. Des Weiteren, ob es
Ricinosomen-&hnliche Organellen und ER-bodies gibt, die ausschlief3lich andere Proteine
und kein Pro-Enzym von AtCEP2 speichern.

Hierfir werden Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (Pcep2::pre-pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL) fur AtCEP2 (s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren, mit Pflanzen einer ER-Lumen-Markerlinie, die das Fluoreszenzprotein GFP
mit dem ER-Ruckhaltesignal ,HDEL® exprimiert (GFP-HDEL) (Nelson et al., 2007),
gekreuzt. Somit sind die vom ER stammenden Organellen in 7 d alten Keimlingen am

CLSM visualisierbar:
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- grune Ricinosomen-ahnliche Organellen speichern kein Pro-Enzym von AtCEP2,
jedoch neben GFP-HDEL womdglich noch andere Proteine

- grune ER-bodies speichern kein Pro-Enzym von AtCEP2, jedoch neben
GFP-HDEL zusatzlich B-Glucosidasen und womdglich noch andere Proteine

- gelbe Ricinosomen-ahnliche Organellen speichern das Pro-Enzym von AtCEP2

und neben GFP-HDEL womdglich noch andere Proteine
- gelbe ER-bodies speichern das Pro-Enzym von AtCEP2 und neben GFP-HDEL
zusétzlich B-Glucosidasen und womdglich noch andere Proteine.

Abbildung 42: Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist in Keimlingen in Ricinosomen-ahnlichen Organellen
sowie in ER-bodies gespeichert. (B-D) In den Epidermiszellen an der Basis junger Blatter finden sich
Zellen, in denen das Pro-Enzym von AtCEP2 sowohl in ER-bodies als auch in Ricinosomen-ahnlichen
Organellen zusammen mit anderen Proteinen gespeichert ist (gelb). Daneben finden sich Zellen, in
denen ausschlieRlich GFP-HDEL und womdéglich noch andere Proteine wie B-Glucosidasen in vom ER
stammenden Organellen akkumulieren (grin). (E, F) In der Epidermis des Hypokotyls ist das
Pro-Enzym von AtCEP2 in ER-bodies zusammen mit GFP-HDEL und womdglich noch anderen
Proteinen wie B-Glucosidasen ausschlie3lich in den ,,non-protruding cell files“ lokalisiert (rot). In den
»protruding cell files“ ist kein Pro-AtCEP2 in den ER-bodies gespeichert (griin). (B-F) Die rot-geféarbten
ER-Strukturen, die ein kortikales netzartiges Muster ergeben, kdnnten auf naszierendes pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL im ER hindeuten. Fir die Untersuchung der subzellularen Lokalisation des
Pro-Enzyms von AtCEP2 werden Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (Pcep2::pre-pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL) fir AtCEP2 (s. Kap.2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, mit Pflanzen
einer ER-Lumen-Markerlinie, die das Fluoreszenzprotein GFP mit dem ER-Ruckhaltesignal ,HDEL" exprimiert
(GFP-HDEL) (Nelson et al., 2007), gekreuzt. 7 Tage alte Keimlinge dieser neu generierten Linie werden am
CLSM analysiert. Dargestellt ist eine lichtmikroskopische Aufnahme zur Ubersicht eines Arabidopsis Keimlings
(A). Des Weiteren sind 600-fache VergroRerungen (B und E), die mittels CLSM aufgenommen wurden,
abgebildet. Die in B und E weil3 umrandeten Rechtecke sind vergrof3ert dargestellt (C, D und F).
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In den epidermalen Zellen an der Basis junger Blatter ist zu erkennen, dass das
Pro-Enzym von AtCEP2 grundsatzlich nicht nur in Ricinosomen-ahnlichen Organellen,
sondern auch in ER-bodies gespeichert ist (Abb. 42B). Es sind grine und gelbe
Ricinosomen-ahnliche Organellen sowie griine und gelbe ER-bodies zu erkennen. In jeder
Zelle sind immer entweder Ricinosomen-ahnliche Organellen oder ER-bodies vorhanden.
Es ist keine Epidermiszelle erkennbar, in der die zwei verschiedenen, vom ER
stammenden Organellen gleichzeitig akkumuliert sind (Abb. 42B). Darlber hinaus ist das
Pro-Enzym von AtCEP2 in den Zellen, in denen es lokalisiert ist, in allen vom ER
stammenden Organellen gespeichert und anscheinend sogar im ER-Lumen selbst
akkumuliert (Abb. 42C, D). Die Lokalisation im ER-Lumen selbst konnte auf naszierendes
pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL hindeuten, bei dem erst das pro-3xHA-mCherry
translatiert wurde und die Translation von -AtCEP2-KDEL noch bevorsteht. Aus diesem
Grund hat noch keine Speicherung in den vom ER stammenden Organellen stattgefunden
und das ER-Lumen erscheint rot (Abb. 42C, D).

Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist in der Epidermis der ,non-protruding cell files®, nicht
jedoch in den Stomata selbst lokalisiert (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Bei der subzellularen
Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 im Hypokotyl sind in den Epidermiszellen der
»hon-protruding cell files* ausschliellich gelbe ER-bodies zu erkennen. Somit sind in
jedem ER-body das Pro-Enzym von AtCEP2 und neben GFP-HDEL womdglich zusatzlich
B-Glucosidasen und noch andere Proteine gespeichert. In den ,protruding cell files* sind
ausschlielich griine ER-bodies ohne Pro-AtCEP2 zu detektieren. Generell sind in der
Epidermis des Hypokotyls keine Ricinosomen-dhnlichen Organellen vorhanden
(Abb. 42E, F).
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In der Wurzelspitze akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in Form eines sehr distinkten
»iwo band patterns” in der zentralen Wurzelhaube, der Columella, sowie in den Zellen am
unteren und oberen Ende der LRC (Abb. 43A; Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
Am oberen Ende der LRC sind einerseits Zellen der LRC mit gelben
Ricinosomen-ahnlichen Organellen, die das Pro-Enzym von AtCEP2 speichern, zu
erkennen (Abb. 43B, C). Andererseits sind LRC-Zellen mit griinen Ricinosomen-&hnlichen
Organellen zu detektieren (Abb. 43B). In diesen ist kein Pro-Enzym von AtCEP2
akkumuliert.

In der Wurzelspitze ist das Pro-Enzym von AtCEPZ2 in der zentralen Columella (Abb. 43E
Pfeil, G) und am unteren Ende der LRC (Abb.43E Pfeilspitzen) in gelben
Ricinosomen-ahnlichen Organellen gespeichert (Abb. 43E, G).

In jeder Zelle der LRC und der zentralen Columella, in der das Pro-Enzym von AtCEP2
gespeichert ist, ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in allen Ricinosomen-&hnlichen
Organellen akkumuliert (Abb. 43C, G). In der jeweils darunterliegenden Epidermis sind
ausschlieBlich Zellen mit griinen ER-bodies ohne dem Pro-Enzym von AtCEP2 vorhanden
(Abb. 43D, F).

In der Epidermis von Kotyledonen sowie an der Spreite junger Blatter finden sich griine
ER-bodies, jedoch keine vom ER stammenden Organellen, die das Pro-Enzym von
AtCEP2 speichern (nicht dargestellt).
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Abbildung 43: (A) In der Wurzelspitze akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 (rot) in Form eines sehr
distinkten ,,two band patterns* in der Columella sowie in den Zellen am unteren und oberen Ende der
LRC. (B, C) Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist am oberen Ende der LRC in Ricinosomen-&hnlichen
Organellen gespeichert (gelb). (E, G) In der Wurzelspitze ist das Pro-Enzym von AtCEP2 in der
zentralen Columella (Pfeil) und in der LRC (Pfeilspitzen) ebenfalls in Ricinosomen-ahnlichen
Organellen gespeichert (gelb). (D, F) In der jeweils darunterliegenden Epidermis sind ausschlieB3lich
Zellen mit ER-bodies ohne Pro-AtCEP2 vorhanden (griin). Fir die Untersuchung der subzellularen
Lokalisation des Pro-Enyzms von AtCEP2 werden Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt
(Pcepz2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) fur AtCEP2 (s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren, mit Pflanzen einer ER-Lumen-Markerlinie, die das Fluoreszenzprotein GFP mit dem
ER-Ruckhaltesignal ,HDEL" exprimiert (GFP-HDEL) (Nelson et al., 2007), gekreuzt. 7 Tage alte Keimlinge
dieser neu generierten Linie werden am CLSM analysiert. Dargestellt sind eine 200-fache VergroRerung (A)
und 600-fache VergroRerungen (B, E). Die in B und E vergréRert dargestellten Aufnahmen, sind aus den
Bereichen, die in A beispielhaft weil? umrandet sind. Die in B und E weif3 umrandeten Rechtecke sind
vergroRert dargestellt (C, D, F, G). In C ist die Ebene der Zellen der LRC, in G ist die Ebene der zentralen
Columella-Zellen und in D und F ist die Ebene der jeweils darunterliegenden Epidermiszellen abgebildet.
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2.5.2. Subzelluldre Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 bei Verlust von

ER-bodies in der homozygoten atnail x AtCEP2 Mutante: Riickstau von Pro-AtCEP2

im ER und keine Ubernahme der Speicherung von Pro-AtCEP2 in

Ricinosomen-dhnlichen Organellen durch deren Neubildung

Es stellt sich nun die Frage, ob der Verlust von ER-Bodies eine Neubildung von anderen
vom ER stammenden Organellen, wie beispielsweise den Ricinosomen-ahnlichen
Organellen, induziert. Des Weiteren, ob diese neugebildeten vom ER stammenden
Organellen die Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP2 tibernehmen.

Hierfur wird die T-DNA Insertionsmutante atnail, bei der sich die Insertionsstelle in der
5'UTR 67 Basenpaare N-terminal zum Startcodon ,ATG" befindet, verwendet. Das Gen
AtNAI1 kodiert fur den Transkriptionsfaktor AtNAIL, der alleine fir die Bildung von
ER-bodies in Arabidopsis verantwortlich ist (Matsushima et al., 2004).

Es werden homozygote atnail Pflanzen (GK-136G06-012754) mit Pflanzen, die ein
funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL) (s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser
atnail x AtCEP2 Linie werden 7 d alte Keimlinge am CLSM analysiert.

Abbildung 44: Rickstau des Pro-Enzyms von AtCEP2 bei Verlust von ER-bodies im ER und keine
Ubernahme der Speicherung von Pro-AtCEP2 in Ricinosomen-dhnlichen Organellen durch deren
Neubildung. Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist bei Verlust von ER-bodies im Hypokotyl in den
»hon-protruding cell files“ (weiBe Pfeilspitzen markieren Stomata) nicht in Ricinosomen-ahnlichen
Organellen exprimiert, sondern es sind rote kortikale netzartige Strukturen, die fir das ER
charakteristisch sind, erkennbar. Es werden homozygote atnail Pflanzen (GK-136G06-012754) mit
Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) fur AtCEP2
(s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser atnail x AtCEP2 Linie werden
7 d alte Keimlinge am CLSM analysiert. Dargestellt sind 600-fache VergrdlRerungen des Hypokotyls (A und B).
Das in B weil3 umrandete Rechteck ist vergrof3ert dargestellt (C).
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Bei Vorhandensein des Transkriptionsfaktors AtNAIL1 wird das Pro-Enzym von AtCEP2 im
Hypokotyl in den Epidermiszellen der ,non-protruding cell files® ausschliefdlich in
ER-bodies gespeichert (s. Kap. 2.5.1.). Bei Verlust von AtNAI1 finden sich in den
Epidermiszellen der ,non-protruding cell files® keine roten ER-bodies, in denen das
Pro-Enzym von AtCEP2 gespeichert ist. Darlber hinaus findet zudem keine Neubildung
von runden Ricinosomen-dhnlichen Organellen, mit ihrem charakteristischen
Durchmesser von 1 pm, statt, um die Speicherung von Pro-AtCEP2 zu Ubernehmen.
Dagegen sind rote kortikale netzartige Strukturen, die fiir das ER charakteristisch sind, zu
erkennen (Abb. 44). Somit fuhrt der Verlust von ER-bodies zu einem Rickstau des
Pro-Enzyms von AtCEP2 im Netzwerk des ER und es findet keine Ubernahme der
Speicherung von Pro-AtCEP2 in Ricinosomen-ahnlichen Organellen durch deren
Neubildung statt.
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Daraus ergibt sich die Frage, ob der Transkriptionsfaktor AtNAI1 auch fir die Bildung von
Ricinosomen-ahnlichen Organellen verantwortlich ist.

Hierzu werden die epidermalen Zellen an der Basis junger Blatter und die Zellen am
oberen Ende der LRC analysiert, da in diesen das Pro-Enzym von AtCEP2 unter anderem
in Ricinosomen-ahnlichen Organellen gespeichert wird (s. Kap. 2.5.1.).

In den Zellen am oberen Ende der LRC ist zu erkennen, dass das Pro-Enzym von AtCEP2
auch bei Verlust von AtNAI1 nach wie vor in roten runden Ricinosomen-&hnlichen
Organellen, mit ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 um, gespeichert wird
(Abb. 45A-C).

An der Basis junger Blatter finden sich bei Verlust von AtNAI1 einerseits Epidermiszellen,
in denen das Pro-Enzym von AtCEP2 in roten runden Ricinosomen-ahnlichen Organellen
gespeichert ist (Abb. 45D-F, Asterisk). Andererseits sind darliber hinaus Epidermiszellen
sichtbar, in denen rote kortikale netzartige Strukturen vorhanden sind, die fir das ER
charakteristisch sind (Abb. 45D-F, Pfeilspitzen). Dies sind die Epidermiszellen, in denen
bei Vorhandensein von AtNAIL, das Pro-Enzym von AtCEP2 in ER-bodies gespeichert
wird (s. Abb. 42B). Der Verlust der ER-bodies filhrt im ER nun zu einem Rickstau des
Pro-Enzyms von AtCEP2.

| | | l
E

Abbildung 45: (A-C) Das Pro-Enzym von AtCEP2 akkumuliert auch bei Verlust von AtNAILl in den Zellen
am oberen Ende der LRC in roten runden Ricinosomen-ahnlichen Organellen. (D-F) An der Basis
junger Blatter ist das Pro-Enzym von AtCEP2 bei Verlust von AtNAIL in Epidermiszellen einerseits in
roten runden Ricinosomen-ahnlichen Organellen gespeichert (Asterisk). Andererseits sind
Epidermiszellen sichtbar, in denen rote kortikale netzartige Strukturen vorhanden sind, die fur das ER
charakteristisch sind (Pfeilspitzen). Dies sind die Epidermiszellen, in denen bei Vorhandensein von
AtNAI1, das Pro-Enzym von AtCEP2 in ER-bodies gespeichert wird und sich nun bei Verlust von
ER-bodies im ER ein Riickstau an Pro-AtCEP2 bildet (D-F). Es werden homozygote atnail Pflanzen
(GK-136G06-012754) mit Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL) flur AtCEP2 (s. Kap. 2.1.1.) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser
atnail x AtCEP2 Linie werden 7d alte Keimlinge am CLSM analysiert. Dargestellt sind 600-fache
VergréBerungen von Zellen am oberen Ende der LRC (A und B) und 600-fache VergréRerungen von
Epidermiszellen an der Basis junger Blatter (D und E). Das in B bzw. in D weil3 umrandete Rechteck istin C
bzw. in F vergroRert dargestellt.
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Somit ist der von AtNAIL1 kodierte Transkriptionsfaktor vermutlich ausschlieZlich fir die
Bildung der ER-bodies, nicht jedoch fir die Bildung der Ricinosomen-ahnlichen
Organellen verantwortlich. Dartber hinaus bildet das Pro-Enzym von AtCEP2 in den
Zellen, in denen es bei Vorhandensein von AtNAI1 in ER-bodies akkumuliert, bei Verlust
von AtNAI1 einen Rickstau im ER, da keine Neubildung von Ricinosomen-ahnlichen

Organellen, in denen Pro-AtCEP2 gespeichert werden kann, stattfindet.
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2.6. Funktionelle Redundanz von AtCEP1 und AtCEP2 am Ende des

Filaments trotz ihrer Gewebe-spezifischen Expressionen im Wildtyp

2.6.1. Akkumulierung von AtCEP1 und Speicherung als Pro-Enzym am Ende des

Filaments

Fur die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP1 in vivo werden
homozygote transgene Reporterlinien mit dem Fluoreszenzprotein EGFP am CLSM
analysiert. Hierfir werden homozygote atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert
wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), verwendet. Die Funktionalitit des AtCEP1
Reporterproteins ist in Pathogen-Versuchen bestatigt worden. Somit ist diese homozygote
transgene Reporterlinie vergleichbar mit Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 8).

Bei der Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEPL1 in vivo kann am CLSM
wahrscheinlich ausschlieB3lich die Expression des Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-
EGFP-AtCEP1-KDEL und nicht die maturierte Form von AtCEP1 visualisiert werden. Dies
liegt daran, dass bei der Maturierung von AtCEP1, entsprechend der Maturierung von
AtCEP2 (s. Kap.2.4.4.; Hierl et al., 2014 (s.7.1.)), wahrscheinlich auch das
Fluoreszenzprotein EGFP von der maturierten Untereinheit abgespalten wird.

Abbildung 46: Das Pro-Enzym von AtCEP1 istin der Epidermis am Ende des Filaments und nicht weiter
oben an der Ansatzstelle der Antheren lokalisiert. Die Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP1
erfolgt héchstwahrscheinlich in den vom ER stammenden Ricinosomen-ahnlichen Organellen, mit
ihrem charakteristischen Durchmesser von 1um (B und C). Dargestellt ist ein Stamen im
Blutenentwicklungsstadium 15 nach Bowman (s. Tab. 1) von atcepl ko Pflanzen, die ein funktionelles
Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3XxHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren. Es sind eine
200-fache VergroRRerung (A) und eine 1600-fache VergroRerung (B und C), des in A blau umrandeten
Rechtecks dargestellt. Die Aufnahmen wurden am CLSM getéatigt.
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Das Pro-Enzym von AtCEPL1 ist im generativen Gewebe am Ende des Filaments in der
Epidermis lokalisiert (s. Abb. 46). Es ist deutlich zu erkennen, dass das Pro-Enzym von
AtCEP1 ausschlie3lich am Ende des Filaments und nicht weiter oben an der Ansatzstelle
der Antheren akkumuliert (Abb. 46B). Das Pro-Enzym von AtCEPL1 ist darlber hinaus
ausschlieBBlich in epidermalen Zellen lokalisiert. In jeder Epidermiszelle, in der das
Pro-Enzym von AtCEP1 exprimiert wird, sind deutlich punktierte, sehr distinkte
EGFP-Signale mit einer Grof3e von ca. 1 pm zu erkennen (s. Abb. 46B, C). Diese stellen
hdchstwahrscheinlich die vom ER stammenden Ricinosomen-&hnlichen Organellen, mit
ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 pum, dar, in denen das Pro-Enzym von
AtCEP1 gespeichert ist.

Zeitlich gesehen ist das Pro-Enzym von AtCEP1 am Ende des Filaments bereits in sehr
jungen, noch geschlossenen Bliten ab dem Blitenentwicklungsstadium 12 nach Bowman
(s. Tab. 1) lokalisiert. Diese Lokalisation ist bis zum Blitenentwicklungsstadium 17
(s. Tab. 1) nach Bowman, bei dem alle Organe von der griinen Schote abfallen, konsistent

zu detektieren.

. o . ) Alter am Ende
Stadium Ereignis zu Beginn des Stadiums Dauer )
des Stadiums
11 Petalen und lange Stamina werden eingebettet 30h 11.5d
12 Papillen der Narbe sind erkennbar 42 h 13.25d

Neue Zeitzahlung des Alters am Ende des Stadiums

13 Knospe 6ffnet sich, Petalen sind sichtbar, Anthese 6 h 0.5d
14 Lange Antheren Uberragen Narbe 18 h 1d
15 Narbe Uberragt lange Antheren 24 h 2d
16 Petalen und Sepalen welken 12 h 25d
17 Alle Organe fallen von der griinen Schote ab 192 h 10.5d
18 Schoten werden gelb 36h 12d
19 Schotenwénde trennen sich von der trockenen Schote | bis zu 24 h 13d
20 Samen fallen

Tabelle 1: Auszugsweise Ubersicht der Blitenentwicklungsstadien in Arabidopsis thaliana. Es sind
die Ereignisse aufgezahlt, die den Beginn des jeweiligen Stadiums der Blitenentwicklung definieren
und deren ungefdhre Dauer, sowie das Alter der Blite am Ende des jeweiligen
Blutenentwicklungsstadiums (Bowman, 1993).
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2.6.2. Funktionelle Redundanz: Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 am Ende
des Filaments bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3

Fur die Untersuchung der Funktion von AtCEP1 im Zuge der Entwicklung werden die

Stamina von homozygoten atcepl ko Pflanzen, homozygoten atcep3 x atcepl ko
Pflanzen und homozygoten atcep_triple-ko/kd Pflanzen der Linie 2.21 und Linie 3.14
(s. Kap. 2.1.3.) untersucht. In Col-0 Wildtyppflanzen ist das Pro-Enzym von AtCEP1 im
Stamen am Ende des Filaments in der Epidermis lokalisiert (s. Abb. 46). Es ist kein
offensichtlicher Phéanotyp von homozygoten Pflanzen der atcepl ko, atcep3 x atcepl ko
und atcep_triple-ko/kd (Linie 2.21 und 3.14) im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen
feststellbar: Die untersuchten Pflanzen weisen keine offensichtlichen Veranderungen in
ihrer  Zellmorphologie der Epidermis am Ende des Filaments ab dem
Blitenentwicklungsstadium 12-17 nach Bowman (s. Tab. 1) auf (nicht dargestellt). Damit
Ubereinstimmend zeigen die untersuchten Pflanzen in diesen Blitenentwicklungsstadien
keine Veranderungen gegenuber Col-0 Wildtyppflanzen: Die Stamina zeigen ein normales
Streckungswachstum, sodass diese die Narbe im Blitenentwicklungsstadium 15
Uberragen (nicht dargestellt); Ebenso findet in den untersuchten Pflanzen PCD statt,
sodass bei allen im Blutenentwicklungsstadium 17 alle Organe von der griinen Schote
abfallen (nicht dargestellt).

Um in diesem Zusammenhang eine etwaige funktionelle Redundanz innerhalb der AtCEP
zu ermitteln werden verschiedene transgene Reporterlinien am CLSM untersucht.
Einerseits werden homozygote atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fur AtCEP2 (Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL)
transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert.

Andererseits werden homozygote atcep3 x atcepl ko Pflanzen, die ebenfalls mit einem
funktionellen Reporterkonstrukt fur AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL) transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), untersucht.

Die atcep_triple-ko/kd Linien enthalten ein nicht funktionelles Reporterkonstrukt fir
AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL), das aber wie AtCEP2 ebenfalls in diesen
Linien herunterreguliert ist. Dies fuhrt dazu, dass kein Signal des Fluoreszenzproteins
mCherry am CLSM nachweisbar ist (s. Kap. 2.1.3.). Somit kénnen die Pflanzen der
atcep_triple-ko/kd Linie 2.21 und Linie 3.14 in diesem Zusammenhang nicht am CLSM
analysiert werden.

Generell ist am Ende des Filaments ausschlielllich das Pro-Enzym von AtCEP1
(s. Abb. 46) und kein Pro-Enzym von AtCEP2 in Col-0 Wildtyppflanzen lokalisiert. Die
Stamina der homozygoten Single-Mutante atcepl ko mit einem funktionellen AtCEP2
Reporterkonstrukt zeigen am Ende des Filaments kein mCherry-Signal des Pro-Enzym
von AtCEP2 (nicht dargestellt). Dagegen ist bei Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3
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eine Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der homozygoten Doppelmutante
atcep3 x atcepl ko mit einem funktionellen AtCEP2 Reporterkonstrukt am Ende des
Filaments zu detektieren (Abb. 47).

Es handelt sich um ein sehr distinktes mCherry-Signal des Pro-Enzyms von AtCEP2 in
einigen wenigen epidermalen Zellen. Das Pro-Enzym von AtCEP2 scheint bei Doppel-
Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 in weniger Epidermiszellen zu akkumulieren als das
Pro-Enzym von AtCEP1 in Col-0 Wildtyppflanzen. Zudem scheint diese Akkumulierung
des Pro-Enzyms von AtCEP2 schwacher als die urspringliche Speicherung des
Pro-Enzyms von AtCEP1 in diesen Zellen zu sein (Abb. 47; s. Abb. 46).

Somit weisen AtCEP1 und AtCEP2 am Ende des Filaments eine funktionelle Redundanz
trotz ihrer Gewebe-spezifischen Expressionen in Col-0 Wildtyppflanzen auf.

Abbildung 47: (A) Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der Epidermis am Ende des Filaments
in homozygoten atcep3 x atcepl ko Pflanzen mit einem funktionellen AtCEP2 Reporterkonstrukt. An
dieser Stelle ist in Col-0 Wildtyppflanzen das Pro-Enzym von AtCEP1 akkumuliert. (B, C) Die
Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der Doppelmutante erscheint im Vergleich zum
Pro-Enzym von AtCEP1 in Col-0 Wildtyppflanzen schwécher und ist in weniger Epidermiszellen
festzustellen (s. Abb. 46). Dargestellt ist ein Stamen von homozygoten atcep3 x atcepl ko Pflanzen, die ein
funktionelles Reporterkonstrukt fur AtCEP2 (Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) exprimieren
(s. Kap. 2.1.1., Abb. 3). Es ist eine 400-fache VergroRerung (A) dargestellt, die am CLSM getétigt wurde. Das
weild umrandete Rechteck in A ist in B und C manuell auf eine ca. 1000-fache VergréRerung vergrof3ert. Die
weilen Pfeilspitzen in A markieren autofluoreszierende unspezifische Signale. Die mCherry-Signale wurden
durch Lambda-Scans verifiziert.
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2.7. Funktion der AtCEP im Programmierten Zelltod: Speicherung des

Pro-Enzyms von AtCEP1 in Suspensor-Zellen, in denen der Programmierte
Zelltod bevorsteht

Fur die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP1 in vivo werden

homozygote transgene Reporterlinien mit dem Fluoreszenzprotein EGFP am CLSM
analysiert. Hierfir werden homozygote atcepl ko Pflanzen, die mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) transformiert
wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), verwendet. Die Funktionalitit des AtCEP1
Reporterproteins ist in Pathogen-Versuchen bestatigt worden. Somit ist diese homozygote
transgene Reporterlinie vergleichbar mit Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 8).

Bei der Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEPL1 in vivo kann am CLSM
wahrscheinlich ausschlieB3lich die Expression des Pro-Enzyms von AtCEP1 pro-3xHA-
EGFP-AtCEP1-KDEL und nicht die maturierte Form von AtCEP1 visualisiert werden. Dies
liegt daran, dass im Zuge der Maturierung von AtCEP1, entsprechend der Maturierung
von AtCEP2 (s. Kap. 2.4.4.; Hierl et al.,, 2014 (s.7.1.)), wahrscheinlich auch das
Fluoreszenzprotein EGFP von der maturierten Untereinheit abgespalten wird.

Abbildung 48: Das Pro-Enzym von AtCEP1 akkumuliert in allen Suspensor-Zellen des Arabidopsis
Embryos im Torpedo-Stadium. Die Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP1 erfolgt
hoéchstwahrscheinlich in den vom ER stammenden Ricinosomen-adhnlichen Organellen, mit ihrem
charakteristischen Durchmesser von 1um (B und C). Dargestellt ist ein Arabidopsis Embryo im
Torpedo-Stadium von atcepl ko Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt fiir AtCEP1 (Pcepa1::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren. Es sind eine 400-fache VergroRerung (A) und eine 1500-fache
VergréBerung (B und C), des in A weil3 umrandeten Rechtecks dargestellt. Die Aufnahmen wurden am CLSM
getatigt.
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Das Pro-Enzym von AtCEP1 ist im generativen Gewebe in den Suspensor-Zellen
lokalisiert. Im Torpedo-Stadium der Embryonalentwicklung ist in allen Zellen des
Suspensors ein sehr starkes und distinktes EGFP-Signal des Pro-Enzyms von AtCEP1 zu
detektieren (Abb. 48). In jeder Suspensor-Zelle sind deutlich punktierte, distinkte
EGFP-Signale mit einer Gréf3e von ca. 1 um zu erkennen (Abb. 48B, C). Diese stellen
hdchstwahrscheinlich die vom ER stammenden Ricinosomen-&hnlichen Organellen, mit
ihrem charakteristischen Durchmesser von 1 um, dar, in denen das Pro-Enzym von
AtCEP1 gespeichert ist. Des Weiteren scheint das Pro-Enzym von AtCEP1 im
Cytoplasma-Saum und nicht in der Zellwand der Suspensor-Zellen lokalisiert zu sein.
Daruiber hinaus ist eine Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 nicht nur im
Torpedo-Stadium, sondern auch in den weiteren Stadien der Embryonalentwicklung,
Herz-Stadium und ,upturned-Stadium®, in allen Suspensor-Zellen festzustellen (nicht
dargestellt). Eine Aussage Uber die Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in
Suspensor-Zellen wahrend friiherer embryonaler Entwicklungsstadien, wie beispielsweise
dem Oktanten-Stadium oder dem Globular-Stadium, kann nicht getatigt werden. Dies liegt
daran, dass keine Praparation eines Embryos mit intakten Suspensor-Zellen in diesen
frihen Stadien der Embryonalentwicklung gelang.

Des Weiteren werden homozygote atcepl ko Pflanzen, die mit einem nicht funktionellen
Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEPL (Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL)
transformiert wurden (s. Kap. 2.1.1., Abb. 3), analysiert. Diese homozygote transgene
Reporterlinie besitzt kein funktionales AtCEP1-Protein und ist vergleichbar mit
homozygoten atcepl ko Pflanzen (s. Abb. 8). Im Torpedo-Stadium der
Embryonalentwicklung ist ebenfalls eine spezifische Hochregulierung der
Promotoraktivitdt von AtCEP1 in allen Suspensor-Zellen am CLSM zu detektieren (nicht
dargestellt). Darliber hinaus ist kein offensichtlicher Phanotyp, wie beispielsweise eine
Veranderung der Zellmorphologie der Suspensor-Zellen gegeniber homozygoten
atcepl ko Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt fur AtCEP1 exprimieren,

festzustellen.
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3. Diskussion

3.1. AtCEP besitzen im Zuge der Gewebe-Remodellierung Funktionen in der

Zellwanderweichung fiir die Elongation sowie fiir die Zellseparation

KDEL CysEP besitzen aufgrund ihrer ungewdhnlich breiten Substratspezifitdt wichtige
Funktionen in den finalen Stufen des Zellkollapses im Entwicklungs-PCD (Than et al.,
2004; Hierl et al., 2012). Daruber hinaus wird vermutet, dass KDEL CysEP eine Funktion
in der Gewebe-Remodellierung aufweisen (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
Hierfir wurde in Arabidopsis die Entwicklung der Wurzel als ein Modelsystem im Zuge der
Gewebe-Remodellierung analysiert. In der Elongationszone ist die Zellwanderweichung
Voraussetzung fur die Streckung der Zellen, wahrend des endogenen Austritts des
Seitenwurzel-Primordiums hingegen bedingt die Zellwanderweichung die Separation der

Zellen.

3.1.1. AusschlielRlich AtCEP2 ist in der Elongation der Priméarwurzel involviert

Der Einfach-Verlust von AtCEP2 fihrt zu einer verklrzten Primarwurzellange. Eine
Restaktivitat von AtCEP2 in den zwei unabhangigen Linien der homozygoten
atcep_triple-ko/kd bewirkt bereits eine dosiert geringere Verkirzung der Lange der
Primarwurzel (s. Abb. 25, 26). Im Gegensatz dazu verursacht weder der Einfach-Verlust
von AtCEP1 bzw. AtCEP3 noch der Doppelverlust von AtCEP1 und AtCEP3 eine
verkirzte Primarwurzel (s. Abb. 25, 36). Somit ist ausschlielich der Einzel-Verlust von
AtCEP2 fur den quantitativen Entwicklungs-Phanotyp der verkirzten Priméarwurzel
verantwortlich.

Die verkirzten Primarwurzellangen sind in homozygoten Keimlingen der atcep2 ko und
atcep_triple-ko/kd durch die Reduktionen ihrer jeweiligen Trichoblasten-Zelllangen
bedingt. Der Einfach-Verlust von AtCEP2 bewirkt die kirzesten Zelllangen der
Trichoblasten (s. Abb. 33, 34).

Die durchschnittliche Zelllange der Trichoblasten entspricht in homozygoten Keimlingen
der atcep2 ko 62 % gegenuber der Lange der Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen.
Diese 62 % stimmen mit der Lange der Primarwurzeln der atcep2 ko von 58-63 % im
Vergleich zu Primarwurzeln von Col-0 Wildtyppflanzen iiberein (s. Abb. 26, 34).

Die Restaktivitat von AtCEP2 fuhrt bereits in den zwei unabh&ngigen Linien der
homozygoten atcep_triple-ko/kd zu einer Verlangerung bzw. zu einer dosiert geringeren
Verkirzung der Zelllangen der Trichoblasten (s. Abb. 33, 34). Diese entsprechen 73 %
bzw. 75 % gegeniiber der Lange der Trichoblasten von Col-0 Wildtyppflanzen. Auch diese

73 % bzw. 75 % in den zwei unabh&ngigen Linien der homozygoten atcep_triple-ko/kd
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stimmen mit der Reduktion von der Lange ihrer Primarwurzeln von 67-71 % bzw. 73-75 %
im Vergleich zu Primarwurzeln von Col-0 Wildtyppflanzen lberein (s. Abb. 26, 34).
Zudem ist eine Verkirzung der Lange der lateral root cap“ (LRC) in homozygoten
Keimlingen der atcep2 ko und atcep_triple-ko/kd zu beobachten (s. Abb. 28). Diese ist
durch die Reduktion ihrer jeweiligen Zelllangen in der LRC bedingt (s. Abb. 29, 30).
Wiederum fiihrt der Einfach-Verlust von AtCEP2 zu den kirzesten Zelllangen in der LRC
(74 % im Vergleich zu Col-0) und somit zur gré3ten Abnahme der Gesamtléange der LRC
(62% im Vergleich zu Col-0). Die Restaktivitait von AtCEP2 in homozygoten
atcep_triple-ko/kd Linien bewirkt erneut eine Verlangerung bzw. eine dosiert geringere
Verkirzung der Zelllangen in der LRC (80-83 % im Vergleich zu Col-0) und daraus
resultierend eine dosiert geringere Reduktion der Gesamtlange der LRC (68-71 % im
Vergleich zu Col-0).

Somit stimmen interessanterweise ebenso wie die Verkiirzungen der Trichoblasten auch
die Abnahmen der Gesamtl&angen der LRC in homozygoten Keimlingen der atcep2 ko und
atcep_triple-ko/kd mit der Reduktion ihrer Primarwurzellange tberein.

In Arabidopsis ist die Primarwurzellange ausschlief3lich von einer reibungslos ablaufenden
Zellstreckung in der Elongationszone abhéngig (Fendrych et al., 2014; Wilson et al., 2015).
Eine verklirzte LRC kann diese Zellelongation und somit die Primarwurzellange
beeinflussen. Die Zellen der LRC sondern einen Gel-artigen Schleim ab, um die Reibung
der Wurzelspitze im Substrat zu reduzieren. Eine zu kurze LRC verursacht eine
Reibungszunahme fir die wachsende Wurzel, die eine Abnahme der Primarwurzellange
sowie gleichzeitig eine Stauchung und daraus resultierend eine Zunahme des
Durchmessers der Wurzel veranlasst (Arnaud et al., 2010; Bennett et al., 2010; Driouich
et al., 2010).

Der Einfach-Verlust von AtCEP2 bewirkt eine Abnahme der Zellbreite der Trichoblasten
um 13 % und damit verbunden eine um 13 % schmalere Elongationszone im Vergleich zu
Col-0 Wildtyppflanzen. Ebenso fuhrt die Restaktivitatt von AtCEP2 in Linien der
homozygoten atcep_triple-ko/kd zu einer 10-11 % schmaleren Elongationszone aufgrund
der Reduktion der Zellbreite der Trichoblasten um 11-12 % gegenuber Col-0
Wildtyppflanzen (s. Abb. 34, 35). Somit zeigen beide Genotypen eine Abnahme des
Durchmessers ihrer Primarwurzel und keine Stauchung.

Die Verkirzung der LRC scheint demzufolge keinen Einfluss auf die Primarwurzellange
zu besitzen. Der quantitative Entwicklungs-Phanotyp der verkirzten Primarwurzel

resultiert ausschlief3lich aus der Reduktion der Zelllangen der Trichoblasten.
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3.1.2. Lokalisation der enzymatisch aktiven Untereinheit von AtCEP2 in der

Zellwand der Zellen in der ,.lateral root cap” und in der Elongationszone

Fur eine direkte Beteiligung von AtCEP2 in der Gewebe-Remodellierung muss das Protein
in der Zellwand lokalisiert sein und gleichzeitig in einer enzymatisch aktiven Form
vorliegen.

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Saure-abhangige Maturierung des
Pro-Enzyms von AtCEP2 eine Abspaltung des Fluoreszenzproteins mCherry bedingt
(s. Abb. 37). Dies bedeutet, dass eine Visualisierung der maturierten Form von AtCEP2
am CLSM nicht moglich ist und ausschlief3lich das Pro-Enzym von AtCEP2 (pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL) am CLSM detektiert werden kann.

Grundsatzlich konnte bereits in Arabidopsis Keimlingen gezeigt werden, dass das
Pro-Enzym von AtCEP2 in der Wurzelspitze in Form eines ,two band patterns®
detektierbar ist (s. Abb. 43; Helm et al., 2008; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Das Pro-Enzym
von AtCEP2 ist am oberen Ende der LRC allein in den Zellen der LRC akkumuliert. Mit
Hilfe des Zellwand-farbenden Calcofluors konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym
von AtCEP2 ausschlie3lich im Cytoplasma-Saum und nicht in der Zellwand lokalisiert ist
(s. Abb. 38, 43). Eine Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 ist weder in der
darunterliegenden Epidermis der meristematischen Zone noch in der folgenden Epidermis
der Elongationszone festzustellen.

Mit Hilfe eines Peptid-Antikdrpers gegen die reife Untereinheit von AtCEP2 konnten
AtCEP2-Signale in der Zellwand der LRC-Zellen nachgewiesen werden. Zudem sind
AtCEP2-Signale in der Zellwand von Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone
detektierbar (s. Anh. 6.3.; Kollaboration mit Universitat Regensburg, Lehrstuhl flr
Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Miller).

Es stellt sich die Frage, ob es sich bei den detektierten AtCEP2-Signalen in den
Zellwanden um das enzymatisch inaktive Pro-Enzym von AtCEP2 und/oder um die
enzymatisch aktive reife Untereinheit von AtCEP2 handelt.

Grundsatzlich wird fir die Maturierung des enzymatisch inaktiven Pro-Enzyms von
AtCEP2 in die enzymatisch aktive reife Untereinheit ein pH-Wert von 6.5 oder saurer
bendtigt (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Im Zuge dieser Maturierung wird unter anderem das
Fluoreszenzprotein mCherry abgespalten (s. Abb. 37). Die Aktivitat der reifen Untereinheit
von AtCEP2 ist nach der pH-abh&ngigen Maturierung pH-unabhangig (Hierl et al., 2014
(s. 7.1.)). In Arabidopsis betréagt der apoplastische pH-Wert in der LRC 5.3-5.5 und in der
Elongationszone 4.8-4.9 (Felle et al., 2001). Bei diesem vorliegenden pH-Wert ist die
relative Enzymaktivitdt der maturierten AtCEP2 bereits nach einer Minute eindeutig
messbar (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Dies bedeutet wiederum, dass sich die in der

Zellwand lokalisierten Pro-Enzyme von AtCEP2 bei dem vorliegenden apoplastischen
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pH-Wert in kirzester Zeit autokatalytisch in die enzymatisch aktive reife Untereinheit
maturieren. Demzufolge stellen die AtCEP2-Signale, die vom Peptid-Antikdrper in den
Zellwanden der LRC-Zellen sowie in den epidermalen Zellwédnden der beginnenden
Elongationszone detektiert werden, wahrscheinlich ausschliellich die maturierte
Untereinheit von AtCEP2 dar. Dies wirde zudem erklaren, dass mittels CLSM kein
Pro-Enzym von AtCEP2 in diesen Zellw&nden detektiert werden konnte (s. Abb. 38, 43).
Somit kann AtCEP2 direkt eine Funktion in der Gewebe-Remodellierung ausiiben, da es
in der Zellwand lokalisiert ist und gleichzeitig in einer enzymatisch aktiven Form vorliegt.

3.1.3. Funktion von AtCEP2 im Zuge der Gewebe-Remodellierung:

Zellwanderweichung durch Spaltung der stabilisierenden Extensine

Nun stellt sich die Frage, welche Funktion AtCEP2 in der Zellwand ausiibt, sodass ihr
Verlust eine drastische Verkirzung der Zelllange der Trichoblasten bewirkt, die zu einer
Reduktion der Primarwurzellange fuhrt.

Durch Kristallisation der RcCysEP konnte gezeigt werden, dass diese eine breitere
Substratbindetasche im Vergleich zu anderen Papain-ahnlichen Proteasen besitzt (Than
et al., 2004). Diese breitere Substratbindetasche fihrt zu einer ungewohnlich breiten
Substratspezifitat, sodass RcCysEP sogar das P1-Typ Extensin von Tabak verdauen
kann. RcCysEP akzeptiert hierbei Proline, Hydroxyproline und hoch glykolysierte
Hydroxyproline in P2 und P2 Position zur Spaltstelle (Helm et al., 2008). In einem
B-Casein Verdau konnte gezeigt werden, dass AtCEP2 Prolin in P2, P1, P1‘ und P2‘ zur
Spaltstelle akzeptiert und somit sowohl N-terminal als auch C-terminal spalten kann (Hierl
et al.,, 2014 (s. 7.1.)). Diese Akzeptanz nahe der Spaltstelle ist sehr ungewéhnlich fur
Endopeptidasen (Cunningham and O’Connor, 1997). Grundsatzlich sind die fiur die
breitere Substratbindetasche verantwortlichen Aminosauren in allen bekannten
KDEL CyseP hoch konserviert. Somit besitzen vermutlich alle KDEL CysEP diese
ungewohnlich breite Substratspezifitat und kdnnen Extensine verdauen (Than et al., 2004,
Hierl et al., 2012).

Fur die pflanzliche Primar-Zellwand sind sowohl Polysaccharide als auch Proteine
wichtige strukturgebende Bestandteile. Die moderat glykosylierten Extensine aus der
Familie der Hydroxyprolin-reichen Glykoproteine (HRGP) sind wahrscheinlich die
wichtigsten und haufigsten Strukturproteine der primaren Zellwand (Cannon et al., 2008).
In Arabidopsis kodieren allein 59 Gene fur funktionelle Extensine. Extensine weisen ein
repetitives Ser-(Hyp)s-4 Element auf, das sowohl an der Aminoséure Serin als auch an der

Aminosaure Hydroxyprolin posttranslational mit Arabinose O-glykosyliert wird. Generell
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formen HRGP aufgrund ihrer starken Assoziationstendenz durch intermolekulare
Verknipfungen und kovalente Quervernetzungen ein dreidimensionales Netzwerk. Dieses
stellt ein verfestigendes und strukturgebendes Gerust fur die Zellwandmatrix dar (Cannon
et al.,, 2008; Lamport et al., 2011; Velasquez et al., 2012; Hijazi et al., 2014). Im
Allgemeinen ist wenig Uber die exakte Funktion der HRGP und Uber ihre Koordination
wahrend der pflanzlichen Entwicklungsprozesse bekannt.

In Arabidopsis fuhrt der Verlust des Extensins AtEXT3 in der homozygoten rsh Mutante
(root-, shoot-, hypocotyl-defectiv) zur Embryo-Letalitdt. Der Embryo von rsh Mutanten
zeigt ,schwimmende Zellwande® ohne jegliche Verknipfung zu benachbarten Zellwanden.
Darlber hinaus bestehen die Embryonen aus ,hangenden Zellwanden®, die ausschliel3lich
an einem Ende mit anderen Zellwanden verbunden sind, und aus ,Zellwand-Stumpfen®,
die als Reste an anderen Zellwanden hervorstehen (Cannon et al., 2008). Somit konnte
die immense Bedeutung der Extensine als strukturgebende Komponente in der Zellwand
bewiesen werden. Des Weiteren wurde die Wichtigkeit von Extensinen in der
Zellstreckung als verfestigender Zellwandbestandteil dargelegt. Die Einzel-Verluste von
AtEXT6, AtEXT7, AtEXT10, AtEXT11 sowie AtEXT12 bewirken in der jeweiligen Single-
Mutante eine Reduktion der Lange von Wurzelhaaren um 75-85% gegenuber
Wildtyppflanzen (Velasquez et al., 2011).

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, welche Auswirkungen der Verlust einer
Protease, die vermutlich Extensine spalten kann, und das damit verbundene Nicht-
Erweichen der Zellwand auf die Elongation der Zellen besitzt. Der Einfach-Verlust von
AtCEP2 fihrt zu einer Abnahme der Trichoblasten-Zelllange und daraus resultierend zu
einer Reduktion der Primarwurzellange.

In der Wurzel von Arabidopsis sind Extensine ubiquitér in den Zellwanden der LRC-Zellen
sowie in allen epidermalen und corticalen Zellwéanden von der Wurzelspitze bis zur
Differenzierungs-/Wurzelhaarzone lokalisiert. Der Gehalt an Extensinen ist in den
jeweiligen Zellw&nden der Wurzel allerdings unterschiedlich. Extensine sind vorwiegend
in den Zellwé&nden der Epidermis und des Cortex ab der ,rapid elongation zone*“ sowie
weiter wurzelaufwarts lokalisiert und nur geringere Anteile an Extensinen sind in den
Zellwanden der LRC-Zellen enthalten (Wilson et al., 2015). In Arabidopsis ist die
Primarwurzellange ausschlieRlich von einer reibungslos ablaufenden Zellelongation
abhangig (Fendrych et al., 2014; Wilson et al., 2015). Die Elongationszone wird in zwei
Bereiche untergliedert: die ,rapid elongation zone® und die ,late elongation zone®. In der
,rapid elongation zone* findet eine sehr schnelle Zellelongation mit einer Zunahme der
Zelllange von bis zu 300 % in weniger als 3 h statt (Verbelen et al., 2006). Fir diese
Elongation ist eine vorherige Remodellierung der Zellwand, die die Auflockerung des

starren Struktur-Gerists bewirkt, zwingend notwendig. Hierbei sind Zellwand
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Remodellierungs-Enzyme entscheidend involviert (Cosgrove, 2000a and b; van Sandt et
al., 2007). In der ,late elongation zone* hingegen sind die entsprechenden Zellen bereits
fast vollstandig elongiert und erreichen ihre maximale Lange. In der Elongationszone
findet die Streckung der Zellen fast ausschlieRlich in langlicher Richtung statt (Verbelen et
al., 2006).

Die enzymatisch aktive Untereinheit von AtCEP2 ist exakt vor und am Beginn dieser ,rapid
elongation zone“ in den epidermalen Zellwanden lokalisiert und demzufolge anscheinend
direkt in der Zellwanderweichung fur die Zellstreckung involviert.

Des Weiteren ist AtCEP2 in den Zellwdnden der LRC-Zellen lokalisiert (s. Anh. 6.3;
Kollaboration mit  Universitdt Regensburg, Lehrstuhl fir Zellbiologie und
Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Miller). In Arabidopsis finden in der LRC
grundsatzlich sowohl PCD-Ablaufe als auch Zellelongationen statt (Campilho et al., 2006;
Fendrych et al., 2014). Somit besitzt AtCEP2 moglicherweise wie in der beginnenden
Elongationszone auch in der LRC eine Funktion in der Gewebe-Remodellierung.
Erstaunlicherweise spiegelt sich der differente Extensin-Gehalt der Zellwande der LRC
sowie der Epidermiszellen der Elongationszone vermutlich auch in der Reduktion der
jeweiligen Zelllangen bei Einfach-Verlust von AtCEP2 wider. Die Zelllange der LRC-Zellen
betragt in Keimlingen der homozygoten atcep2 ko 74 % gegentber Col-0 Keimlingen
(s. Abb. 30). Dagegen weisen die vollstandig elongierten Trichoblasten in Keimlingen der
homozygoten atcep2 ko eine Zelllange von 62 % gegentber Col-0 Keimlingen auf
(s. Abb. 34).

Neben Extensinen besitzen Hemicellulosen, vorwiegend Xyloglucane, verfestigende
Funktionen fir die pflanzliche Zellwand, indem sie die einzelnen Cellulose-Mikrofibrillen
verknupfen (Cosgrove, 2000a). Diese quervernetzenden Xyloglucane werden im Zuge der
Elongation durch Xyloglucan-Endotransglucosylasen/hydrolasen (XTH) gespalten (van
Sandt et al., 2007). In Arabidopsis ist XTH19 in der Wurzelspitze und dariber hinaus sind
XTH17, XTH18 und XTH19 in der Elongationszone der Wurzel lokalisiert (Vissenberg et
al., 2005). Die jeweiligen Einfach-Verluste dieser drei XTH fuhren in den entsprechenden
Single-Mutanten zu einer Abnahme der Primarwurzellange von 10-15 % im Vergleich zu
Col-0 Wildtyppflanzen. Die jeweiligen Doppel-Verluste bewirken weitere Abnahmen der
Primarwurzellangen bis maximal 27 % in xth17 x xth18 Mutanten (Wilson et al., 2015).
Somit werden fir XTH im Zuge der Gewebe-Remodellierung eine hohe funktionelle
Redundanz zueinander angenommen. Dartber hinaus sind die Funktionen fiir viele der
33 XTH aus Arabidopsis unerforscht, wobei davon ausgegangen wird, dass weitere XTH
in der Elongationszone an der Gewebe-Remodellierung beteiligt sind (Vissenberg et al.,
2005; Wilson et al., 2015).

121



Diskussion

Im Gegensatz dazu weisen AtCEP in der Gewebe-Remodellierung in LRC-Zellen und in
Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone keine funktionelle Redundanz auf.
Ausschliel3lich der Einfach-Verlust von AtCEP2 ist fur die Verkirzung der Zelllangen in
der LRC und in der Elongationszone verantwortlich. Die Restaktivitat von AtCEP2 fuhrt in
homozygoten Keimlingen der atcep_triple-ko/kd bereits zu einer Verlangerung dieser
Zellen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass AtCEP2 die Zellelongation aktiv unterstuitzt,
indem es vermutlich die Zellwande durch Spaltung der strukturgebenden und
verfestigenden Zellwandproteine Extensine erweicht. Somit besitzen AtCEP2 bzw.
KDEL CysEP neben der Unterstitzung des Zellkollapses in den finalen Stufen des PCD,
eine zweite wichtige Funktion in der Gewebe-Remodellierung.

3.1.4. Mogliche Sekretionsweqge des Pro-Enzyms von AtCEP2 in die Zellwand der

Zellen in der , lateral root cap‘“ und in der Elongationszone

Es ergibt sich die Fragestellung, wie das Pro-Enzym von AtCEP2 im Zuge der Gewebe-
Remodellierung in die Zellwand transportiert wird.

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 in den
Zellen der LRC lokalisiert und in diesen in Ricinosomen-ahnlichen Organellen gespeichert
ist. Eine Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der darunterliegenden Epidermis
sowie wurzelaufwarts in der Epidermis der beginnenden Elongationszone war nicht
nachweisbar (s. Abb. 38, 43; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Das Fehlen eines Signals des
Pro-Enzyms von AtCEP2 in vom ER stammenden Organellen in der Epidermis der
beginnenden Elongationszone kann moglicherweise tber eine sehr geringe Menge an
Pro-AtCEP2, die unter der Nachweisgrenze des verwendeten CLSM Fluoview FV 1000
liegt, erklart werden. Die Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 in vom ER
stammenden Organellen in der Epidermis der beginnenden Elongationszone kann
moglicherweise durch ein sensitiveres CLSM nachgewiesen werden. Das in der
Kollaboration mit der Universitdit Regensburg (Lehrstuhl fur Zellbiologie und
Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Muller) verwendete CLSM Leica SP8 scheint
eine sensitivere Detektion als das CLSM Fluoview FV 1000 zu besitzen (s. Kap. 3.1.5.).
Grundsatzlich erscheint es logisch, dass eine nur sehr geringe Menge des Pro-Enzyms
von AtCEP2 in den Apoplasten der Zellwand dieser epidermalen Zellen freigelassen wird,
da eine zu groRe Menge an AtCEP2 aufgrund ihrer ungewdhnlich breiten
Substratspezifitdt zu unkontrolliert Zellkomponenten der Zellwand abbauen und der
Zellwandstruktur schaden wirde. Die maturierte Untereinheit von AtCEP2 ist sowohl in

der Zellwand der LRC-Zellen als auch in der Zellwand von Epidermiszellen der
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beginnenden Elongationszone nachweisbar (s. Anh. 6.3.; Kollaboration mit Universitat
Regensburg, Lehrstuhl fir Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt
Muiller).

Im Allgemeinen durchlaufen Proteine, die letztlich in den Apoplasten bzw. in die Zellwand
sekretiert werden, einen Golgi-abhdngigen Sekretionsweg. In diesem werden die
synthetisierten Proteine in ,coat protein Il (COPII)“ Vesikeln vom ER zur Cis-Seite des
Golgi-Apparates transportiert und durchwandern den Golgi-Apparat unter anderem in
COPI Vesikeln. Hierbei werden die Proteine beispielsweise durch Glykosylierungen, die
in komplexen Glycanen resultieren, modifiziert. An der Trans-Seite knospen die Proteine
verpackt in ,clathrin-coated” Vesikeln oder in sekretorischen COP Vesikeln vom Golgi-
Apparat ab und werden ins Cytoplasma entlassen. COP Vesikel vermitteln vorwiegend
den Transport zu Protein-Speicher-Vakuolen (PSV), wohingegen ,clathrin coated” Vesikel
meist fir endo- und exocytotische Vorgange verantwortlich sind (Barlowe et al., 1994;
Herman and Schmidt, 2004; Tamura et al., 2004; Szul and Sztul, 2011; Day et al., 2013).
In der Hulle beider vom Golgi-Apparat stammenden Vesikeln sind verschiedene Proteine
bzw. Proteinkomplexe lokalisiert. Diese sind fir das Andocken, die Fixierung und die
Fusion der Vesikel mit den entsprechenden Membranen verantwortlich. In diesem
Prozessablauf besitzen SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
attachment protein receptors) entscheidende Funktionen. Generell werden SNARES in
zwei Typen unterteilt: v-SNARES sind auf der Vesikelhiille lokalisiert und t-SNARES sitzen
auf der Ziel-Membran. Erreicht ein vom Golgi-Apparat stammendes Vesikel den
Zielbereich der entsprechenden Membran wird dieses mit Hilfe von ,Halte-Komplexen*
fixiert und es bildet sich durch die Interaktion dieser beiden SNARE-Typen ein
sogenannter trans-SNARE Komplex. Dieser leitet die Fusion des Vesikels mit der
entsprechenden Membran ein, woraufhin der Vesikel-Inhalt sekretiert wird (Szul and Sztul,
2011; Kim and Brandizzi, 2012; Day et al., 2013; Kim and Brandizzi, 2015).
Grundsatzlich wird dieser Golgi-abhéngige Sekretionsweg fir alle Zellwand
Remodellierungs-Proteine angenommen. Dies wurde beispielsweise fir die Pektin-
abbauenden Enzyme Pektinmethylesterasen und Polygalacturonase und dartiber hinaus
fur das in der Zellexpansion beteiligte Enzym XTH nachgewiesen (Campbell and Braam,
1999; Micheli, 2001; Nakashima et al., 2004).

Fur die in Ricinosomen gespeicherte RcCysEP konnte durch Kristallisation gezeigt
werden, dass diese nicht glykosyliert ist (Than et al., 2004). Aufgrund des Fehlens einer
Glykosylierung und durch Vorhandensein eines C-terminalen ER-RUckhaltesignals
werden fir RcCyseEP bzw. KDEL CysEP ausschlieBlich  Golgi-unabhéngige
Sekretionswege postuliert (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
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Im Allgemeinen sind flr Proteine durchaus Golgi-unabhéangige Sekretionswege, die in
einer Membran-Fusion resultieren, bekannt. Beispielsweise werden die Pro-Enzyme der
zwei Speicherproteine von Cucurbita, 11S Globulin und 2S Albumin, in 200-400 nm
grolien ,precursor-accumulating (PAC)“ Vesikeln vom ER direkt zur PSV transportiert. Es
findet eine Fusion der PAC Vesikel mit dem Tonoplast statt, sodass der Inhalt der PAC
Vesikel in die PSV freigesetzt wird (Hara-Nishimura et al., 1998).

Zudem existieren fir KDEL CysEP &ahnliche Sekretionswege. In den Kotyledonen von
keimenden Vigna mungo Samen wird das enzymatisch inaktive Pro-Enzym der
KDEL CyseP SH-EP (SULFHYDRYL-ENDOPEPTIDASE) im ER in 200-500 nm grof3e
KDEL-Vesikel (KV) verpackt. Diese KV dienen dem Massentransport: Sie knospen vom
ER ab und transportieren das Pro-Enzym von SH-EP Golgi-unabhéngig auf direktem Weg
zur PSV, um mit dieser zu fusionieren. Das sekretierte enzymatisch inaktive Pro-Enzym
von SH-EP maturiert in der PSV aufgrund des vorliegenden pH-Werts in die
entsprechende enzymatisch aktive reife Untereinheit. Diese Saure-abhéngige
Maturierung des Pro-Enzyms von SH-EP kann zusatzlich von der Asparaginyl-
Endopeptidase VmPE-1 (Vigna mungo PROCESSING ENZYME-1) unterstitzt werden.
Diese wird wiederum zeitgleich, aber rdumlich getrennt vom Pro-Enzym von SH-EP in
einem Golgi-abhangigen Sekretionsweg zur PSV transportiert (Toyooka et al., 2000;
Okamoto et al., 2003).

Das C-terminale ER-Ruckhaltesignal ,KDEL* scheint eine entscheidende Funktion in der
Bildung der KV zu besitzen. Transgene Tabakpflanzen, die ein SH-EP Konstrukt ohne
,KDEL" exprimieren, zeigen keine Bildung von KV. Dennoch kann eine Lokalisation dieser
Deletions-Enzyme in der PSV nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise sind diese
Deletions-Enzyme dartber hinaus im Apoplasten lokalisiert. Des Weiteren wird mittels
transgener Arabidopsis Linien, die ebenfalls ein SH-EP Konstrukt ohne ,KDEL*®
exprimieren, gezeigt, wie sich der unterschiedliche Gehalt an diesen Deletions-Enzymen
auf die Entwicklung der Pflanze auswirkt. Transgene Linien mit einem geringen Gehalt an
diesem Deletions-Enzym zeigen ein normales Wachstum wie Arabidopsis
Wildtyppflanzen. Dagegen sind transgene Pflanzen mit einem mittleren Gehalt an diesem
Deletions-Enzym in ihrer Entwicklung eingeschrankt und weisen eine sehr Kkleine
Blattrosette auf. Bei einem hohen Gehalt an diesem Deletions-Enzym stirbt die
entsprechende transgene Pflanze nach Ausbildung weniger Rosettenblatter. Im
Gegensatz dazu zeigen transgene Arabidopsis Linien, die ein SH-EP-Konstrukt mit
-KDEL® exprimieren, die gleiche Entwicklung wie Arabidopsis Wildtyppflanzen.
Ubereinstimmend damit kann gezeigt werden, dass der Austausch des katalytischen
Cysteins durch Glycin im SH-EP Konstrukt ohne ,KDEL" in den entsprechenden Pflanzen

zur Rettung des Phéanotyps fuhrt und diese ebenfalls die gleiche Entwicklung wie
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Arabidopsis Wildtyppflanzen aufweisen. Somit konnte bestétigt werden, dass der Verlust
des ER-Rlckhaltesignals ,KDEL® keinen Einfluss auf die Maturierung in die
entsprechende reife Untereinheit besitzt. In den transgenen Arabidopsis Linien, die ein
SH-EP Konstrukt ohne ,KDEL" exprimieren, sind diese Deletions-Enzyme ausschlieflich
im Apoplasten nachweisbar (Okamoto et al., 2003).

Unabhéangig hiervon, zeigen transgene Arabidopsis Linien, die die KDEL CysEP LICYP
ohne ,KDEL® aus Lilium longiflorum exprimieren, ebenfalls neben der ,normalen®
vakuolaren Lokalisation zuséatzlich eine apoplastische Lokalisation des Deletions-Enzyms.
Darluber hinaus ist bei diesen transgenen Pflanzen eine verfrihte Blattseneszenz, die zu
einer verzogerten Entwicklung der Blattrosette fuhrt, festzustellen. Ebenso zeigen
transgene Arabidopsis Linien, die das LICYP-Konstrukt mit ,KDEL® exprimieren, die
gleiche Entwicklung wie Arabidopsis Wildtyppflanzen. In diesen ist LICYP ausschlief3lich
in der PSV lokalisiert. Hierflir wird ebenfalls eine Golgi-unabhéngiger Transport vermutet
(Battelli et al., 2014).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass das Fehlen des C-terminalen ER-RUckhaltesignals
-KDEL" einen Verlust der vom ER stammenden Organellen verursachen kann. Dies fuhrt
dazu, dass diese Deletions-Enzyme neben ihrem urspriinglichen Speicherort zusatzlich
im Apoplasten akkumulieren. Wie diese Sekretion in den Apoplasten vermittelt wird, ob
beispielsweise durch einen Golgi-abhangigen ,default pathway“ oder in einem anderen
mdglicherweisen unbekannten neuen Sekretionsweg, ist unklar. Des Weiteren wird
gezeigt, dass eine zu hohe Menge der Deletions-Enzyme ohne das ,KDEL" Motiv aufgrund
ihrer ungewdhnlich breiten Substratspezifitat in der Zellwand anscheinend die
Zellkomponenten unkontrolliert abbaut und dies zur Letalitat fihren kann.

Im Zuge dieser Arbeit konnte mit Hilfe eines Peptid-Antikdrpers die maturierte Untereinheit
von AtCEP2 in der Zellwand der LRC-Zellen sowie in der Zellwand von Epidermiszellen
der beginnenden Elongationszone nachgewiesen werden. Der Einfach-Verlust von
AtCEP2 bewirkt einen quantitativen Entwicklungs-Phanotyp: Die Primarwurzellange ist in
homozygoten atcep2 ko Pflanzen um ca. 40 % gegenuber Col-0 Wildtyppflanzen reduziert
(s. Abb. 26).

Ein Verlust des C-terminalen ER-RUckhaltesignals ,KDEL® wirde analog der Deletions-
Enzyme der KDEL CysEP SH-EP und LICYP wahrscheinlich auch in Arabidopsis einen
apoplastischen Sekretionsweg fur AtCEP vermitteln sowie in einem Verlust der vom ER
stammenden Organellen resultieren. In den Epidermiszellen der beginnenden
Elongationszone sind zwar keine vom ER stammenden Organellen zu erkennen, was aber
an dem geringen Gehalt an AtCEP2 in diesen Zellen liegen dirfte. Diese befinden sich
unter der Nachweisgrenze des verwendeten CLSM Fluoview FV 1000. Des Weiteren kann

in vivo eine autokatalytische Prozessierung des Pro-Enzyms von AtCEP2, die unter
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anderem zur posttranslationalen Abspaltung des ,KDEL® Motivs flhrt, im ER-Lumen
ausgeschlossen werden. Der Grund hierflr ist der im ER vorliegende pH-Wert von 7.7
(Martiniére et al., 2013). FUr die autokatalytische Prozessierung des enzymatisch inaktiven
Pro-Enzyms von AtCEP2 und somit auch fur die Abspaltung des ER-Rulckhaltesignals
.KDEL* wird ein pH-Wert von 6.5 oder saurer bendtigt (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
Vielmehr erscheint es plausibel, dass Ricinosomen und Ricinosomen-ahnliche Organellen
auf der einen Seite als ,,Suizid Bomben® Speicherkompartimente flir den PCD darstellen.
Auf der anderen Seite kdnnten diese zuséatzlich, wie PAC Vesikel und die fur die
KDEL CysEP typischen KV, ein Transportmittel zu Membranen darstellen, um mit diesen
zu fusionieren.

Fur ER-bodies wurde eine Funktion neben der Speicherung von Proteinen im Transport
nachgewiesen. Einerseits ist unter Salzstress eine Fusion der ER-bodies mit Vakuolen zu
beobachten (Hayashi et al., 2001). Andererseits fusionieren ER-bodies wahrend der
Pathogen-Abwehr und unter Metallstress mit der Plasmamembran und sekretieren ihren
Inhalt in den Apoplasten (Watanabe et al., 2013; Nakano et al., 2014).

AuRerdem scheint es moglich, dass das Pro-Enzym vorwiegend zwar Golgi-unabhéngig,
aber eine geringe Menge ebenso Golgi-abhangig sekretiert werden kann. Somit kénnte
das Pro-Enzym von AtCEP2 beispielsweise in ,clathrin coated* Vesikeln zur
Plasmamembran transportiert und dort exocytotisch in den Apoplasten freigesetzt werden.
Ebenso existieren in Arabidopsis flr dasselbe Protein verschiedene Sekretionswege zu
demselben Kompartiment. Die Pro-Enzyme der Papain-ahnlichen Cystein-Protease RD21
(RESPONSIVE TO DESICCATION 21) akkumulieren in gesunden Keimlingen in
ER-bodies ubiquitdr in allen epidermalen Zellen. Unter Salzstress fusionieren diese
ER-bodies untereinander und dartiiber hinaus mit Vakuolen. In der Vakuole maturieren die
enzymatisch inaktiven Pro-Enzyme von RD21 in die entsprechenden enzymatisch aktiven
Untereinheiten und sind entscheidend am PCD beteiligt (Yamada et al., 2001; Hayashi et
al.,, 2001). Somit werden die Pro-Enzyme von RD21 Stress-induziert in einem Golgi-
unabhangigen Sekretionsweg in die Vakuolen freigesetzt. Des Weiteren wird RD21 im
Zuge des PCD in einem Golgi-abhangigen Weg sekretiert (Ondzighi et al., 2008): In
Endothelium-Zellen wird RD21 vom ER Uber den Golgi-Apparat in die Vakuolen
transportiert. Das Endothelium ist die innerste Schicht der Integumente im sich
entwickelnden Samen und umgibt die Endospermzellen des Embryosacks. Bei diesem
Transport wird RD21 von PDI5 (PROTEIN DISULFIDE ISOMERASE 5) begleitet, das
sowohl als Chaperon fir RD21 fungiert als auch die vorzeitige enzymatische Aktivierung
von RD21 inhibiert. Der Verlust von PDI5 fuhrt wahrend der Embryo-Entwicklung zu einem
vorzeitigen PCD der Endothelium-Zellen und zu einer Reduzierung der lebensfahigen
Samen (Ondzighi et al., 2008).
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3.1.5. AtCEP besitzen im Zuge der Gewebe-Remodellierung Funktionen in der

Zellseparation beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums

Ebenso wie in der Elongationszone scheinen AtCEP im Zuge der Gewebe-
Remodellierung wahrend der Seitenwurzelentwicklung involviert zu sein: Sie unterstiitzen
die Zellseparation beim endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums.

In Arabidopsis ist das endogene Hervortreten des Seitenwurzel-Primordiums
ausschlie3lich durch Zellseparationen, die durch Zellwand Remodellierungs-Enzyme
ausgefiihrt werden, bedingt. Hierbei durchdringt das Seitenwurzel-Primordium die
Uberlagernden Zellschichten (Endodermis, Cortex, Epidermis), wobei bei diesem Prozess
keine PCD-Ablaufe feststellbar sind. Dieser Prozess ist zeitlich und rédumlich exakt
abgestimmt, um vorwiegend mechanische Hindernisse zu vermeiden (Péret et al., 2009b).
Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Pro-Enzyme von AtCEP1 und
AtCEP2 in den epidermalen Zellen, die direkt an der endogenen Austrittsstelle des
Seitenwurzel-Primordiums liegen, akkumuliert sind.

Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist deutlich vor dem Entwicklungsstadium VII durchgehend
bis das Seitenwurzel-Primordium die epidermale Zellschicht durchdrungen hat in einer
bzw. zwei Epidermiszellen lokalisiert (s. Anh. 6.2.; Kollaboration mit Universitat
Regensburg, Lehrstuhl fiir Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt
Muller). Uber eine konsistente epidermale Expression des Pro-Enzyms von AtCEP2 bis
ins Entwicklungsstadium LR, in dem das Seitenwurzel-Primordium bereits deutlich aus der
Epidermis ausgetreten ist und als adulte Seitenwurzel definiert wird, kann keine Aussage
getroffen werden, da dieses Stadium nicht untersucht wurde.

Die Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 ist ab dem Entwicklungsstadium VIl
durchgehend bis ins Entwicklungsstadium LR nachweisbar (s. Abb. 40). Das Pro-Enzym
von AtCEP1 ist genau in einer Epidermiszelle lokalisiert, die aufgrund der mechanischen
Krafte bei der Zellseparation fir den Austritt des Seitenwurzel-Primordiums stark gebogen
ist.

Mit dem verwendeten CLSM Fluoview FV 1000, das der AG Gietl fir die Mikroskopie zur
Verfigung stand, ist keine Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 vor dem
Entwicklungsstadium VII nachweisbar. Des Weiteren kann mit dem verwendeten CLSM
Fluoview FV 1000 keine Expression des Pro-Enzyms von AtCEP2 an der endogenen
Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums nachgewiesen werden. Mit dem in der
Kollaboration der Universitat Regensburg (Lehrstuhl fir Zellbiologie und
Pflanzenbiochemie, AG Hammes, Benedikt Miller) verwendeten CLSM Leica SP8 ist
dagegen eine epidermale Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 an der endogenen
Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums detektierbar. Das CLSM Leica SP8 scheint

eine sensitivere Detektion als das CLSM Fluoview FV 1000 zu besitzen. Demzufolge ist
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maoglicherweise mit dem CLSM Leica SP8 auch eine Akkumulierung des Pro-Enzyms von
AtCEP1 vor dem Entwicklungsstadium VIl an der endogenen Austrittsstelle des
Seitenwurzel-Primordiums nachweisbar.

Fur das Pro-Enzym von AtCEP3 konnten im Zuge dieser Arbeit keine subzellularen Daten
erarbeitet werden. Mit Hilfe einer AtCEP3::GUS Expression wurde jedoch bereits eine

Lokalisation in der Endodermis der Wurzel festgestellt (Helm et al., 2008).

3.1.5.1. Der Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 bewirkt eine zeitliche
Verzogerung beim Durchdringen der Seitenwurzel-Primordia durch die Uberlagernden

Zellschichten

Ob AtCEP eine Funktion in der Zellseparation wahrend der Seitenwurzelentwicklung
besitzt, wurde in einem sogenannten ,bending assay“ analysiert. Hierbei wird durch
Drehung der entsprechenden 7-10 d alten Keimlinge um 90 Grad die synchrone Bildung
eines neuen Seitenwurzel-Primordiums induziert.

Der jeweilige Einfach-Verlust von AtCEP1, AtCEP2 oder AtCEP3 flihrt zu einer zeitlichen
Verzdgerung beim Durchdringen der Seitenwurzel-Primordia durch die Uberlagernden
Zellschichten. Die jeweiligen Single-Mutanten zeigen mehr verzdgerte Seitenwurzel-
Primordia in der endodermalen, corticalen und epidermalen Zellschicht im Vergleich zu
Col-0 Wildtyppflanzen. Ubereinstimmend damit weisen die jeweiligen Single-Mutanten
weniger bereits aus der Epidermis ausgetretene Seitenwurzel-Primordia als Col-0
Wildtyppflanzen auf (s. Abb. 41). Diese zeitliche Verzdégerung ist beispielsweise aufgrund
der verlangsamten Zellseparation der Epidermis bedingt durch den Einfach-Verlust von
AtCEP1 bzw. AtCEP2 verursacht. Der quantitative Entwicklungs-Phanotyp beim Einfach-
Verlust von AtCEP3 ist wahrscheinlich durch die verlangsamte Trennung der
endodermalen Zellschicht ausgeldst. Somit sind AtCEP in entscheidenden Funktionen der
Zellseparation im Zuge der Gewebe-Remodellierung beim Austritt des Seitenwurzel-
Primordiums involviert.

Generell sind bei dieser Zellseparation die gleichen Enzyme mit denselben Funktionen
wie in der Zellelongation involviert (s. Kap. 1.5.). Die einzige Ausnahme stellen die
Pektinmethylesterasen (PME) dar. Diese besitzen interessanterweise in diesen beiden
Gewebe-Remodellierungen gegensatzliche Funktionen: In der Elongationszone lockern
PME die hoch hydratisierte Pektin-Matrix, indem sie die Calciumbricken zwischen
Pektinen durch Veresterung der Carboxygruppen spalten (Micheli, 2001). In der
Zellseparation wahrend der Seitenwurzelentwicklung hingegen katalysiert PME1 die
Demethylierung des in der Mittellamelle befindlichen Pektins durch Spaltung der

Esterbindungen. Diese demethylierten Pektine werden von Pektin-Lyasen (PLAL, PLA2)
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vorwiegend abgebaut. Es wird davon ausgegangen, dass diese Demethylierung der
Grund fir das Phanomen ist, dass ausschliel3lich die Zellwande der Uberlagernden
Zellschichten fur die Zellseparation erweicht werden. In den Zellwanden des
Seitenwurzel-Primordiums weisen die Pektine der Mittellamellen einen hohen Anteil an
Methylestern auf und werden deswegen nicht von Pektin-Lyasen abgebaut. Generell
besitzen Pektin-abbauende Enzyme in der Zellseparation eine entscheidende Funktion,
da die Mittellamelle der benachbarten Zellen vollstandig voneinander getrennt werden
muss. Im Gegensatz zur Zellelongation, bei der die Mittellamelle lediglich aufgeweicht
werden muss (Marin-Rodriguez et al., 2002; Laskowski et al., 2006; Swarup et al., 2008;
Vilches-Barro and Maizel, 2015).

Um eine Funktion in der Zellseparation austiben zu kdnnen, missen AtCEP in der
Zellwand lokalisiert sein. Im Zuge dieser Arbeit wurde eine Lokalisation der enzymatisch
aktiven maturierten Untereinheit von AtCEP2 in der Zellwand bei der Beteiligung an der
Zellelongation gezeigt. Somit kann analog dazu vermutet werden, dass die
entsprechenden reifen Untereinheiten von AtCEP in der Zellseparation ebenfalls in der
Zellwand lokalisiert sind. Die enzymatisch aktiven Untereinheiten von AtCEP1 und
AtCEP2 waren hierbei in der Zellwand der Epidermis (s. Abb. 40; Anh. 6.2.) und die
enzymatisch aktive Untereinheit von AtCEP3 in der Zellwand der Endodermis lokalisiert
(Helm et al., 2008).

In der Zellwand besitzen AtCEP im Zuge der Zellseparation beim endogenen Austritt des
Seitenwurzel-Primordiums moglicherweise zwei wichtige Funktionen. Zum einen lockern
sie die Zellwandstruktur, indem sie vermutlich die strukturgebenden und verfestigenden
Extensine aufgrund ihrer ungewdhnlich breiten Substratspezifitdt abbauen. Dies fuhrt zu
einer erhohten Flexibilitat der Zellwand, sodass die entsprechenden Zellen im Zuge der
Zellseparation verformbar werden. Zum anderen kénnen AtCEP vermutlich auch im
Auseinanderweichen der Zellen direkt involviert sein. Der Grund hierfir ist, dass HRGP,
zu deren Familie Extensine als die wahrscheinlich wichtigsten und haufigsten
Strukturproteine der primaren Zellwand gehdren, moglicherweise auch fiir den Pektin-
Komplex in der Zellwand eine stabilisierende Funktion besitzen. Sie verkniipfen die Reste
der Seitenketten der Pektine Rhamnogalacturonan-I und Rhamnogalacturonan-Il, indem
sie an beide Pektine kovalent binden und somit eine Verbindungsbriicke darstellen
(Velasquez et al.,, 2012; Hijazi et al., 2014). Diese Verbindung konnte von AtCEP
gespalten werden. Somit wirden AtCEP eine direkte Funktion in der Trennung der
Mittellamelle, die den wichtigsten Schritt fir die Zellseparation darstellt, besitzen.

In  Arabidopsis ist nur ein weiterer Entwicklungs-Phanotyp fir ein Zellwand

Remodellierungs-Enzym beim Austritt des Seitenwurzel-Primordiums bekannt. Der
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Verlust der Glycosyl-Hydrolase GLH17 fihrt, ebenso wie der Verlust der AtCEP, zu einer
Verzdgerung beim Austritt des Seitenwurzel-Primordiums (Swarup et al., 2008).

Interessanterweise wird seit kurzem davon ausgegangen, dass der Austritt des
Seitenwurzel-Primordiums nicht primér von den vorhandenen Zellwand Remodellierungs-
Enzymen, sondern wahrscheinlich vorwiegend von den angeborenen Eigenschaften der
Zellwand selbst abhangt (Roycewicz and Malamy, 2014): In einem grol3 angelegten
Screen von Mutanten zeigten einige von diesen einen verfrihten Austritt des
Seitenwurzel-Primordiums. Alle analysierten Mutanten wiesen Defekte in der
Zusammensetzung ihrer primaren Zellwand auf (Roycewicz and Malamy, 2014).
Daraufhin wurde die Mutante Ird5 (lateral root development 5) naher untersucht. Ird5 tragt
einen Defekt im Gen XEG113, das fur die Xyloglucotransferase113 kodiert. In Extensinen
ist dieses Enzym ist fUr die posttranslationale O-Glykosylierung der repetitiven Ser-(Hyp)s-
4 Elemente mit Arabinose verantwortlich. Es konnte gezeigt werden, dass die Extensine
dieser Mutante nur einfach oder doppelt mit Arabinose an den entsprechenden
Hydroxyprolinen glykosyliert sind. Im Gegensatz dazu sind die Extensine in
Wildtyppflanzen an den entsprechenden Hydroxyprolinen mit bis zu funf Arabinose-
Monomeren glykosyliert (Gille et al., 2009; Velasquez et al., 2011). Der geringere Gehalt
an Arabinose fuhrt zu einer Abnahme der Stabilitdt des strukturgebenden Extensin-
Netzwerkes in der pflanzlichen Zellwand. Somit fihrt der Einfach-Verlust von
LRD5/XEG113 dazu, dass einerseits die Lange von Wurzelhaaren aufgrund der fehlenden
Stabilitat der Zellwand reduziert ist (Velasquez et al., 2011). Andererseits begunstigt die
fehlende Stabilitat der Zellwand die Prozesse der Elongation. Diese Mutante zeigt ein
elongiertes Hypokotyl und langere Petiolen der Rosettenblatter (Gille et al., 2009).
Interessanterweise fuhrt der Einfach-Verlust von LRD5/XEG113 zu keiner verlangerten
Primarwurzel. Bei der Analyse der Seitenwurzelentwicklung konnte gezeigt werden, dass
die Seitenwurzel-Primordia in Ird5 Mutanten signifikant schneller alle uUberlagernden
Zellschichten durchdringen als in Wildtyppflanzen. In Ird5 Mutanten treten bei der gleichen
Anzahl an Seitenwurzel-Primordia Uber flinfmal mehr Seitenwurzel-Primordia aus der
parentalen Primarwurzel aus als in Wildtyppflanzen. Erstaunlicherweise ist LRD5/XEG113
vorwiegend in den epidermalen Trichoblasten an der Wurzelspitze lokalisiert. In den
alteren Geweben der Wurzel ist nur eine schwache Akkumulierung von LRD5/XEG113 zu
detektieren. In den Zellen um die endogene Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums
ist sogar Uberhaupt keine Lokalisation von LRD5/XEG113 festzustellen. Dies bedeutet,
dass das Gen XEG113 eine Funktion in der frihen Formation der Zellwand besitzt und
diese sich erst spater wahrend des Austritts des Seitenwurzel-Primordiums drastisch

auswirkt. So konnte gezeigt werden, dass der Austritt des Seitenwurzel-Primordiums
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mafigeblich von den angeborenen Eigenschaften der strukturgebenden Extensine in der
Zellwand abhéngt (Roycewicz and Malamy, 2014).

Die immense Bedeutung der HRGP fir die Stabilitat der Zellwand und somit fur den
Austritt der Seitenwurzel-Primordia wurde weiterfihrend analysiert. Das Gen RAY1
(REDUCED ARABINOSE YARIV1) kodiert ebenso wie das Gen XEG113 fur eine
Glycosyl-Transferase. RAY1 ist fur die posttranslationale O-Glykosylierung mit Arabinose
fur hoch-glykosylierte Arabinogalactan Proteine (AGPs) und nicht fur Extensine
verantwortlich (Gille et al., 2013). Der Einfach-Verlust von RAY1 fuhrt zu der héchsten
Rate an verfriht ausgetretenen Seitenwurzel-Primordia aller untersuchten Single-
Mutanten mit Zellwand-Defiziten. Weiterfihrend bewirkt der Doppel-Verlust von RAY1 und
LRD5/XEG113 eine noch hdéhere Rate an verfriht ausgetretenen Seitenwurzel-Primordia
und somit einen additiven Phanotyp (Roycewicz and Malamy, 2014). Somit wurde
bewiesen, welche immense Bedeutung intakte HRGP auf die Stabilitdt der Zellwand
besitzen.

Im Zuge dieser Arbeit wurde das erste Mal flr Extensin-abbauende Proteine gezeigt, dass
ihr Verlust zu einem quantitativen Entwicklungs-Phéanotyp in der Seitenwurzelbildung fiihrt.
DarlUber hinaus ist grundséatzlich nur fir ein weiteres Zellwand Remodellierungs-Enzym
GLH17 ein solcher Entwicklungs-Phanotyp Uberhaupt beschrieben. Es ware
weiterfhrend von Interesse, ob ein zusatzlicher Verlust von AtCEP im genetischen
Hintergrund von GLH17 Mutanten in einem additiven Phanotyp resultiert. Ebenso wére es
von Interesse, wie sich ein zusatzlicher Verlust von AtCEP im genetischen Hintergrund
von XEG113 Mutanten auf die verschiedenen Phéanotypen bei Verlust von LRD5/XEG113

auswirkt.
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3.1.5.2. Funktionelle Redundanz der AtCEP sowie weiterer involvierter Zellwand

Remodellierungs-Enzyme bewirken eine dosiert geringere Verzogerung beim Austritt des

Seitenwurzel-Primordiums

Interessanterweise fihrt der Doppelverlust von AtCEP1 und AtCEP3 zwar zu einem
verlangsamten Austritt des Seitenwurzel-Primordiums gegeniber Col-0 Wildtyppflanzen.
Dieser verlangsamte Austritt scheint im Vergleich zu den entsprechenden Single-
Mutanten von AtCEP jedoch schneller zu sein und sich der Austrittsgeschwindigkeit in
Col-0 Wildtyppflanzen anzunahern. Dariiber hinaus bewirkt der Doppel-Verlust von
AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitigem ,Knockdown® von AtCEP2 in Pflanzen der
homozygoten atcep_triple-ko/kd ebenso einen verlangsamten Austritt des Seitenwurzel-
Primordiums. Dieser verlangsamte Austritt scheint im Vergleich zu den entsprechenden
Single-Mutanten von AtCEP etwas schneller, im Vergleich zur Doppelmutante
atcep3 x atcepl ko jedoch etwas langsamer zu verlaufen (s. Abb. 41).

Somit fihren weder der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 noch der Doppel-Verlust
von AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitigem ,Knockdown* von AtCEP2 zu einem additiven
Entwicklungs-Phanotyp, der sich in einem noch langsameren Austritt der Seitenwurzel-
Primordia als bei einem Einfach-Verlust von AtCEP &uf3ert. Dies kann einerseits durch
funktionelle Redundanz der AtCEP zueinander erklart werden. Andererseits kdnnten
dariiber hinaus zudem beispielsweise Cystein-Proteasen wie Metacaspasen gegentber
AtCEP funktionell redundant wirken.

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine funktionelle Redundanz der
AtCEP zueinander zwar vorliegt, diese aber scheinbar erst nach dem Doppel-Verlust
zweier AtCEP eintritt. Das Pro-Enzym von AtCEP1 ist in den epidermalen Zellen am Ende
des Filaments lokalisiert und hochstwahrscheinlich in Ricinosomen-ahnlichen Organellen
gespeichert (s. Abb. 46). In diesen Zellen ist in Col-0 Wildtyppflanzen kein Pro-Enzym von
AtCEP2 zu detektieren. Ein Einfach-Verlust von AtCEP1 bewirkt keine Expression des
Pro-Enzyms von AtCEP2 in den epidermalen Zellen am Ende des Filaments. Ein Doppel-
Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 hingegen fiihrt zu einer Akkumulierung des Pro-Enzyms
von AtCEP2 in wenigen Epidermiszellen am Ende des Filaments. Diese Akkumulierung
des Pro-Enzyms von AtCEP2 erscheint zudem schwécher als die urspringliche
Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEPL1 in diesen Zellen (s. Abb. 47). Somit weisen
AtCEP1 und AtCEP2 am Ende des Filaments eine funktionelle Redundanz trotz ihrer
Gewebe-spezifischen Expressionen in Col-0 Wildtyppflanzen auf.

Eine funktionelle Redundanz von AtCEP2 beim Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3
scheint auch wahrend der Seitenwurzelentwicklung vorzuliegen. Hierbei wiirde
beispielsweise in der Doppelmutante atcep3 x atcepl ko die in der Epidermis lokalisierte
AtCEP?2 teilweise die Funktion von AtCEP3, das in der Endodermis lokalisiert ist (Helm et
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al., 2008), ubernehmen. Allerdings kann die Zuhilfenahme von AtCEP2 nicht der alleinige
Grund fur den abgeschwachten quantitativen Entwicklungs-Phanotyp darstellen. Wenn
dies der Fall ware, muisste der quantitative Entwicklungs-Phanotyp in homozygoten
atcep_triple-ko/kd Pflanzen starker sein. Diese Pflanzen missten einen noch
langsameren Austritt des Seitenwurzel-Primordiums als die entsprechenden Single-
Mutanten der AtCEP zeigen. Stattdessen weisen die Pflanzen der homozygoten
atcep_triple-ko/kd einen verlangsamten Austritt des Seitenwurzel-Primordiums auf, der im
Vergleich zu den entsprechenden Single-Mutanten von AtCEP etwas schneller und im
Vergleich zur Doppelmutante atcep3 x atcepl ko jedoch etwas langsamer zu verlaufen
scheint (s. Abb. 41).

Grundsatzlich wird beim Verlust von Zellwand Remodellierungs-Enzymen von einer sehr
hohen funktionellen Redundanz zueinander ausgegangen. Diese Hypothese wird dadurch
bestarkt, dass erst ein einziger Entwicklungs-Phanotyp fur das Zellwand Remodellierungs-
Enzym GLH17 beim Austritt des Seitenwurzel-Primordiums entdeckt wurde (Swarup et al.,
2008).

Neben ihren wichtigen Funktionen im Entwicklungs-PCD scheinen Cystein-Proteasen wie
Metacaspasen (AtMC) zudem in der Gewebe-Remodellierung involviert zu sein (Tsiatsiani
et al., 2013). AtMC sind in Geweben der Wurzel stark akkumuliert: AtMCS5 ist ubiquitar in
allen Zellschichten ab der Elongationszone wurzelaufwarts und AtMC4 sogar in der
gesamten Wurzel akkumuliert. Darlber hinaus ist AtMC6 in corticalen sowie in
endodermalen Zellen und AtMC8 in einigen wenigen Epidermiszellen lokalisiert
(Bollhérner et al.,, 2013). Fiur AtMC9 wurde bereits die apoplastische Lokalisierung
nachgewiesen und fiir alle weiteren Type Il Metacaspasen wird diese vermutet
(Vercammen et al.,, 2006; Tsiatsiani et al.,, 2013). Somit ist eine Beteiligung von
Metacaspasen an der Zellseparation beim Austritt des Seitenwurzel-Primordiums
aufgrund der nachgewiesenen bzw. vermuteten apoplastischen Lokalisation mdglich.
Daruiber hinaus scheint eine funktionelle Redundanz innerhalb der Klasse der Cystein-
Proteasen denkbar. Demzufolge konnten Metacaspasen beim Doppel-Verlust von
AtCEP1 und AtCEP3 bzw. beim Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit
gleichzeitigem ,Knockdown“ von AtCEP2 Funktionen der AtCEP wahrend der
Seitenwurzelentwicklung Ubernehmen. Es wéare deshalb von Interesse die
Genexpressionen der in der Zellseparation involvierten Enzyme, wie beispielsweise
Metacaspasen, in den jeweiligen AtCEP-Mutanten zu analysieren.

Zusammenfassend scheint es, dass aufgrund der immensen Bedeutung von intakten
Extensinen fir die Stabilitat der Zellwand und der Fahigkeit von AtCEP bzw. KDEL CysEP
diese abzubauen, bereits ein Einfach-Verlust von AtCEP den Entwicklungs-Phéanotyp des

verlangsamten Austritts des Seitenwurzel-Primordiums bewirkt. Der Doppel-Verlust von
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AtCEP1 und AtCEP3 sowie der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit
gleichzeitigem ,Knockdown® von AtCEP2 fihrt wahrscheinlich zu einer massiven

funktionellen Redundanz innerhalb der involvierten Zellwand Remodellierungs-Enzyme.

134



Diskussion

3.2. Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in vom ER stammenden

Organellen: ER-bodies und Ricinosomen-dhnliche Organellen

In friheren Arbeiten der AG Gietl konnte bereits in Arabidopsis Keimlingen gezeigt
werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 in der Columella, in der lateralen Wurzelhaube
und an der Basis junger Blatter in runden Ricinosomen-ahnlichen Organellen lokalisiert
ist. Des Weiteren akkumuliert das Pro-Enzym von AtCEP2 in den ,non-protruding cell files*
des Hypokotyls in ER-bodies, nicht jedoch in den Stomata (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Im
Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 an der Basis
junger Blatter in den epidermalen Zellen nicht nur in Ricinosomen-ahnlichen Organellen,

sondern zudem zusatzlich in ER-bodies gespeichert wird (s. Abb. 42).

3.2.1. ER-Bodies und Ricinosomen-ahnliche Organellen sind Speicher-

kompartimente fur das Pro-Enzym von AtCEP2 sowie fiir andere Proteine

Durch Kreuzung mit einer ER-Lumen-Markerlinie konnte analysiert werden, dass in den
vom ER stammenden Organellen, in denen das Pro-Enzym von AtCEP2 gespeichert ist,
immer zusatzlich auch andere Proteine wie beispielsweise B-Glucosidasen akkumulieren.
Daruber hinaus sind in den Zellen der LRC und in der Epidermis an der Basis junger Blatter
auch Zellen zu beobachten, in denen es vom ER stammende Organellen gibt, die
ausschlie3lich andere Proteine und kein Pro-Enzym von AtCEP2 speichern. In der
Epidermis des Hypokotyls dagegen scheint Pro-AtCEP2 in jeder Zelle der ,non-protruding
cell files* lokalisiert zu sein. Grundsatzlich sind in der Epidermis des Hypokotyls
ausschlie3lich ER-bodies und in den Zellen der LRC einzig Ricinosomen-&ahnliche
Organellen als Speicherkompartimente vorhanden. In den epidermalen Zellen an der
Basis junger Blatter finden sich dagegen beide vom ER stammenden Speicherorganellen.
In jeder Epidermiszelle sind immer entweder Ricinosomen-&hnliche Organellen oder
ER-bodies vorhanden. Interessanterweise gilt immer: Wenn Pro-AtCEP2 in einer Zelle in
vom ER stammenden Organellen gespeichert ist, dann ist Pro-AtCEP2 in dieser Zelle in
allen vom ER stammenden Organellen gespeichert (s. Abb .42, 43).

Zusammenfassend bedeutet das, dass sowohl Ricinosomen-éhnliche Organellen als auch
ER-bodies Speicherkompartimente fiir AtCEP2 bzw. AtCEP Proteasen sowie gleichzeitig
zusatzlich fur andere Proteine darstellen.

In der Pflanze stellen die 1 um grofRen, kugelférmigen Ricisomen im Allgemeinen ein
tempordres Speicherkompartiment fir die enzymatisch inaktiven Pro-Enzyme der
KDEL CysEP dar und ihr Vorhandensein gilt im pflanzlichen Gewebe als Indikator fir den
beginnenden PCD. Daher werden die Ricinosomen auch als ,Suizid-Bomben* angesehen
(Schmid et al., 1999; Than et al., 2004; Schaller, 2004; Helm et al., 2008; Senatore et al.,
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2009; Hierl et al., 2012). In Arabidopsis scheinen die Ricinosomen-ahnlichen Organellen
ebenfalls als ,Suizid-Bomben® zu fungieren, da das Pro-Enzym von AtCEP2 in den
Columella-Zellen exprimiert ist, in denen der PCD bevorsteht (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
Des Weiteren besitzen Ricinosomen-ahnliche Organellen méglicherweise eine zweite
Funktion als Transportmittel. Es konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2
in den Zellen der LRC in Ricinosomen-ahnlichen Organellen gespeichert ist (s. Kap. 2.5.).
In diesen Zellen ist AtCEP2 unter anderem wéahrend der Gewebe-Remodellierung in ihrer
Elongation involviert (s. Kap.2.4.). Eine Beteiligung von AtCEP2 in der Gewebe-
Remodellierung an der Basis junger Blatter, an der eine flexible Gewebestruktur fir die
sich neu entwickelnden Primar- und Rosettenblatter zwingend notwendig ist, scheint
ebenfalls plausibel.

In R. communis fungieren Ricinosomen im seneszierenden Endosperm von keimenden
Samen vorwiegend als Speicherorganellen fir KDEL CysEP (Schmid et al., 2001). In
Nucellus-Zellen der reifenden Samen von R. communis ist dagegen in Ricinosomen
zusatzlich ein diverses Spektrum an weiteren Proteinen enthalten (Greenwood et al.,
2005).

ER-bodies hingegen gelten als Speicherkompartiment ausschlieflich fir B-Glucosidasen
und sind dariiber hinaus zudem nur in Pflanzen der Ordnung Brassicales zu finden. Sie
bestehen aus einer mit Ribosomen-besetzten Membran, die eine charakteristische
Spindel-férmige Gestalt mit einer Lange von 10 um und einer Breite von 1 um aufweist.
ER-bodies sind die gréfiten vom ER stammenden pflanzlichen Organellen. In A. thaliana
finden sich ER-bodies ubiquitéar in Keimlingen und in Wurzeln, jedoch selten in
Rosettenblattern. Dartiber hinaus werden sowohl nach der Behandlung mit Jasmonsaure
als auch nach Verwundung de novo ER-bodies in Rosettenblattern gebildet. Somit
scheinen ER-bodies auch in pflanzlichen Abwehrmechanismen involviert zu sein,
wahrscheinlich  vorwiegend gegen Herbivore. Grundsétzlich sind ER-bodies
ausschlieBlich in den epidermalen Zellen der Pflanze akkumuliert (Hayashi et al., 2001,
Matsushima et al., 2003; Nakano et al., 2014).

Die Bildung der ER-bodies wird Giber das Gen NAI1 (,nai“ bedeutet auf Japanisch: fehlen)
reguliert, das fur den Transkriptionsfaktor NAI1 kodiert. NAI1 stellt das Schliisselprotein in
der Bildung der ER-bodies dar, da es die Bildung von NAI2 stimuliert. NAI2 wiederum ist
fur die Bildung der ER-bodies verantwortlich und akkumuliert ausschlief3lich in diesen und
nicht im ER (Matsushima et al., 2004; Yamada et al., 2008). Des Weiteren ist NAI2 fur die
Organisation von ER-body Membranproteinen zustandig. Die Membranproteine MEB1
und MEB2 (MEMBRANE PROTEIN OF ENDOPLASMIC RETICULUM BODY1/2) agieren

als Metalltransporter fir Eisen und Mangan. Somit sind ER-bodies moglicherweise in
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Abwehrreaktion gegen durch Metallionen induzierten oxidativen Stress oder gegen
Pathogene involviert (Yamada et al., 2013)

ER-bodies gelten als Speicherkompartiment ausschlieBlich fur B-Glucosidasen. Sie
akkumulieren in groRer Menge B-Glucosidasen mit C-terminalen ER-Rickhaltesignalen
wie das Protein PYK10, auch BGLU23 (BETA GLUCOSIDASE 23) genannt, das als
Hauptbestandteil identifiziert worden ist. Neben PYK10 sind noch sieben weitere
B-Glucosidasen (BGLU18-25) mit C-terminalen ER-RUckhaltesignalen in geringer Menge
in ER-bodies gespeichert (Nakano et al., 2014).

Es konnte gezeigt werden, dass im Hypokotyl und an der Basis junger Blatter in den
konstitutiv vorhanden ER-bodies neben B-Glucosidasen auch AtCEP2 gespeichert
werden. Somit stellen ER-bodies nicht nur fir B-Glucosidasen, sondern auch flr
KDEL CysEP Speicherorganellen dar.

Interessanterweise fungieren ER-bodies unter anormalen Bedingungen nicht nur als
Speicherkompartiment, sondern auch als Transportmittel. Unter Salzstress ist einerseits
die Fusion von ER-bodies untereinander zu beobachten. Andererseits fusioniert die
Single-Membran der ER-bodies mit dem Tonoplast und der gespeicherte Inhalt wird in die
Vakuole sekretiert. Beide Fusionen sind begleitet von PCD (Hayashi et al., 2001). Eine
Sekretion des Pro-Enzyms von AtCEP2 in die Vakuole wiirde aufgrund des vorliegenden
pH-Werts unmittelbar in der autokatalytischen Prozessierung zur entsprechenden
enzymatisch aktiven reifen Untereinheit resultieren (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Somit
konnte AtCEP2 aktiv den stattfindenden PCD unterstitzen. Des Weiteren fusionieren
ER-bodies wahrend der Pathogen-Abwehr und unter Metall-Stress mit der
Plasmamembran und sekretieren ihren Inhalt in den Apoplasten (Watanabe et al., 2013;
Nakano et al., 2014). Auch hier wirde aufgrund des vorliegenden pH-Werts unmittelbar
eine autokatalytische Prozessierung des Pro-Enzyms in die enzymatisch aktive reife
Untereinheit von AtCEP?2 stattfinden. Grundsatzlich ist eine Beteiligung von AtCEP2 bzw.
AtCEP in der Pathogen-Abwehr durchaus denkbar. In der kompatiblen Interaktion mit
E. cruciferarum wurde diese bereits fir AtCEP1 und AtCEP3 gezeigt. AtCEP2 hingegen
ist in dieser Interaktion nicht involviert (HOwing et al., 2014 (s. 7.2.); s. Kap. 2.2., 2.3.). Das
Pro-Enzym von AtCEP1 ist in der Pathogen-Abwehr allerdings nicht in vom ER
stammenden Organellen gespeichert, sondern scheint ausschlie3lich im Netzwerk des ER
akkumuliert zu sein (s. Abb. 10).
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3.2.2. Der Verlust von ER-bodies fuhrt zu einem Rickstau des Pro-Enzyms von

AtCEP2 im ER: keine Ubernahme der Speicherung in Ricinosomen-ahnlichen

Organellen durch deren Neubildung

Weiterfihrend wurde untersucht, ob der Verlust von ER-bodies eine Neubildung von
Ricinosomen-ahnlichen Organellen induziert und ob diese die Speicherung des
Pro-Enzyms von AtCEP2 Gibernehmen. Hierfir wurden Pflanzen der homozygoten atnail
(GK-136G06-012754) mit Pflanzen, die ein funktionelles Reporterkonstrukt
(Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) fur AtCEP2 im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren, gekreuzt. Generell fihrt sowohl der Einfach-Verlust von NAI1 als auch der
Einfach-Verlust von NAI2 zu einem vollstandigen Fehlen der ER-bodies als
Speicherorganellen (Matsushima et al., 2004; Yamada et al., 2008).

Der Verlust von ER-bodies fuhrt zu einem Rickstau des Pro-Enzyms von AtCEP2 im
Netzwerk des ER. Es findet keine Ubernahme der Speicherung in Ricinosomen-ahnlichen
Organellen durch deren Neubildung statt (s. Abb. 44, 45). Des Weiteren bewirkt der
Verlust von ER-bodies zugleich einen Rickstau der B-Glucosidase PYK10 im gesamten
Netzwerk des ER (Yamada et al., 2008). In den Zellen der LRC und in den Epidermiszellen
an der Basis junger Blatter sind nach wie vor Ricinosomen-ahnliche Organellen vorhanden
(s. Abb. 44, 45). Somit ist der von AtNAI1 kodierte Transkriptionsfaktor nicht fur die Bildung
Ricinosomen-ahnlicher Organellen, sondern vermutlich ausschlie3lich fir die Bildung von
ER-bodies verantwortlich.

Interessanterweise ist die Bildung der ER-bodies nicht zwingend von NAI1 abhangig. Nach
Verwundung wird de novo die Bildung von ER-bodies trotz Fehlen des
Transkriptionsfaktors NAI1 induziert. Allerdings sind diese neugebildeten ER-bodies von
abnormer, elongierter Form. In diesen akkumuliert vorwiegend die B-Glucosidase BGLU18
und nicht die B-Glucosidase PYK10, die als Hauptbestandteil in den konstitutiv
vorhandenen ER-bodies identifiziert worden ist (Nakano et al., 2014). Dies bedeutet, dass
fur die Neubildung der ER-bodies nach Verwundung ein anderer, noch unerforschter
Transkriptionsfaktor als fur die konstitutiv vorhandenen ER-bodies, deren Bildung von
NAI1 abhangig ist, verantwortlich ist (Matsushima et al., 2004; Yamada et al., 2009;
Ogasawara et al., 2009).
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3.3. Mogliche Beteiligung der AtCEP im Programmierten Zelltod in der

,Jlateral root cap“ sowie im Suspensor

Neben ihrer gezeigten Beteiligung an der Gewebe-Remodellierung sind KDEL CysEP in
den pflanzlichen Geweben akkumuliert, in denen der PCD bevorsteht, gerade initiiert wird
oder die finalen Stufen des PCD in Form des Zellkollapses bereits stattfinden. Aufgrund
ihrer fur Endopeptidasen sehr ungewohnlich breiten Substratspezifitat spalten
KDEL CysEP unspezifisch Zellkomponenten und gelten daher als ,late-acting“ Proteasen
(Than et al., 2004; Hierl et al., 2012).

3.3.1. AtCEP2 scheint im PCD in der ,lateral root cap® involviert zu sein

In Arabidopsis Keimlingen konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 in
der Wurzelspitze in Form eines ,two band patterns® detektierbar ist. Das Pro-Enzym von
AtCEP2 wird in den Zellen der LRC sowie in der Columella in Ricinosomen-ahnlichen
Organellen gespeichert (s. Abb. 43; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Generell gilt das Auftreten
von Ricinosomen im pflanzlichen Gewebe als Indikator fir den beginnenden PCD. Daher
werden die Ricinosomen auch als ,Suizid-Bomben* angesehen (Schmid et al., 1999; Than
et al., 2004; Schaller, 2004; Helm et al., 2008; Senatore et al., 2009; Hierl et al., 2012). In
Arabidopsis scheinen dariiber hinaus Ricinosomen-ahnliche Organellen ebenfalls als
,ouizid-Bomben® zu fungieren, da das Pro-Enzym von AtCEP2 in den Columella-Zellen
exprimiert ist, in denen der PCD bevorsteht (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Die exakte zeitliche Ausfuhrung des PCD ist in der Wurzelspitze entscheidend fur die
Lange der Primarwurzel (Fendrych et al., 2014). Generell besteht die LRC aus finf
Zellschichten, wobei die innerste Zellschicht nahe dem ruhenden Zentrum als die erste
Zellschicht definiert ist und die jungste darstellt. Die aul3erste Zellschicht hingegen an der
Wurzelspitze auf Héhe der ,PCD Site II* (s. Abb. 27) wird als flinfte Zellschicht festgelegt
und ist die alteste. Der PCD wird in den Zellen der mittleren Zellschicht Nummer drei auf
Hohe der Mitte der meristematischen Zone initiiert. Diese Zone wird ,PCD buildup zone*
genannt. Der PCD selbst findet schlie3lich am Ende der meristematischen Zone fern der
Wurzelspitze in der mittleren Zellschicht Nummer drei statt. Diese Zone wird wiederum als
,PCD Site I (s. Abb. 27) bezeichnet. Der PCD gewahrleistet hier am Ende der LRC eine
fortdauernde Abschilferung der LRC-Zellen, sodass die beginnende Elongation der
Zellschichten wurzelaufwarts gesichert ist. Der PCD wandert in dieser Zellschicht Nummer
drei von Zelle zu Zelle in Richtung Wurzelspitze, um an dieser letzten Endes die
,PCD Site II* zu bilden. Hier schilfern die letzten Zellen der Zellschicht Nummer drei der

LRC ab. Dieser Vorgang wird immer wieder in der nachst jingeren Zellschicht in derselben
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Art und Weise wiederholt (Wenzel und Rost, 2001; Rost, 2011; Fendrych et al., 2014;
Yadyv und Helariutta, 2014).

AtCEP bzw. AtCEP2 scheinen in diesem PCD in der LRC nicht entscheidend involviert zu
sein, da der Einfach-Verlust von AtCEP2 keine Stérung des PCD bewirkt. In Keimlingen
der homozygoten atcep2 ko findet der PCD nach wie vor statt und ist in den zwei distinkten
Zonen der ,PCD Site I (oberes Ende LRC) und der ,PCD Site II“ (unteres Ende LRC)
erkennbar. Daruiber hinaus zeigen beide Zonen eine ahnliche Grof3e wie in Keimlingen
des Col-0 Wildtyps (s. Abb. 32). Des Weiteren kann zudem eine funktionelle Redundanz
der AtCEP untereinander in der LRC ausgeschlossen werden. Der Doppel-Verlust von
AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitiger Herunterregulierung von AtCEP2 bewirkt in
Keimlingen der homozygoten atcep_triple-ko/kd ebenso keinen Verlust des PCD in der
LRC. Es sind wiederum zwei distinkte Zonen der ,PCD Site I“ und der ,PCD Site Il mit
einer ahnlichen Grol3e wie in Keimlingen des Col-0 Wildtyps zu erkennen (s. Abb. 32).
Somit zeigen sowohl homozygote Keimlinge der atcep2 ko als auch der atcep_triple-ko/kd
eine intakte Entwicklung der LRC. In beiden Genotypen ist lediglich die Verschiebung der
jeweiligen ,PCD Site I“ in Richtung Wurzelspitze zu erkennen. Diese resultiert aus der
Verkirzung der LRC-Zelllangen und der damit verbundenen Reduktion der Lange der LRC
(s. Abb. 28, 29, 30).

In Arabidopsis besitzt der PCD fiir die Entwicklung der LRC eine immense Bedeutung, da
die exakte zeitliche Ausfiihrung des PCD entscheidenden Einfluss auf das Abschilfern der
LRC-Zellen und somit auf die Primarwurzellange hat. Dieser PCD wird durch den
Transkriptionsfaktor SMB (ANACO033/SOMBRERO) kontrolliert. SMB stellt hierbei den
entscheidenden Regulator dar, da dieser zwingend fir die Vorbereitung und fir die
Ausfuhrung des PCD in der LRC erforderlich ist (Bennett et al., 2010; Fendrych et al.,
2014). In Arabidopsis Wildtyppflanzen sind die Zelltod-assoziierten Proteasen Nuclease
BFN1 (BIFUNCTIONAL NUCLEASE 1) und Aspartat-Protease PASPA3 (PUTATIVE
ASPARTIC PROTEINASE A3) in beiden ,PCD Sites” in der LRC lokalisiert. Der Verlust
von SMB resultiert in einer starken Abnahme der Expressionen von BFN1 und PASPAS.
Damit Ubereinstimmend fuhrt der Verlust von SMB zu einem verzdgerten PCD, der
bewirkt, dass die LRC-Zellen am Ende der LRC nicht abschilfern kdnnen, sondern sich als
lebende, intakte Zellen Uber die Epidermis der Elongationszone legen. Somit werden die
epidermalen Zellen in der Elongationszone mechanisch in ihrer Elongation beeintrachtigt,
was wiederum eine Verkirzung der Primarwurzellange verursacht. Die LRC-Zellen
hingegen werden passiv durch die Epidermiszellen zu einer abnormalen L&nge elongiert,
bis diese schlie3lich aufgrund der wirkenden physikalischen Kréfte zerreil3en. Sie sterben
dementsprechend in einem sogenannten Nicht-Programmierten Zelltod auf passive Art
und Weise (Fendrych et al., 2014).
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Interessanterweise fihrt der Einfach-Verlust von BFN1 zu einem sichtbaren PCD-
Phanotyp, der sich in einer verzégerten Degradierung von DNA und RNA auf3ert. Der
Einfach-Verlust von PASPA3 hingegen bewirkt keinen sichtbaren PCD-Phéanotyp. Dies
deutet daraufhin, dass der PCD in der LRC aus einem komplexen Zusammenspiel von
einer Vielzahl an Proteasen besteht (Fendrych et al., 2014). Demzufolge ist eine partielle
Involvierung von AtCEP2 im LRC-PCD trotz intakter ,PCD sites® und keinem sichtbaren
PCD-Phéanotyp denkbar. Dies wirde zudem die massive Speicherung des Pro-Enzyms
von AtCEP2 in der LRC in den als ,Suizid-Bomben® geltenden Ricinosomen-ahnlichen
Organellen erklaren. Einen Rickschluss auf eine etwaige Beteiligung von AtCEP2 im
LRC-PCD konnte eine Analyse der Genexpression von AtCEP2 im genetischen
Hintergrund von AtSMB Mutanten geben, da der Transkriptionsfaktor SMB als der
Regulator fur den PCD in der LRC gilt.

3.3.2. AtCEP1 besitzt moglicherweise eine Funktion im Zelltod-assoziierten Gewebe

des Suspensors
Neben AtCEP2 scheint zudem AtCEP1 eine Funktion im PCD in Arabidopsis zu besitzen.

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Pro-Enzym von AtCEPL1 in allen
Suspensor-Zellen wahrend der Embryonalentwicklung ab dem Herz-Stadium bis zum
L,upturned-Stadium* lokalisiert ist (s. Abb. 48). Uber eine Lokalisierung in friiheren Stadien
der Embryonalentwicklung kann aufgrund der schwierigen Préparation keine Aussage
getroffen werden.

Grundsatzlich stellen die Suspensor-Zellen ein pflanzliches Gewebe dar, das wahrend der
Embryonalentwicklung je nach Pflanze friiher oder spater immer stirbt. Der Suspensor
variiert in allen Pflanzen in Gestalt und GrofRe von wenigen Zellen in Arabidopsis bis zu
tausend Zellen in Picea abies (Kawashima and Goldberg, 2009).

Nach dem Start der Embryogenese in Arabidopsis durch Befruchtung der Eizelle, elongiert
die Zygote bis zur dreifachen Lange ihrer urspriinglichen Grof3e. Danach teilt sich diese
asymmetrisch, wobei die kleinere apikale Zelle die Griinderzelle flr den ,embryo proper®
und den spateren Keimling darstellt. Die gréf3ere basale Zelle hingegen entwickelt sich zu
einer sogenannten extraembryonalen Hilfsstruktur, dem Suspensor. Der Suspensor
besitzt nach einigen wenigen transversalen Zellteilungen mit anschlieRender Elongation
eine Halm-ahnliche Form bestehend aus einer Zellreihe. Das Wachstum des Suspensor
endet im Herzstadium des Embryos (Babu et al., 2013; Van Hautegem et al., 2014). Die
Aufgabe des Suspensors besteht generell darin, den Embryo in das Lumen des Samens

zu drucken, sodass dieser vom Endosperm umgeben ist. Dartiber hinaus vermittelt der
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Suspensor in einigen Pflanzen mdglicherweise den Transport von Nahrstoffen und
Hormonen (Kawashima and Goldberg, 2009).

In  Arabidopsis stirbt der Suspensor spatestens im ,upturned-Stadium® der
Embryonalentwicklung ab (Blanvillain et al., 2011). Der PCD in den Suspensor-Zellen wird
hierbei beispielsweise von dem 25 Aminosaure groRen Signalpeptid KOD (KISS OF
DEATH) initiiert. KOD ist cytosolisch lokalisiert und leitet die Depolarisierung der
mitochondrialen Membran ein (Blanvillain et al., 2011). Diese Depolarisation ist ein
wichtiger Schritt im beginnenden PCD, der vor dem Zerplatzen der Vakuole stattfindet (Yu
et al., 2002). Des Weiteren initiiert KOD Caspase-ahnliche Aktivitaten in den frihen Stufen
des PCD im Suspensor. Im ,upturned-Stadium® des Embryos weisen Wildtyppflanzen
lediglich noch 5 % Suspensoren mit vollig intakten Zellen auf. Der Verlust von KOD fiihrt
zu einem sechsfachen Anstieg an Suspensoren mit ganzlich intakten Zellen und somit zu
einer Verzogerung der Initiierung des PCD in diesen Zellen. Die Uberexpression von KOD
wirkt sich sogar bis auf die Entwicklung der Keimlinge aus. Diese zeigen bei
Uberexpression von KOD nekrotische Regionen auf Kotyledonen und Primarblattern. Des
Weiteren sind die Keimlinge zudem drastisch in ihrer Entwicklung eingeschrankt und nur
bedingt lebensfahig (Blanvillain et al., 2011).

Interessanterweise verursacht der Verlust des PCD in Suspensor-Zellen in Arabidopsis
keine sichtbaren Folgen fir die Entwicklung des Embryos und des Keimlings (Blanvillain
et al., 2011). In Picea abies dagegen besteht der Suspensor aus bis zu tausend Zellen
und mehreren Zellreinen. Der Verlust des PCD in diesen Zellen fuhrt dazu, dass sich die
embryonalen Zellmassen nicht separieren kbénnen und verklumpen. Dies verursacht einen
sehr kurzen Suspensor und fuhrt letztlich zum Tod des Embryos (Bozhkov et al., 2004).
Neben dem PCD besitzt die Gewebe-Remodellierung eine weitere wichtige Funktion in
der Ausbildung des Suspensors. In Arabidopsis enden die wenigen transversalen
Zellteilungen mit anschlieRender Elongation im Herzstadium des Embryos. Das Gen
NIMNA/NMA (alt-indisches Wort fur ,versunken®) kodiert fir eine Pektin-abbauende
Polygalacturonase NMA, die im Apoplasten der Suspensor-Zellen lokalisiert ist (Babu et
al., 2013). Pektin stabilisiert das Zellwand-Gerist und ist Hauptbestandteil der
Mittellamelle (Peaucelle et al., 2012). Der Verlust von NMA fuhrt zu einer reduzierten
Elongation und zur Stauchung der Zellen im Vergleich zu Wildtyppflanzen. Die Anzahl der
Zellen dagegen bleibt unverandert. Darlber hinaus ist zudem die Elongation der
embryonalen Zellen eingeschrankt. Interessanterweise elongieren diese aber ab dem
Herz-Stadium des Embryos wieder und zwar in demselben Mal3e wie die embryonalen
Zellen des Wildtyps. Somit fuhrt der Verlust von NMA auf der einen Seite zu einer

Verkirzung des Suspensors und zu einer zeitlichen Verzdgerung der embryonalen
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Entwicklung. Auf der anderen Seite zeigen die adulten Pflanzen jedoch keine
Unterschiede in ihrer Entwicklung gegeniber Wildtyppflanzen (Babu et al., 2013).
AtCEP1 kénnte im Zuge der Suspensor-Entwicklung sowohl im PCD als auch in der
Gewebe-Remodellierung involviert sein. Fir eine Beteiligung in der Zellelongation musste
das Pro-Enzym von AtCEP1l in den frihen Stadien der Embryonalentwicklung
nachgewiesen werden. Allerdings kann das Pro-Enzym von AtCEP1 aufgrund der
schwierigen Préparation erst ab dem Herz-Stadium in Suspensor-Zellen analysiert
werden. In diesem Stadium ist die Zellelongation bereits vollstdndig abgeschlossen (Babu
et al., 2013). Daruiber hinaus miisste die maturierte Untereinheit von AtCEP1 mit Hilfe
eines Peptid-Antikérpers in der Zellwand wahrend der frihen Stadien der
Embryonalentwicklung nachgewiesen werden. Grundsatzlich scheint es, dass AtCEP1 in
dieser Gewebe-Remodellierung allenfalls sehr gering involviert ist. Hierfur wurden
homozygote atcepl ko Pflanzen, die ein nicht funktionelles Reporterkonstrukt ohne die
Untereinheit von AtCEP1 (Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) exprimieren (s. Kap. 2.1.1.,
Abb. 3), analysiert. Diese zeigen keinen offensichtlichen Phanotyp in der Zellmorphologie,
wie beispielsweise eine Stauchung der Suspensor-Zellen.

Generell ist der PCD des Suspensors in Col-0 Wildtyppflanzen im ,upturned-Stadium® weit
fortgeschritten, sodass lediglich 5 % der Suspensoren voéllig intakte Zellen aufweisen
(Blanvillain et al.,, 2011). Eine Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in allen
Suspensor-Zellen ist ab dem Herz-Stadium bis zum ,upturned-Stadium“ des Embryos
festzustellen. Das bedeutet, dass eine massive Akkumulierung des Pro-Enzyms von
AtCEP1 bis in die Stadien der Embryonalentwicklung vorliegt, in denen der PCD
unmittelbar bevorsteht. Zu diesem Zeitpunkt ist die Gewebe-Remodellierung bereits
vollstandig abgeschlossen. Dariiber hinaus scheint es, dass Pro-Enzym von AtCEP1 in
den vom ER stammenden 1pum groBen Ricinosomen-&hnlichen Organellen im
Cytoplasma gespeichert ist (s. Abb. 48). Ricinosomen bzw. Ricinosomen-ahnliche
Organellen fungieren als ,Suizid-Bomben® in den finalen Stufen des PCD: Sie zerplatzen
bedingt durch das Ansauern des Cytoplasmas, das durch das ZerreiRen der Vakuole
verursacht wird, und sekretieren ihren Inhalt ins Cytoplasma. Demzufolge gilt ihr
Vorhandensein im pflanzlichen Gewebe als Indikator fir den beginnenden PCD (Schmid
et al., 1999; Than et al., 2004; Schaller, 2004; Helm et al., 2008; Senatore et al., 2009;
Hierl et al., 2012; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Diese dauerhafte Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP1 bis zum ,upturned-
Stadium® des Embryos und das gleichzeitige Auftreten der als ,Suizid-Bomben®
fungierenden Ricinosomen-&hnlichen Organellen belegen, dass AtCEP1 in den
Suspensor-Zellen hauptsachlich bzw. wahrscheinlich ausschlief3lich eine Funktion im

PCD zu besitzen scheint.
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3.4. Funktion der AtCEP in der Pathogen-Abwehr wahrend der kompatiblen

Interaktion mit Erysiphe cruciferarum

Es konnte gezeigt werden, dass AtCEP neben ihren wichtigen Funktionen im Zuge der
Entwicklung in der Gewebe-Remodellierung sowie im PCD zusatzlich eine Funktion in der
Pathogen-Abwehr wéhrend der spaten kompatiblen Interaktion gegen Erysiphe

cruciferarum besitzen.

3.4.1. AtCEP1 ist in die basale Resistenz von Arabidopsis gegen E. cruciferarum

involviert

Der Einfach-Verlust von AtCEP1 in homozygoten atcepl ko Pflanzen (SAIL_158 BO06)
bewirkt den Pathogenese-Phanotyp der Super-Suszeptibilitdt gegeniber E. cruciferarum
im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 7, 8, 16, 17). Des Weiteren sind zudem
homozygote Pflanzen einer zweiten atcepl ko (SALK 013036) super-suszeptibel
gegenuber E. cruciferarum (Howing et al., 2014 (s. 7.2.)). Dieser Pathogenese-Phanotyp
der Super-Suszeptibilitdt kann mit Hilfe eines funktionellen AtCEP1 Reporterkonstrukts
(Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) im atcepl ko (SAIL_158 B06) Hintergrund
komplementiert werden. Dies flhrt dazu, dass diese komplementierten atcepl ko Pflanzen
die gleiche basale Resistenz gegentiber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen zeigen
(s. Abb. 8). Darlber hinaus wird die basale Resistenz von Arabidopsis in Pflanzen der
homozygoten atcepl ko mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt ohne die
Untereinheit von AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) nicht wiederhergestellt
(s. Abb. 8). Des Weiteren kann eine Akkumulierung von AtCEP1 in der spaten kompatiblen
Interaktion mit E. cruciferarum festgestellt werden. Die Expressionen der Pro-Enzyme der
funktionellen und nicht funktionellen AtCEP1-Reporterkonstrukte im atcepl ko
Hintergrund sind ab 7 dpi detektierbar (s. Abb. 9). Diese Akkumulierung von AtCEP1
korreliert mit dem Zeitpunkt des beginnenden Pathogenese-Phanotyps der Super-
Suszeptibilitat gegeniber E. cruciferarum bedingt durch den Verlust von AtCEP1. Neben
dieser zeitlichen Assoziation besteht zudem eine raumliche Korrelation der Expression
von AtCEP1. Die Penetrierung von E. cruciferarum induziert in einer Epidermiszelle de
novo die Expression von AtCEP1 im gesamten ER wahrend der spaten Interaktion.
Besonders um die gebildeten Haustorien ist eine sehr starke Akkumulation des
Pro-Enzyms von AtCEP1 im ER detektierbar (s. Abb. 10).

Zusammenfassend zeigen die Komplementierung des Pathogenese-Phanotyps mittels
AtCEP1 und die zeitlich-raumliche Akkumulierung von AtCEP1 ab dem Zeitpunkt des
beginnenden Pathogenese-Phanotyps bei Verlust von AtCEP1, dass AtCEP1 in die

basale Resistenz von Arabidopsis gegen E. cruciferarum involviert ist.
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3.4.2. AtCEP1 und AtCEP3 besitzen ahnliche Funktionen in der Beteiligung am
Programmierten Zelltod zur Beeintrachtigunqg der Entwicklung von E. cruciferarum
Neben AtCEP1 besitzt zudem AtCEP3 eine Funktion in der Beeintrachtigung der

Entwicklung von E. cruciferarum. Der Einfach-Verlust von AtCEP3 fiihrt in homozygoten
atcep3 ko Pflanzen ebenfalls zu einer Super-Suszeptibilitat gegentber E. cruciferarum im
Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen (s. Abb. 17). Dass dieser Pathogenese-Phanotyp der
Super-Suszeptibilitat durch Einfach-Verlust von AtCEP3 bewirkt wird, kann in zukiinftigen
Arbeiten durch zwei Mdoglichkeiten bestatigt werden: Mit einem funktionellen
Reporterkonstrukt fur AtCEP3 komplementierte Pflanzen der analysierten atcep3 ko
missen den gleichen Pathogenese-Phanotyp der Suszeptibilitst wie Col-0
Wildtyppflanzen zeigen. Homozygote Pflanzen einer zweiten atcep3 ko mussen den
gleichen Pathogenese-Phénotyp der Super-Suszeptibilitdt wie Pflanzen der Dbereits
untersuchten atcep3 ko aufweisen.

Die Funktionen von AtCEP1 und AtCEP3 in der Beeintrachtigung der Entwicklung von
E. cruciferarum liegen in ihrer Beteiligung am PCD. Der Einfach-Verlust von AtCEP1 bzw.
AtCEPS3 fihrt in den Pflanzen der jeweiligen Single-Mutante zu einer signifikanten
Reduktion des epidermalen Zelltods wahrend der spaten Interaktion mit dem biotrophen
Pathogen E. cruciferarum. Dies bedeutet, dass AtCEP1 und AtCEP3 flrr den in der spéaten
Interaktion stattfindenden PCD erforderlich sind. Dartber hinaus schrankt AtCEP1 als
weitere Abwehrreaktion in der spaten Interaktion die vermehrte Bildung an Haustorien ein.
AtCEP3 dagegen scheint keine Funktion in der Begrenzung der Haustorienbildung zu
besitzen (s. Abb. 13, 14, 18).

Haustorien stellen wahrscheinlich die Zellen des erfolgreich penetrierten Pilzes dar, von
denen Effektoren zur Suppression pflanzlicher Abwehrreaktionen, wie beispielsweise dem
durch die ,effector triggered immunity” (ETI) ausgeldsten PCD, freigesetzt werden (Jones
and Dangl, 2006). Da AtCEP1 in der spaten Interaktion raumlich und zeitlich direkt
assoziiert ist, konnte AtCEP1 diese haustoriale Freisetzung an Effektoren einschranken
und somit beispielsweise die Unterdriickung des PCD durch E. cruciferarum
beeintrachtigen. Dies scheint plausibel, da bei Verlust von AtCEP1 die Abnahme der
epidermalen PCD-Ereignisse gleichzeitig von einem Anstieg an gebildeten Haustorien
begleitet ist. Grundsatzlich zeigen fast alle toten Epidermiszellen bei Vorhandensein von
AtCEP1 in Wildtyppflanzen gleichzeitig auch gebildete Haustorien in derselben Zelle, die
ein Indikator fur die erfolgreiche Penetration des Pilzes sind (s. Abb. 13). Somit hangt die
Super-Suszeptibilitdt von homozygoten atcepl ko Pflanzen gegentber E. cruciferarum
direkt mit der Reduktion des PCD und dem damit verbundenen Anstieg an Haustorien

Zzusammen.
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Die Funktion von AtCEP3 dagegen ist eher unklar. Einerseits unterstitzt AtCEP3 wie
AtCEPL1 den epidermalen PCD in der spaten Interaktion mit E. cruciferarum. Andererseits
fuhrt der Einfach-Verlust von AtCEP3 neben der Abnahme des epidermalen PCD nicht
gleichzeitig zu einem Anstieg an gebildeten Haustorien (s. Abb. 18). Daher kann das
erweiterte Pilzwachstum auf den super-suszeptiblen atcep3 ko Pflanzen nicht durch den
Anstieg der gebildeten Haustorien erklart werden. Dieselbe Anzahl an gebildeten
Haustorien sowohl bei Vorhandensein als auch bei Verlust von AtCEP3 kdnnte bedeuten,
dass AtCEP3 selbst direkt eine Funktion gegen den echten Mehltaupilz ausubt, indem es
die Funktionalitdt der Haustorien einschrénkt. Somit musste die Anzahl der gebildeten
Haustorien durch AtCEP3 nicht reduziert werden. Dartber hinaus wére es denkbar, dass
der Verlust von AtCEP3 generell eine Abnahme der basalen Resistenz bewirken kdnnte.
Dies wirde sich in einer reduzierten Menge an antimikrobiellen Proteinen und
Phytoalexinen widerspiegeln. Demzufolge wéare eine vermehrte Bildung an Haustorien fur
ein erweitertes Pilzwachstum auf den super-suszeptiblen atcep3 ko Pflanzen nicht
erforderlich.

AtCEP1 und AtCEP3 koénnten auch direkt im Zuge des PCD agieren. Generell gelten
KDEL CysEP wie AtCEP1 und AtCEP3 als ,late-acting” Proteasen, da sie aufgrund ihrer
fur Endopeptidasen sehr ungewdhnlich breiten Substratspezifitat Zellkomponenten in den
finalen Stufen des PCD unspezifisch verdauen kénnen (Than et al., 2004; Hierl et al.,
2012). Allerdings wirde eine Funktion von AtCEP1 und AtCEP3 einzig im Ausfihren des
PCD nicht die Beeintrachtigung des Pilzwachstums erklaren. Logischer ware die
Initiierung des epidermalen PCD durch AtCEP1 und AtCEP3, da dies das rechtzeitige
Absterben des lebenden Gewebes garantieren wiirde. Hiermit wéare das Pilzwachstum
beeintrachtigt, da das fir den obligat biotrophen Pathogen zwingend bendtigte lebende
Gewebe nicht mehr vorhanden wére (van Kan, 2006).

Generell ist der epidermale PCD erst spat in der kompatiblen Interaktion zwischen dem
obligat biotrophen Ascomycet Erysiphe cruciferarum und der suszeptiblen Wirtspflanze
Arabidopsis zu beobachten. Dies unterscheidet diesen PCD von der ,normalen®
Hypersensitiven Reaktion (HR), die friih rassenspezifisch, als Folge der durch die
R-Proteine vermittelte ETI eingeleitet wird (Dangl and Jones, 2001; Martin et al., 2003;
Dodds and Rathjen, 2010). Ob dieser epidermale Zelltod eher eine HR oder sogar einen
neuen PCD-Type widerspiegelt, kénnte durch Analyse der Zellkomponenten wahrend des
PCD-Vorgangs herausgefunden werden. Die HR ist als ein nicht-autolytischer PCD
definiert. Dieser unterscheidet sich vom autolytischen bzw. Entwicklungs-PCD
dahingehend, dass ein Platzen der Vakuole durch ZerreiRen des Tonoplasten nur selten

zu beobachten ist und falls dies der Fall ist, dann findet meist kein sofortiger und/oder kein
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vollstandiger Abbau der Zellkomponenten statt (van Doorn and Woltering, 2005; van
Doorn, 2011).

Die Expression der PR Gene PR1 und PDF1.2 ist bei Einfach-Verlust von AtCEP1
dereguliert. Beispielsweise ist PR1 in homozygoten atcepl ko Pflanzen beim Zeitpunkt
5 dpi im Vergleich zu Col-0 Wildtyppflanzen nur etwa zur Halfte exprimiert (s. Abb. 15).
Diese geringere Expression ist zeitlich direkt mit der Reduktion des epidermalen Zelltods
in den homozygoten atcepl ko Pflanzen korreliert. Somit kdnnte dies auf eine Funktion
von AtCEP1 in der Kommunikation zwischen ER und Nucleus in der Expression der PR
Gene hindeuten.

Generell ist Uber die Funktion von pflanzlichen Abwehrreaktionen und ihrer damit
verbundenen Wirksamkeit in kompatiblen Interaktionen zwischen Pflanzen und
Pathogenen wenig bekannt. Der epidermale PCD in der spaten Interaktion konnte
einerseits auf ein ,absichtliches” Scheitern des Pilzes fur die Erhaltung der kompatiblen
Interaktion Uber einen langeren Zeitraum hindeuten. Andererseits konnte der spate
epidermale PCD eine effektive basale Abwehrreaktion seitens der suszeptiblen
Wirtspflanze darstellen. Die aufgefiihrten Analyse-Ergebnisse zeigen, dass dieser
epidermale PCD unter der genetischen Kontrolle der Wirtspflanze steht und dass dieser
das Pilzwachstum in den spaten Stufen der kompatiblen Interaktion partiell beeintrachtigt.
Papain-ahnliche Cystein-Proteasen sind in Abwehrreaktionen wahrend der Interaktion
zwischen Wirtspflanze und Pathogen involviert. Sie werden in Folge des biotischen
Stresses als Reaktion auf Pathogene exprimiert und fungieren oftmals als direkte oder
indirekte Effektor-Targets fur pathogene Effektor-Proteine. Im Allgemeinen wird davon
ausgegangen, dass in einer kompatiblen Interaktion viele Abwehrmechanismen der
suszeptiblen Wirtspflanzen durch pathogene Effektor-Proteine erfolgreich unterdriickt
werden (Shindo and Van der Hoorn, 2008). Die Papain-&hnliche Cystein-Protease PIP1
(PHYTOPHTHORA INHIBITED PROTEASE-1) akkumuliert zur Pathogen-Abwehr gegen
den biotrophen Oomycet Phytophthora infestans im Apoplasten und wird durch dessen
Cystatin-ahnlichen Protease-Inhibitor EPIC2B gehemmt (Tian et al., 2007; s. Kap. 1.9.).
Die grof3e Bedeutung von Papain-ahnlichen Cystein-Proteasen in der Pathogen-Abwehr
wird dadurch deutlich, dass beispielsweise der biotrophe Oomycet Phytophthora infestans
verschiedene Strategien entwickelt hat, den Papain-&hnlichen Cystein-Proteasen
entgegenzuwirken. Das pathogene Avirulenzgen AVRDbIb2, das fir ein RXLR-ahnliches
Effektor-Protein kodiert, wird in der friihen Interaktion stark hochreguliert. Das AVRbIb2
Effektor-Protein wird in die Wirtspflanze transloziert und ist daraufhin in der pflanzlichen
Plasmamembran, vor allem um die gebildeten Haustorien, akkumuliert. Um das
Haustorium verhindert AVRbIb2 die Sekretion der Papain-ahnlichen Cystein-Protease

Cl14 aus Kartoffel, ein Ortholog der RD21 aus Arabidopsis, in den Apoplasten.

147



Diskussion

Infolgedessen verringert sich der Proteingehalt an C14 im Apoplasten und es entsteht ein
Ruckstau, der in einem Anstieg von C14 im Cytoplasma resultiert. Dies bewirkt eine
erhohte Suszeptibilitat der Wirtspflanze gegeniiber dem Pathogen. Die Uberexpression
von C14 fuhrt dagegen zu einer reduzierten Suszeptibilitdt gegentber P. infestans. Die
gleichzeitige Uberexpression von AVRbIb2 und C14 bewirkt erneut die urspriingliche
Suszeptibilitat (Bozkurt et al., 2011).

Neben der spaten Akkumulation von AtCEP1 in der kompatiblen Interaktion, kénnte auch
eine partielle Inhibierung von AtCEP1 durch Protease-Inhibitoren von E. cruciferarum
erklaren, dass kein qualitativer, sondern lediglich ein quantitativer Pathogenese-Phé&notyp
bei Einfach-Verlust von AtCEP1 zu finden ist. Ebenso ist fir AtCEP3 eine partielle
Inhibierung denkbar. Des Weiteren deutet die Expression von AtCEPL1 in der spaten
Interaktion moglicherweise auf eine Hormonregulation des Proteins hin. Derselbe
Wirkmechanismus scheint ebenfalls fir AtCEP3 plausibel zu sein. Eine Beteiligung an der
.pathogen-associated molecular pattern (PAMP) hingegen, die hauptsachlich in der
frihen Immunantwort ausgelost wird, ist eher unwahrscheinlich ist, da AtCEP1 erst in der

spaten Interaktion mit dem biotrophen Pathogen E. cruciferarum involviert ist.
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3.4.3. AtCEP Proteasen sind in der kompatiblen Interaktion mit E. cruciferarum

zueinander nicht funktionell redundant
Im Gegensatz zu AtCEP1 und AtCEP3 ist AtCEP2 nicht in der basalen Resistenz von

Arabidopsis gegen E. cruciferarum beteiligt. Ein Einfach-Verlust von AtCEP2 in
homozygoten atcep2 ko Pflanzen bewirkt keinen Pathogenese-Phanotyp der Super-
Suszeptibilitt gegenuber E. cruciferarum. Stattdessen zeigen Pflanzen der homozygoten
atcep2 ko die gleiche Suszeptibilitat gegentber E. cruciferarum wie Col-0 Wildtyppflanzen
(s. Abb. 16, 19).

Ein Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 resultiert in dem gleichen Pathogenese-
Phanotyp der Super-Suszeptibilitat wie der Einfach-Verlust von AtCEP1 oder AtCEP3
(s. Abb. 17). Damit Ubereinstimmend zeigen homozygote atcep3 x atcepl ko Pflanzen die
gleiche Reduktion an epidermalen Zelltod-Ereignissen in der spéaten Interaktion wie die
jeweiligen Single-Mutanten (s. Abb. 18). Dies bedeutet, dass die Phé&notypen der
jeweiligen Single-Mutanten nicht additiv sind. Zudem scheinen die verbliebenen PCD-
Ereignisse unabhéangig von AtCEP1 und AtCEP3 zu sein. Darliber hinaus zeigt es
mdglicherweise, dass AtCEP1 und AtCEP3 in demselben Reaktionsweg, aber in
verschiedenen Stufen agieren.

Der Doppel-Verlust von AtCEP1 und AtCEP3 mit gleichzeitigem ,Knockdown® von AtCEP2
veranlasst in Pflanzen der homozygoten atcep_triple-ko/kd ebenso keine erweiterte
Super-Suszeptibilitat (s. Abb. 20). Somit scheinen die drei AtCEP Proteasen in der
Pathogen-Abwehr in der Beeintrachtigung der Entwicklung des biotrophen Ascomyceten
E. cruciferarum zueinander nicht funktionell redundant zu wirken.

Grundsatzlich ist der Col-0 Hintergrund, den alle analysierten Mutanten aufweisen,
Uberaus suszeptibel gegeniber E. cruciferarum, da beinahe 80 % der Penetrationen in
einem gebildeten Haustorium der kompatiblen Interaktion resultieren (Huesmann et al.,
2011). Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein noch suszeptiblerer
genetischer Hintergrund der Doppel- und Triple-Mutante fur diese einen Pathogenese-
Phanotyp der noch erweiterten Super-Suszeptibilitdt bewirken wirde.

149



Diskussion

3.4.4. Subzellulare Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in der spéaten

Interaktion mit E. cruciferarum: Akkumulation um die Callose-Einkapselungen des

haustorialen Komplexes und in der Callose-Einkapselung

Wahrend der spaten Interaktion mit E. cruciferarum wird die Expression von AtCEP1 in
Rosettenblattern de novo induziert. In einer Epidermiszelle akkumuliert das Pro-Enzym
von AtCEP1 im gesamten Netzwerk des ER, vor allem um die gebildeten Haustorien
(s. Abb. 10). Interessanterweise ist keine Speicherung des Pro-Enzyms von AtCEP1 in
vom ER stammenden Organellen erkennbar. In der Entwicklung sind AtCEP1 und AtCEP2
Ublicherweise in den vom ER stammenden Speicherkompartimenten, den ER bodies und
den Ricinosomen-ahnlichen Organellen, gespeichert (Hierl et al., 2014 (s.7.1.);
s. Kap. 2.5, 2.6., 2.7.). Dagegen scheint es, dass AtCEP1 in der Pathogen-Abwehr direkt
vom ER freigesetzt werden konnte. Der Grund hierfur konnte die zeitliche Dringlichkeit
sein, sodass AtCEP1 in der spaten Pathogen-Abwehr unmittelbar bendétigt wird und die
Speicherung in vom ER stammenden Organellen entfallen kann.

In Pflanzen existiert neben dem vorwiegend stattfindenden Golgi-abhangigen, zusatzlich
der Golgi-unabhangige Sekretionsweg. Dartber hinaus gibt es in Pflanzen fur Proteine
weitere ,unkonventionelle® Sekretionswege (Ding et al., 2012). Beispielsweise wird eine
cytoplasmatisch lokalisierte Mannitol-Dehydrogenase zur Pathogen-Abwehr Salicylat-
abhangig in einem Golgi-unabhangigen Sekretionsweg in den Apoplasten freigesetzt
(Cheng et al., 2009; Drakakaki and Dandekar, 2013). Fir KDEL CyseP bzw. AtCEP
werden ausschlie3lich Golgi-unabhangige Sekretionswege postuliert (Than et al., 2004;
Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Im Zuge der Pathogen-Abwehr ware eine direkte Sekretion des
Pro-Enzyms von AtCEP1 in den Apoplasten oder beispielsweise in die extrahaustoriale
Matrix aufgrund eines ,undichten“ ER denkbar. Erneute Inokulation mit E. cruciferarum
von ER-Markerlinien, die ein funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP1 (Pcep1::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) exprimieren, kdnnten dariiber Aufschluss geben.

In der spaten Interaktion ist das Pro-Enzym von AtCEP1 im gesamten Netzwerk des ER
und besonders um die Haustorien akkumuliert (s Abb. 10). Dieses Phanomen ist
Ublicherweise in der frihen Interaktion zu beobachten, bei der an der Papille
Fokussierungen von Mikrotubuli und Aktinfilamenten zu beobachten sind, die an dieser
zur Akkumulierung von Zellkern, Golgi-Apparat und ER fihren. Somit kbnnen Enzyme
Papillen-Komponenten direkt am Ort des Geschehens synthetisieren (Huckelhoven,
2007a and b; Eichmann and Hiickelhoven, 2008).

Wahrend der friihen Interaktion mit Blumeria graminis f. sp. hordei akkumuliert das ER um
die Penetrationsstelle in Epidermiszellen von Arabidopsis (Takemoto et al., 2006). Ebenso
ist in der frihen Interaktion zwischen Hordeum vulgare und Blumeria graminis f. sp. hordei

eine Konzentrierung des ER unterhalb des Appressoriums in Epidermiszellen
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festzustellen, wobei das ER den unreifen haustorialen Komplex umhllt (Eichmann and
Huckelhoven, 2008). In der frihen Interaktion zwischen Golovinomyces cichoracearum
und Arabidopsis ist in infizierten Epidermiszellen ein dichtes Netzwerk des ER um die
Penetrationsstelle zu beobachten, das den sich entwickelnden haustorialen Komplex eng
umhdllt. Die Akkumulation des ER konzentriert sich vorwiegend am Hals des haustorialen
Komplexes (Koh et al., 2005). In der kompatiblen Interaktion zwischen Pisum sativum und
Erysiphe pisi akkumuliert das ER in infizierten Epidermiszellen ebenfalls um den
haustorialen Komplex. Interessanterweise ist diese Re-Organisation des ER nicht nur in
der frihen Interaktion, sondern durchgehend auch in der spéten Interaktion festzustellen
(Lecki et al., 1995).

Die subzellulare Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 in penetrierten Epidermiszellen
in der spaten Interaktion mit E. cruciferarum konnte mit Hilfe von zwei verschiedenen
dreidimensionalen Signal-Rekonstruktionen gezeigt werden.

In der ersten Rekonstruktion ist das Pro-Enzym von AtCEP1 sowohl an der Zelloberflache
als auch weiter im Zellinneren um die gebildeten Haustorien akkumuliert (s. Abb. 11).
Darlber hinaus ist das Pro-Enzym von AtCEP1 im Inneren des Haustoriums akkumuliert
und das EGFP-Signal von Pro-AtCEP1 &hnelt einer Einstilpung (s. Abb. 11).

In der zweiten Rekonstruktion ist das Pro-Enzym von AtCEP1 ausschlielich im
Zellinneren seitlich um die Callose-Einkapselung, die den haustorialen Komplex
umschliel3t, und nicht an der Zelloberflache lokalisiert (s. Abb. 12). Zudem scheint es, dass
das Pro-Enzym von AtCEP1 seitlich von au3en durch die Callose-Einkapselung dringt
(s. Abb. 12). Zusatzlich ist eine Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEP1 innerhalb der
Callose-Einkapselung festzustellen (s. Abb. 12). Diese ist nicht uniform innerhalb der
Einkapselung lokalisiert, sondern hauptsachlich an der Stelle, an der unten in der Callose-
Umbhdllung eine deutliche Offnung vom Zellinneren aus erkennbar ist. Ob diese Offnung
in der Callose-Einkapselung durch AtCEP1 oder durch andere Proteine verursacht wurde,
kann nicht geklart werden. Wahrscheinlicher ist, dass es sich bei dieser Offnung um
Licken in der unvollstdndigen Callose-Einkapselung handelt.

Aufgrund der subzellularen Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP1 scheint es, dass
AtCEPL1 eine direkte Funktion in der Abwehr gegen Haustorien besitzt. Dies ist durchaus
plausibel, da der Verlust von AtCEP1 zu einem signifikanten Anstieg an gebildeten
Haustorien in der spéten Interaktion mit E. cruciferarum fahrt (s. Abb. 14).

Die Lokalisation eines im ER lokalisierten Proteins um die Penetrationsstelle und damit
verbunden eine direkte Beteiligung in der Pathogen-Abwehr ist in der friihen Interaktion
zwischen Blumeria graminis f. sp. hordei und Hordeum vulgare festgestellt worden
(Eichmann et al., 2006). Der Suszeptibilitdtsfaktor Bl-1 (BAX INHIBITOR-1) ist ein

konserviertes Zelltodinhibitor-Protein und in der ER-Membran lokalisiert. In der friihen
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Interaktion akkumuliert BI-1 in den Epidermiszellen unterhalb des appressorialen
Keimschlauches in der unmittelbaren Nachbarschaft zu gebildeten Papillen. Diese
Lokalisation deutet auf eine direkte Beteiligung in Abwehrmechanismen, die eine
Penetrationsresistenz  gewahrleisten, hin. Damit (bereinstimmend, fuhrt die
Uberexpression von BI-1 zu einer geringeren Wasserstoffperoxid-Akkumulation an der
versuchten Penetrationsstelle und zu einer erhdhten Suszeptibilitat (Eichmann et al.,
2006).

Im Falle einer erfolgreichen Penetration akkumuliert BI-1 ebenfalls um die penetrierten
Papillen, wobei eine starke Expression von Bl-1 um den haustorialen Hals zu beobachten
ist. Zusatzlich ist BI-1 in geringerem MalRe um den haustorialen Komplex lokalisiert: Es
co-lokalisiert mit einem Membran-umhillten Kompartiment, das den haustorialen Korper
umgibt. Bei diesem Kompartiment handelt es sich vermutlich um einen Teil des
haustorialen Komplexes, da dieses keine fir das ER typische netzartige Strukturen
aufweist (Eichmann et al., 2006).

Mittels der durchgefiihrten dreidimensionalen Signal-Rekonstruktionen kann nicht
differenziert werden, ob die Akkumulation des Pro-Enzyms von AtCEPL1 innerhalb der
Callose-Einkapselung ausschlielich zwischen der Callose-Einkapselung und dem
haustorialen Komplex oder zusatzlich innerhalb des haustorialen Komplexes lokalisiert ist.
In der kompatiblen Interaktion zwischen Pisum sativum und Erysiphe pisi ist in den
infizierten Epidermiszellen die starkste Re-Organisation des ER nahe der
extrahaustorialen Membran zu beobachten. Diese Konzentrierung des ER ist nicht nur in
der frihen Interaktion, sondern durchgehend auch in der spaten Interaktion festzustellen.
Es wird vermutet, dass das ER wahrend der Interaktion mdglicherweise physikalisch mit
der extrahaustorialen Membran verbunden ist, beispielsweise durch Verankerungen an
unterschiedlichen Stellen. Somit ist die Re-Organisation des ER mdglicherweise in der
Exocytose von neuen Membran- und Matrixmaterialen flr den wachsenden haustorialen
Komplex involviert (Lecki et al., 1995).

Wenn in der spaten Interaktion zwischen E. cruciferarum und Arabidopsis ebenfalls eine
Verschmelzung des ER mit der extrahaustorialen Membran stattfindet, konnte AtCEP1
aus dem ,undichten ER" in die extrahaustoriale Membran und extrahaustoriale Matrix
sekretiert werden. AtCEP1 kénnte aufgrund der ungewdhnlich breiten Substratspezifitat
der KDEL CysEP unspezifisch Proteinbestandteile der extrahaustorialen Matrix oder der
haustorialen Zellwand des echten Mehltaupilzes abbauen und somit dessen Wachstum
einschranken.

Die Lokalisation eines Wirt-Proteins in der extrahaustorialen Membran ist Uberaus selten.
Bislang konnte ausschlielich fur das als R-Protein klassifizierte RPW8.2 (RESISTANCE
TO POWDERY MILDEWS.2) eine Lokalisation in der extrahaustorialen Membran
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nachgewiesen werden. RPW8.2 akkumuliert in Arabidopsis in dieser Membran wéahrend
der frihen Interaktion mit Golovinomyces cichoracearum. Hierbei initiert RPW8.2 lokal
sowohl die Bildung zur erweiterten Einkapselung des haustorialen Komplexes als auch die
Akkumulation von Wasserstoffperoxid zur Hemmung des Haustoriums (Wang et al.,
2009). Die Herkunft der extrahaustorialen Membran ist nach wie vor ungeklart. Sie
umschlief3t das Haustorium vollstandig und trennt dieses vom Cytoplasma der Wirtszelle
(Micali et al., 2008). In ihrer Struktur unterscheidet sich die extrahaustoriale Membran von
der Plasmamembran der Wirtspflanze, da einige Plasmamembran-Proteine nicht in der
extrahaustorialen Membran lokalisiert sind. Es werden zwei Modelle fir die Bildung der
extrahaustorialen Membran wahrend der Entwicklung des haustorialen Komplexes
angenommen. Im ersten Modell wird beschrieben, dass sich die extrahaustoriale
Membran aus der Invagination der Plasmamembran bildet, wobei das haustoriale
Halsband moglicherweise Proteine der invaginisierenden Plasmamembran selektioniert.
Dies wirde die unterschiedlichen Proteinzusammensetzungen beider Membranen
erklaren. Das zweite Modell geht von einer de novo Synthese der extrahaustorialen
Membran aus (Koh et al., 2005).
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3.4.5. AtCEP1 leistet einen Beitrag im AtCPR5-kontrollierten Programmierten Zelltod

wahrend der Interaktion mit E. cruciferarum

Die offentlichen Genexpressions-Daten der Arabidopsis Mutante atcpr5 (GEO accession
GSE5745; Genevestigator: Zimmermann et al., 2004) zeigen eine signifikante
Hochregulierung des AtCEP1 Transkripts. Der Verlust von AtCPR5 fiihrt unter anderem
zu einem deregulierten PCD, der sich in der Bildung spontaner nekrotischer Blattlasionen
auf jJungen Rosettenblattern auf3ert (Bowling et al., 1997; Brininstool et al., 2008).

Im Zuge dieser Arbeit konnte mit Hilfe einer Transkript-Analyse von AtCEPL1 in der atcpr5
Mutante belegt werden, dass die Hochregulierung von AtCEP1 zeitlich direkt mit dem
Auftreten von sichtbaren nekrotischen Blattlasionen Ubereinstimmt. Kongruierend damit,
ist AtCEP1 in asymptotischen Rosettenblattern nicht Gberexprimiert (s. Abb. 21). Dies
kénnte bedeuten, dass AtCPR5 moglicherweise einen Regulator von AtCEP1 darstellt und
daruber hinaus AtCEP1 den vom AtCPR5-kontrollierten PCD unterstutzt.

Generell agiert AtCPRS5 in der Pathogen-Abwehr als ein negativer Regulator der durch die
ETI ausgeldste HR und dem damit verbundenen PCD (Wang et al., 2014). Der Verlust von
AtCPRS5 bewirkt eine konstitutive Expression der SA-, JA- und ET-abhangigen PR-Gene
und damit zusammenhéangend eine konstitutive Resistenz gegeniber vielen biotrophen
und hemibiotrophen Pathogenen (Bowling et al., 1997; Clarke et al., 2000; Orjuela et al.,
2013; Wang et al., 2014). Im Zuge dieser Arbeit konnte dariiber hinaus gezeigt werden,
dass der Verlust von AtCPR5 in den Pflanzen der homozygoten atcpr5 Mutante zudem zu
einer vollstandigen Resistenz gegeniber E. cruciferarum fuhrt (s. Abb. 23). Somit agiert
AtCPRS5 in der Pathogen-Abwehr in entgegengesetzter Wirkweise zu AtCEP1. Der Verlust
von AtCPR5 resultiert in einer konstitutiven Resistenz und in einem vermehrt
stattfindenden PCD, wohingegen der Verlust von AtCEP1 die Suszeptibilitat erhéht und
die epidermalen PCD-Ereignisse reduziert.

Darauffolgend wurde untersucht, ob die Hochregulierung von AtCEP1 die Ursache fir die
konstitutive Resistenz der atcpr5 Mutante gegentiber Pathogenen ist. Der Verlust von
AtCEP1 fuhrt in Pflanzen der homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante zu keiner
aufkommenden Suszeptibilitat gegenuiber E. cruciferarum. Pflanzen der atcepl x atcpr5
Doppelmutante zeigen die gleiche konstitutive Resistenz wie Pflanzen der atcpr5 Mutante
(s. Abb. 23). Somit bewirkt der Verlust von AtCEP1 auf makroskopischer Ebene keinen
Einfluss auf den Pathogenese-Phanotyp der atcpr5 Mutante. Dies bedeutet, dass der
Pathogenese-Phanotyp der atcpr5 Mutante epistatisch Uber dem Pathogenese-Phénotyp
der atcepl ko steht.

Dagegen zeigt die mikroskopische Analyse, dass AtCEP1 im AtCPR5-kontrollierten PCD
bei gleichzeitigem Stress durch die Interaktion mit E. cruciferarum einen Beitrag leistet.

Hierfir wurden atcepl x atcpr5 Doppelmutanten, die zusatzlich ein nicht funktionelles
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AtCEP1-Reporterkonstrukt ohne die Untereinheit von AtCEP1 (Pcepi::pre-pro-3xHA-
EGFP-KDEL) exprimieren, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Promotoraktivitdt von AtCEP1 zeitlich und raumlich direkt mit dem PCD, der in Form von
sichtbaren nekrotischen Blattlasionen auf Rosettenblattern zu erkennen ist, assoziiert ist
(s. Abb. 22). Der Verlust von AtCEP1 fuhrt in der atcepl x atcpr5 Doppelmutante unter
dem Infektionsstress des echten Mehltaupilzes zu einer signifikanten Reduktion der
nekrotischen Lasionsflache bevor diese Lasionen mit bloBem Auge zu erkennen sind
(s. Abb. 24).

Diese raumlich-zeitliche Assoziation von AtCEP1 einerseits im AtCPR5-kontrollierten PCD
und andererseits in der spaten Interaktion mit E. cruciferarum kénnte im Kontext mit
anderen Genen, die ebenfalls rAumlich und/oder zeitlich mit dem PCD in der Pathogen-
Abwehr assoziiert sind, interessant sein. Beispielsweise vermitteln die im Nucleus
lokalisierten Salicylsdure-Rezeptoren NPR3 und NPR4 (NON-EXPRESSOR OF
PATHOGENESIS-RELATED Genes3/4) die Degradierung von NPR1 durch das
Proteasom. Dies geschieht raumlich-zeitlich abhangig vom vorliegenden zelluldren
Salicylsaure-Gradienten. In der Pathogen-Abwehr erhoht sich der Salicylsaure-Gehalt
ausgeldst als Folge der ETI in der infizierten Zelle und nimmt aber in den benachbarten
Zellen zur Infektionsstelle ab. Bei einem hohen Salicylsaure-Gehalt wird NPR1 degradiert
und leitet den PCD ein. Dagegen findet in den benachbarten Zellen eine Akkumulation
von NPR1 statt, die zur Limitierung des PCD und gleichzeitig zur Etablierung der
systemisch erworbenen Resistenz fuhrt (Fu et al.,, 2012). Es wéare von Interesse,

Funktionen der AtCEP im genetischen Hintergrund von NPR-Mutanten zu analysieren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die drei KDEL-Cystein-Endopeptidasen in
Arabidopsis im Zuge der Gewebe-Remodellierung Funktionen in der Zellwanderweichung
fur die Elongation sowie fur die Zellseparation besitzen. Zudem sind AtCEP im
Programmierten Zelltod in der Abwehr gegen den obligat biotrophen Ascomycet Erysiphe
cruciferarum involviert. Dies ist eine neue Funktion fir AtCEP im Programmierten Zelltod
zur bereits belegten Funktion im Entwicklungs-PCD.

Aufgrund der ungewohnlich breiten Substratspezifitdt der KDEL CysEP ware es zuklnftig
von Interesse, wie die Auswahl der Substrate, die in einer enzymatischen Reaktion von
diesen umgesetzt werden, seitens der Pflanze reguliert ist. Ebenso ist die weitere
Erforschung der Regulierung von KDEL CyskEP interessant, ob diese neben der
bekannten pH-abhangigen autokatalytischen Prozessierung beispielsweise direkt durch

Hormone reguliert werden.

155



Material und Methoden

4. Material und Methoden

4.1. Klonierungsstrategien der funktionellen und nicht funktionellen
Reporterkonstrukte fir AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3

Fir die biochemische Analyse und zur mikroskopischen Lokalisation der drei
KDEL-Cystein-Endopeptidasen in Arabidopsis AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 werden
transgene funktionelle und nicht funktionelle Reporterkonstrukte konzipiert. Diese

funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukte werden unter der Kontrolle des
jeweiligen respektiven endogenen Promotors zur Expression translationaler
Fusionsproteine von AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3 kloniert. Die Sequenzen fir die
jeweiligen respektiven endogenen Promotoren bestehen aus ca. 2000 Basenpaare (bp),
die ,upstream® zum Startcodon ,ATG" liegen. Diese Sequenzen hatten sich bereits bei der
Klonierung der Promotor::GUS Konstrukte fir AtCEP bewahrt (Helm et al., 2008). Die
jeweiligen Promotoren mit der benachbarten 5’UTR sowie die kodierenden Regionen der
Pre-Pro-Sequenzen und die jeweiligen Untereinheiten mit den benachbarten 3‘UTR
werden von genomischer Wildtyp Col-0 DNA (isoliert mittels CTAB) amplifiziert. Der
dreifache Hamagglutinin-tag (HA-tag) wird vom Vektor pNigell8 amplifiziert (Geldner et
al., 2009). Die entsprechenden Fluoreszenzproteine werden von folgenden Vektoren
amplifiziert: EGFP aus pESZ-CL (Cutler et al., 2000), mCherry aus pNigell7 (Geldner et
al., 2009), mTFP1 aus pNigell9 (Geldner et al., 2009) und mCerulean aus pNigell8
(Geldner et al., 2009). Die jeweiligen amplifizierten PCR-Produkte werden in folgende
Vektoren kloniert: AtCEP1-Reporterkonstrukte in pGreen 0029 (Kanamycin Resistenz),
AtCEP2-Reporterkonstrukte in pGreen 0179 (Hygromycin Resistenz) und AtCEP3-
Reporterkonstrukte in pGreen 0229 (Basta Resistenz) (Hellens et al., 2000).

Funktionelle Reporterkonstrukte:
Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL (Héwing et al., 2014 (s. 7.2.))
Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.))
Pceps::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.1.)
Pcepa::pre-pro-3xHA-mTFP1-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.2.)
Pceps::pre-pro-3xHA-mCerulean-AtCEP3-KDEL (s. Anh. 6.1.3.)

Nicht funktionelle Reporterkonstrukte:
Pcep1::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL (H6wing et al., 2014 (s. 7.2.))
Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.))
Pceps::pre-pro-3xHA-mCerulean-KDEL (s. Anh. 6.1.4.)
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Die funktionellen Reporterkonstrukte enthalten die kodierenden Sequenzen fir den
dreifachen HA-tag und das jeweilige Fluoreszenzprotein zwischen der Pre-Pro-Sequenz
und der jeweiligen Untereinheit. Um die Spaltstelle intakt zu halten, werden dartiber hinaus
die drei N-terminalen Aminosauren der jeweiligen Untereinheit C-terminal zur
Pro-Sequenz direkt vor dem dreifachen HA-tag platziert (s. Abb. 3; Fir Sequenzen und
verwendete Primer s. Anh. 6.1., 7.1., 7.2.).

Zusatzlich werden transgene nicht funktionelle Reporterkonstrukte kloniert. Bei diesen
werden anstelle der jeweiligen Untereinheit ausschliel3lich die acht C-terminalen
Aminoséauren fir AtCEP1 bzw. die sieben C-terminalen Aminosauren fir AtCEP2 und
AtCEP3 inklusive des ER-Ruckhaltesignals ,KDEL®“ der jeweiligen Untereinheit zur
Klonierung verwendet. Davon N-terminal werden die kodierenden Sequenzen fir den
dreifachen HA-tag und das jeweilige Fluoreszenzprotein C-terminal zur Pre-Pro-Sequenz
eingefligt. Um die Spaltstelle intakt zu halten, werden wiederum die drei N-terminalen
Aminosauren der jeweiligen Untereinheit C-terminal zur Pro-Sequenz direkt vor dem
dreifachen HA-tag platziert (s. Abb. 3; Flir Sequenzen und verwendete Primer s. Anh. 6.1.,
7.1.,7.2).

Alle Plasmide werden sequenziert und anschlieRend durch Elektroporation (s. Kap. 4.4.2.)
in den elektrokompetenten Agrobakterienstamm C58 pGV3101 (Van Larebeke et al.,
1974) mit Ti-Plasmid pMP90 (bakterielle Resistenzmarker gegen Antibiotika Rifampicin
und Gentamycin) (Koncz and Schell, 1986; Ferrando et al., 2000) transformiert.

Die so erhaltenen funktionellen und nicht funktionellen Reporterkonstrukte fiir AtCEP1,
AtCEP2 und AtCEP3 werden nach der Methode des ,floral dipping® (Clough and Bent,
1998) (s. Kap. 4.4.12.) in Col-0 Wildtyppflanzen transformiert. Zuséatzlich wird das
funktionelle und nicht funktionelle Reporterkonstrukt fur AtCEP1 mittels ,floral dipping® in
homozygote atcepl ko Pflanzen (SAIL_158 BO06) transformiert.

Alle erhaltenen Reporterpflanzen werden auf den entsprechenden Antibiotika
selektioniert. Es werden jeweils acht homozygote Transformanten bezuglich ihrer
Expressionsstarke am CLSM (fir Anregung und Emission der jeweiligen Fluorochrome
s. Kap. 4.6.3.) analysiert. Die drei homozygoten Transformanten, mit der hdchsten

Expression werden fir die weitere Analyse verwendet.
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4.2. Verwendete Mutanten

4.2.1. T-DNA Insertionslinien fur AtCEP1, AtCEP2 und AtCEP3

atcepl ko (SAIL 158 B06)
Die homozygote AtCEP1 Insertionslinie (SAIL_158 BO06), die einen Col-0 Hintergrund
aufweist, besitzt eine T-DNA Insertion zu Beginn des dritten Exons. Der Knockout von

AtCEP1 wird mittels einer RT-PCR, bei der Primer verwendet werden, die die kodierende
Region des Gens inklusive der T-DNA Insertion umspannen, bewiesen, da kein
entsprechendes Transkript in Keimlingen der atcepl ko amplifiziert werden kann (Howing
et al., 2014 (s. 7.2.)).

Verwendete Primer:

fw: GCGCTTTGCATGCTTATGGTTC (bindet 21 bp ,downstream” zum Startcodon)

rv: CCACAAAGTCCTTCTTTATGACG (bindet 88 bp ,upstream” zum Stopcodon)

Zur mikroskopischen Analyse der Redundanz von AtCEP werden homozygote atcepl ko
Pflanzen (SAIL_158 B06) mit einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt fir AtCEP2
(Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL) nach der Methode des ,floral dipping“ (Clough and
Bent, 1998) (s. Kap. 4.4.12.) transformiert.

atcep?2 ko (SALK 079519)
Die homozygote AtCEP2 Insertionslinie (SALK_079519), die einen Col-0 Hintergrund
aufweist, besitzt eine T-DNA Insertion im zweiten Exon. Der Knockout von AtCEP2 wird

mittels einer RT-PCR, bei der Primer verwendet werden, die die kodierende Region des
Gens inklusive der T-DNA Insertion umspannen, bewiesen. Hierbei wird kein Transkript
fur AtCEP2 in Keimlingen der atcep2 ko nachgewiesen (s. Abb. 4).

Verwendete Primer:

fw: GATATTTCTCTTTTCTCTTGTCA (bindet 17 bp ,downstream” zum Startcodon)

rv: CTAGAGCTCATCTTTGACATCACC (bindet am Stopcodon)

Homozygote atcep2 ko Pflanzen (SALK _079519) werden zweimal mit Col-0
Wildtyppflanzen reziprok gekreuzt, um etwaige andere Mutationen im Genom zu

entfernen.
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atcep3 ko (SALK 016791)

Die homozygote AtCEP3 Insertionslinie (SALK_016791), die einen Col-0 Hintergrund
aufweist, besitzt eine T-DNA Insertion in der 5UTR 18 Basenpaare N-terminal zum
Startcodon ,ATG". Der Knockout von AtCEP3 wird mittels einer RT-PCR, bei der Primer

verwendet werden, die die kodierende Region mit der 5’UTR des Gens inklusive der

T-DNA Insertion umspannen, bewiesen, da kein entsprechendes Transkript in Keimlingen
der atcep3 ko amplifiziert werden kann (s. Abb. 5).

Verwendete Primer:

fw: CCTCAATCATATACCATAAAAGGC (bindet 75 bp ,upstream“ zum Startcodon)

rv: GCAGGTTCCATGAGACCTCCTGC (bindet im zweiten Exon)

Homozygote atcep3 ko Pflanzen (SALK_016791) werden zweimal mit Col-0
Wildtyppflanzen reziprok gekreuzt, um etwaige andere Mutationen im Genom zu

entfernen.

atcep3 ko x atcepl ko (SALK 016791 x SAIL_158 BO06)
Aus den homozygoten Single-Mutanten atcep3 ko (SALK 016791) (zweimal

zurlickgekreuzt) und atcepl ko (SAIL_158 BO06) wird durch Kreuzung die Doppel-Mutante
atcep3 x atcepl ko (SALK 016791 x SAIL_158 B06) generiert. Der Knockout von
AtCEP3 und AtCEP1 wird mit den bereits beschriebenen Primern erneut mittels RT-PCR
bestatigt und somit die damit verbundene Homozygotie bewiesen.

Zur mikroskopischen Analyse der Redundanz von AtCEP werden Pflanzen der
homozygoten Doppelmutante atcep3 ko x atcepl ko (SALK 016791 x SAIL_158 BO06) mit
einem nicht funktionellen Reporterkonstrukt fir AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-
KDEL) nach der Methode des ,floral dipping“ (Clough and Bent, 1998) (s. Kap. 4.4.12.)

transformiert.
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4.2.2. Erzeuqgung einer triple-knockout/knockdown-Mutante durch Doppel-Verlust
von AtCEP1 und AtCEP3 und gleichzeitiger Herunterregulierung von AtCEP2

Eine Triple-Mutante atcep_triple-ko mit Insertionen in allen drei AtCEP Genen ist schwer
durch Kreuzung zu generieren, da AtCEP2 und AtCEP3 ,in tandem® auf Chromosom 3
liegen. Aus diesem Grund wird die homozygote Doppelmutante atcep3 x atcepl ko
(SALK_016791 x SAIL_158 B06) mit AtCEP2-RNAi-Konstrukten transformiert. Zur
Unterdriickung der Expression von AtCEP2 wird der Vektor pHANNIBAL sowie der Vektor
pART27, der das Notl-Fragment von pHANNIBAL akzeptiert (CSIRO Plant Industry,
CANBERRA ACT 2601, Australia), verwendet. Es wird ein reprasentatives Produkt fur
AtCEP2 aus der 3'UTR, das 134 bp umfasst, von TAMU-BAC T29H11 als BamHI/Xhol-
Fragment und als Clal/Kpnl-Fragment amplifiziert. Hierfur werden folgende Primer
verwendet:

fw: AACGGATCCTCGAGAGACTTTAAGTCATTGAAAACTG

rv: TGGATCGATGGTACCTGCTGGCCAATATTACAAGGAG

Dieses PCR-Produkt wird als ein BamHI-Clal- und Xhol-Kpnl-Fragment in den Vektor
pHANNIBAL kloniert. Das daraus resultierende Plasmid wird als Notl-Fragment in den
Vektor pART27 kloniert. Dieses finale Plasmid wird in den Agrobacterium tumefaciens
Stamm pGV3010::PMP90 elektroporiert.

Pflanzen der homozygoten Doppelmutante atcep3 x atcepl ko (SALK 016791 x
SAIL_158 B06) werden mit diesen AtCEP2-RNAi-Konstrukten und gleichzeitig mit dem
nicht funktionellen AtCEP2 Reporterkonstrukt (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL;
s. Abb. 3; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) nach der Methode des ,floral dipping“ (Clough and
Bent, 1998) (s. Kap. 4.4.12.) transformiert.

Aus dieser Transformation erhalt man elf homozygote atcep_triple-ko/kd Linien, die
beziglich ihrer AtCEP2 Expression mittels gRT-PCR (s. Kap. 4.4.11.) analysiert werden.
Die zwei Linien mit der starksten Herunterregulierung der AtCEP2-Expression sind die
Linie 2.21 auf durchschnittlich 0.5 % und die Linie 3.14 auf durchschnittlich 2 % (s. Abb. 6).
Das nicht funktionelle Reporterkonstrukt fur AtCEP2 ist ebenfalls herunterreguliert, sodass
kein Signal des Fluoreszenzproteins mCherry am CLSM nachweisbar ist. Dies beweist
Uberdies die Funktionalitat der AtCEP2-RNAi-Konstrukte und den damit verbundenen
~,Knockdown"“ von AtCEP2.
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4.2.3. Weitere Mutanten

atcprb-2 Punktmutante (NASC stock code N3770)
Die analysierte atcpr5-2 Mutante (NASC stock code N3770), die einen Col-0 Hintergrund

aufweist, besitzt eine Punktmutation im vierten Exon, die zu einem Stopcodon fihrt
(Trp477stop) (Boch et al., 1998; Bowling et al., 1994). Diese atcpr5-2 Punktmutante wird
im folgenden Text als atcpr5 Mutante bezeichnet.
Junge Pflanzen der atcpr5 Mutanten zeigen neben Zwergwuchs, eine verfrihte
Kotyledonen-Seneszenz und junge Rosettenblatter weisen Bereiche spontaner
nekrotischer Blattlasionen auf (Bowling et al, 1997, Clarke et al., 2000;
Brininstool et al., 2008).
Es wird eine visuelle Vorauswahl von 2-3 Wochen alten Pflanzen der atcpr5 Mutanten
getroffen: Die kleinsten Pflanzen mit den deutlichsten Blattlasionen werden zur
Genotypisierung mittels PCR verwendet. Es wird ein 653 bp langes Fragment, das die
Halfte des vierten Exons inklusive dem Stopcodon und 6 bp der 3’'UTR umspannt, mit
folgenden Primern amplifiziert:

fw: GGCTCCTCGTAAGTGTCTTCAGC

rv: GGTCTGACTATGCTTGAGACGAG

Das amplifizierte PCR-Produkt wird mit folgenden Primern sequenziert und die
homozygote Punktmutation bestatigt:

fw: CGATCATCAGGTACGAAGC

rv: GTCACGTTTATAGGACCG

atcepl x atcpr5 (SAIL 158 B06 x NASC stock code N3770)

Aus den homozygoten Single-Mutanten atcepl ko (SAIL_158 B06) und atcpr5 (NASC
stock code N3770) wird durch Kreuzung die Doppel-Mutante atcepl x atcpr5
(SAIL_158 B06 x NASC stock code N3770) generiert.

Die Homozygotie der atcepl ko wird durch die beschriebenen Primer (s. Kap. 4.2.1.) und

die Punktmutation der atcpr5 Mutante durch erneutes Sequenzieren bestatigt.
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atnail (GK-136G06-012754)
Zur Untersuchung der vom ER stammenden Organellen wird die T-DNA Insertionsmutante
atnail (GK-136G06-012754; Col-0 Hintergrund; Matsushima et al., 2004), bei der sich die

Insertionsstelle in der 5'UTR 67 Basenpaare N-terminal zum Startcodon ,ATG" befindet,

verwendet. Das Gen AtNAIL kodiert fir den Transkriptionsfaktor AtNAIL, der alleine fur die
Bildung von ER-bodies in Arabidopsis verantwortlich ist (Matsushima et al., 2004). Diese
sind ausschlief3lich in den epidermalen Zellen akkumuliert (Hayashi et al., 2001).
Die Keimlinge von atnail werden mittels PCR mit folgenden Primern auf Homozygotie
genotypisiert:
fw: CACTCGACCACATTCACATAAC (bindet 161 bp ,upstream® zum Startcodon)
rv. CTTCAAGAACTGTTGCCTTGTC (bindet zu Beginn des zweiten Exons)

Die homozygoten atnail Pflanzen (GK-136G06-012754) werden mit Pflanzen, die ein
funktionelles Reporterkonstrukt fir AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund exprimieren, gekreuzt. Von dieser athail x AtCEP2
Linie werden 7 d alte Keimlinge zur Untersuchung der vom ER stammenden Organellen
am CLSM analysiert.

Der Knockout von AtNAI1 kann in dieser gekreuzten Linie am CLSM bestatigt werden: Es

sind keine ER-bodies in den epidermalen Zellen von Arabidopsis akkumuliert.

4.3. Anzucht von Organismen

Anzucht von Arabidopsis thaliana

In dieser Arbeit werden ausschlieRlich Arabidopsis thaliana Pflanzen des Okotyps Col-0
verwendet.

Die entsprechenden Samen werden in 80 % EtOH mit 0.1 % Triton-x-100 fiir 30-40 min
unter Schutteln sterilisiert. Die Samen werden sedimentiert, der Uberstand wird steril
abgenommen und mit sterilem H.O mQ wieder aufgenommen. Die Samen werden erneut
funf Minuten geschittelt und anschlieend sedimentiert. Dieser Vorgang wird funfmal
wiederholt.

Die entsprechenden Samen werden auf MS-Agarplatten (gegebenenfalls mit Antibiotika)
einzeln ausgebracht und zur Stratifizierung fur etwa 48 h bei 4°C gelagert. Die Keimung
erfolgt bei 22°C und Dauerlicht (250 pE/m?2s). Nach zehn bis zwolf Tagen werden die
Keimlinge in Pflanzentdpfe mit Einheitserde und einer Bodenschicht aus Perlit pikiert. Das

weitere  Wachstum  findet in  Phytokammern (Conviron, Kanada) unter
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Langtagbedingungen (16 h Licht, 65% rel. Luftfeuchte, 22°C und 8 h Dunkelheit, 75% rel.
Luftfeuchte, 18°C) statt.

MS-Medium (pro Liter): 2.5 ml 400x Mikrosalze
100 ml 10x Makrosalze
10 g Saccharose
1 g MES
pH-Wert auf 5.8 mit KOH einstellen
9 g Agar (wenn Platten gegossen werden)
Antibiotika werden nach dem Autoklavieren dem
handwarmen Medium steril zugegeben

Mikrosalze (pro Liter): 27.8 mg FeSO4x 7H,0, 37.2 mg Na;EDTA x 2H-0,
0.75 mg KI, 10 mg MnSO4 x H>0, 3 mg H3BOs3,
2 mg ZnSO4 x 7H20, 0.25 mg Na;MoSO4 x 2H>0,
0.025 mg CuSOq x 5H,0, 0.025 mg CoCl, x 6H,0

Makrosalze (pro Liter): 16.5 g NH4NO3, 19 g KNO3, 1.7 g KH2PO.,
4.4 g CaCl;x 2H20, 3.7 g MgSO. x 7H.0

Erde: Fruhstorfer Einheitserde Typ T

Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgt bei 37°C lber Nacht mit den entsprechenden Antibiotika

entweder in LB-Flissigmedium im Schuttler bei 200 rpm oder auf LB-Agarplatten.

LB-Medium (pro Liter): 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NacCl
pH-Wert mit NaOH auf 7.0 einstellen
18 g Agar (wenn Platten gegossen werden)
Antibiotika werden nach dem Autoklavieren dem
handwarmen Medium steril zugegeben

Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Die Anzucht von A .tumefaciens erfolgt bei 28°C fir 2-3d mit den entsprechenden
Antibiotika entweder in LB-Flussigmedium im Schuttler bei 200 rpm oder auf LB-

Agarplatten.
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4.4. Molekularbiologische Methoden

4.4.1. Transformation chemisch kompetenter E. coli mit rekombinanter DNA

Fir diese Transformation werden 10-20 pl eines Ligationansatzes (s. Kap. 4.4.6.) oder
1 pl Plasmid-DNA mit 80 pl auf Eis aufgetauten chemisch kompetenten Zellen (XL1-blue,
Tetracyclin, Stratagene, Heidelberg) in einem 2 ml Reaktionsgefal? vorsichtig gemischt
und fir 30 min auf Eis gestellt. Daraufhin wird dieser Ansatz fir 30 Sekunden in einem
Wasserbad bei 42°C inkubiert. Anschliel3end wird der Reaktionsansatz fur 2 min auf Eis
gekdihlt. Es werden 900 pl SOC-Medium zugegeben und unter Schitteln fir 1 h inkubiert.
Im Anschluss wird dieser Transformationsansatz auf LB-Platten mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

SOC-Medium (pro Liter): 5 g Hefeextrakt
10 g Pepton
10 g NaCl
20 mM Glucose
10 mM MgSOs4
10 mM MgCl;

4.4.2. Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens mit rekombinanter DNA

Die Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens erfolgt in einem Elektroporator
(Parameter: U= 2000 V, R= 700Q, C= 25 pF, T=17.5 ms). Verwendet wurde der
elektrokompetente Agrobakterienstamm C58 pGV3101 (Van Larebeke et al., 1974) mit
Ti-Plasmid pMP90 (bakterielle Resistenzmarker gegen Antibiotika Rifampicin und
Gentamycin) (Koncz and Schell, 1986; Ferrando et al., 2000).

Die elektrokompetenten Agrobakteien werden langsam auf Eis aufgetaut. 80 ul dieser
kompetenten Zellen werden mit 1 ul Plasmid-DNA in einer Elektroporationskivette
gemischt und unter den oben genannten Parametern elektroporiert. Anschlieend werden
die Zellen mit 600 pl LB-Medium versetzt und fir ca. 1 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert.
Nach Sedimentation dieses Reaktionsansatzes wird der Uberstand abgenommen und das
Pellet in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Dieses resuspendierte Pellet wird auf

LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und fur 2-3 d bei 28°C inkubiert.
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4.4.3. Agarose Gelektrophorese

Die Analyse isolierter DNA bzw. von PCR-Produkten oder Produkten eines
Restriktionsverdaus erfolgte Uber Agarose-Gelelektrophorese. Zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten entsprechend ihrer MolekilgréRe wird eine Agarose-Konzentration von
0.5-1 % (w/v) in 1x TAE als Elektrophorese-Puffer verwendet.

Die entsprechende Menge Agarose wird in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach dem
Abkihlen auf ca. 60°C werden zur Visualisierung der DNA 5 ul Ethidiumbromid-
Stammlésung pro 100 ml zugesetzt und das Gel in eine entsprechende Gelkammer
gegossen. Die Elektrophorese erfolgt bei 180-200 V und 350-400 mA in der Gelkammer.
Als GrolRenstandards dienen je nach zu erwartender Molekulgrof3e verschiedene DNA-
Marker. Die DNA-Proben werden vor dem Probenauftrag mit 6-fach Gelladepuffer
(Endkonzentration 1x, MBI Fermentas) versetzt. Die Dokumentation der DNA-Banden
erfolgt auf einem UV-Schirm (A = 320 nm) mittels Doc-it Apparatur und Software (LTF
Labortechnik GmbH und Co KG, Deutschland).

50x TAE: 2 M Tris/HCI
5.7 % Essigsaure (v/v)
50 mM EDTA
pH-Wert auf 8.0 einstellen

Ethidiumbromid-Stammldsung: 10 g/l Ethidiumbromid in H.O mQ
Verwendete DNA-Marker. 100 bp Ladder (MBI Fermentas)
1 kb Ladder (MBI Fermentas)

4.4.4. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die gewinschten DNA-Banden werden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
geschnitten. Die DNA-Extraktion wird mit dem Gelextraktionskit Nucleospin® Extrakt Il
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) durchgefihrt.

4.4.5. Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau von DNA erfolgt mittels Restriktionsenzymen (MBI Fermentas). Dem Verdau
wird 1-4 U Restriktionsenzym pro 1-5 pg DNA zugesetzt. Die Reaktion lauft in dem zum
jeweiligen Restriktionsenzym zugehdrigen Puffer (1x Endkonzentration) bei 37°C fur
0.5-1.5 h ab.
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4.4.6. Ligation von DNA

Die entsprechenden komplementaren Enden des verdauten Vektors werden vor der

Ligation dephosphoryliert, um die Re-Ligation der linearisierten DNA-Fragmente zu
minimieren. Einem 20 ul Ansatz eines Restriktionsverdaus werden 1 ul alkalische
Phosphatase (NEB) sowie 2.5 pl 10x Puffer und 1.5yl H.O mQ zugegeben. Die
Dephosphorylierung erfolgt bei 37°C fur ca. 30 min. AnschlieRend wird das Enzym
denaturiert, indem der Reaktionsansatz 20 min bei 65°C inkubiert wird.

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten wird der linearisierte, dephosphorylierte Vektor und
das Insert in einem molaren Verhéaltnis von Vektor zu Insert von 1:3 bis 1:5 eingesetzt, je
nach Fragmentlange der DNA-Fragmente: Je gro3er die Fragmentlange des Inserts desto
mehr Insert pro Vektor wird eingesetzt. Die Ligation erfolgt in einem Ansatz mit einem
Volumen von 10 pl, wobei 1yl T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) und 1 pl des vom
Hersteller bereitgestellten Puffers enthalten sind. Der Reaktionsansatz wird 1 h bei 22°C
bzw. Uber Nacht bei 16°C inkubiert und anschlie3end in chemisch kompetente E. coli

Zellen transformiert.

4.4.7. Plasmid-Préaparation aus E. coli sowie A. tumefaciens

Zur Sequenzierung werden Plasmide mittels dem NucleoSpin® Plasmid Kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) isoliert. Fir die Ubrigen analytischen und
praparativen Anwendungen wird nach dem Protokoll von Hattori (Hattori and Sakaki,
1986) aufgearbeitet.

Es werden in einem 2 ml Reaktionsgefal? in zwei Zentrifugationsschritten (14000 rpm,
2 min) insgesamt 4 ml einer Ubernachtkultur pelletiert und anschlieBend in 100 pl der
Losung | resuspendiert. Nach funfminttiger Inkubation bei RT werden 200 ul der Lésung 11
zugegeben und vorsichtig mehrmals invertiert. Nach Inkubation auf Eis fiir 5 min folgt die
Zugabe von 150 pl Lésung lll. Nach erneutem vorsichtigem Invertieren wird der
Reaktionsansatz erneut fiir 5 min auf Eis gestellt. Nach anschlieRender Zentrifugation bei
14000 rpm fir 10 min wird der Uberstand mit 500 pl Phenol gemischt und nach 2 min
Inkubationszeit bei RT 200 pl Chloroform zugegeben. Die Probe wird gemischt und fur
5min bei 14000 rpm zentrifugiert. Nach Uberfiilhren der wassrigen Phase in 1 ml
96 % EtOH wird der Reaktionsansatz ca. 20 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wird die
Probe bei 14000 rpm fur 10 min zentrifugiert und das so erhaltene Pellet in 500 pl
70 % EtOH gewaschen. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet getrocknet, in 50 pl TE-

RNase aufgenommen und bei 37°C fur 1 h inkubiert.
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Ldsung I 50 mM Glucose

10 mM EDTA

25 mM Tris/HCI pH 8.0
Ldsung l: 0.2 M NaOH

1 % SDS (w/v)

Losung llI: 3 M K-Acetat
11.5 % Eisessig (v/Vv)

TE-RNase: 1 mM EDTA

10 mM Tris/HCI pH 8.0
100 pg/ml RNase

4.4.8. DNA-Isolation aus Arabidopsis

Phire plant direct PCR-Kit (Biozym, Hamburg, Deutschland):

Fur die DNA-Isolation wird ca. die Halfte einer Kotyledone vom Keimling abgeschnitten
und in 20-100 pl des mitgelieferten Puffers aufgenommen. Aus dieser Losung wird 0.5-2 ul

direkt zur PCR eingesetzt.

Cetyltrimethyl-Ammoniumbromid (CTAB):

Die Isolation pflanzlicher DNA erfolgt nach einem modifizierten Protokoll (Murray and
Thompson, 1980):

Eine kleine Menge Pflanzenmaterial (bis 100 mg) wird in Naiqu Sschockgefroren,
aufgeschlossen und unter Zugabe des 2x CTAB-Puffers fir mindestens 10 min bei 65°C
inkubiert. Nach einer kurzen Abkuhlphase werden 300 ul Chloroform zugegeben und
grundlich vermengt. Der Phasentrennung durch kurze Zentrifugation folgt die Uberfiihrung
der wassrigen Phase in 300 pl 2-Propanol. Nach griindlichem Mischen wird die Probe fur
5 min bei 14000 rpm zentrifugiert, um die DNA zu pelletieren. Der Uberstand wird
verworfen und das Pellet in 500 yl 70 % EtOH gewaschen. Nach kurzer Zentrifugation
wird der Ethanol abgenommen, das Pellet luftgetrocknet und in 50 pl TE-RNase
aufgenommen. Nach einstindiger Inkubation bei 37°C kann die DNA-Praparation fur

weiterfihrende Experimente verwendet werden.

2x CTAB-Puffer: 2 % CTAB (Cetyltrimethyl-Ammoniumbromid) (w/v)
1.4 M NaCl
20 mM EDTA
100 mM Tris/HCL pH 8.0
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TE-RNase: 1 mMEDTA
10 mM Tris/HCI pH 8.0
100 pg/ml RNase

4.4.9. Polymerase chain reaction: PCR

Die PCR wird zur analytischen Amplifikation von DNA-Fragmenten in einem Volumen von
20 pl durchgefuhrt.
Reaktionsansatz: 1 ul template“-DNA
0.2 pl Phire™ bzw. Phusion™ Hot Start DNA Polymerase
(Finnzymes, Finnland)
4 ul 5x Phire™bzw. Phusion™ Reaktionspuffer
1 pl dNTPs (Endkonzentration 0.5 mM)
je 0.5-1 pl Primer
11.8 pl HO mQ

Schematischer Ablauf der PCR-Reaktion:
1. 2 min Denaturierungsschritt bei 98°C
2. 5 Sekunden bei 98°C
3. ,Annealing“: 52-60°C (je hach Primer) fir 10 Sekunden
4. Elongation: 72°C fir 20 Sekunden
5. Extension: 72°C flr 2 min
Die Schritte 2.-4. werden in 30-35 Zyklen wiederholt.

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, Deutschland) bezogen. Diese werden lyophilisiert geliefert und nach Angabe
des Herstellers mit H2O bidest. aufgenommen. Die Lagerung der Primer erfolgte bei-20°C.

4.4.10. Reverse transcription-PCR: RT-PCR
Aus Pflanzenmaterial wird mittels NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel GmbH &

Co. KG, Deutschland) die Gesamt-RNA isoliert und von dieser 2 pg zur cDNA-Synthese
mittels M-MUL V Reverse Transcriptase (Fermentas, Deutschland) eingesetzt. Um
Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden, wird wahrend der Extraktion DNAse
zugegeben. Die anschlieBende RT-PCR erfolgt nach dem Ablauf einer PCR
(s. Kap. 4.4.9)).
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4.4.11. Real-time guantitative reverse transcription-PCR: gRT-PCR

Die qRT-PCR wird am Lehrstuhl fur Systembiologie der Pflanzen, TU Minchen,
Wissenschaftszentrum Weihenstephan durchgefihrt.

Aus Pflanzenmaterial wird mittels NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel GmbH &
Co. KG, Deutschland) die Gesamt-RNA isoliert und von dieser 2 ug zur cDNA-Synthese
mittels M-MUL V Reverse Transcriptase (Fermentas, Deutschland) eingesetzt. Um
Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden, wird wahrend der Extraktion DNAse
zugegeben. Fir die Quantifizierung wird dem Reaktionsansatz der iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad, Deutschland) zugegeben. Die gRT-PCR wird an dem C1000 Thermal
Cycler mit CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Deutschland) in einem zweistufigen
Programm (50 Zyklen: 10 Sekunden 95°C, 25 Sekunden 60°C) durchgefiihrt. Das
Expressionslevel wird gegen das ,housekeeping® Gen ACT8 normalisiert und das
Expressionslevel gegebenenfalls im Wildtyp Col-0 gleich 1 gesetzt.

Die Primer wurden von Dr. Erika Isono (Lehrstuhl flr Systembiologie der Pflanzen, TU

Munchen, Wissenschaftszentrum Weihenstephan) designet und zur Verfiigung gestellt:

ACTS8 fw: TGAGACCTTTAATTCTCCAGCTATG
ACTS8 rv: CCAGAGTCCAACACAATACCG
PR1 fw: GATGTGCCAAAGTGAGGTGTAA
PR1 rv: TTCACATAATTCCCACGAGGA
PDF1.2 fw: GTT CTCTTTGCTGCTTTCGAC
PDF1.2 rv: GCAAACCCC TGACCATGT
AtCEP1 fw: TCAGCCTGTTTCTGTTGCTATT
AtCEP1 rv: CATCTCCCGGTAAACACTCC
AtCEP2 fw: GCTGTTGCAAACCAACCTG
AtCEP2 rv: TTCCACAAGATCCCGTAAACA
AtCEP3 fw: GCTCACCAGCCTGTCTCTGT
AtCEP3 rv: CGCATTCTCCGATAAACACA
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4.4.12. Transformation von A. thaliana durch ,,floral dipping“ mit A. tumefaciens

Infloreszenzen von etwa 3 Wochen alten Arabidopsis Col-0 Pflanzen werden nach der
Methode des ,floral dipping® (Clough and Bent, 1998) mit Agrobakterien transformiert.
Fur diese Transformation werden in einer 400 ml LB-Ubernachtkultur die mit dem
jeweiligen Konstrukt-tragenden Agrobakterien mit den entsprechenden Antibiotika
herangezogen. Die Zellen werden bei 5000 g fur 8 min in einem sterilen
Zentrifugationsgefall sedimentiert; das Pellet wird anschlie@end in 350 ml
Infiltrationsmedium resuspendiert. Nach Uberfihren des resuspendierten Pellets in ein
steriles 400 ml Dipp-GefalR erfolgt die Transformation nach der Methode des ,floral
dipping“ (Clough and Bent, 1998):

Die Infloreszenzen werden fir ca. 30 Sekunden in die Lésung des resuspendierten Pellets
eingetaucht. Nach einer Pause von 5 min werden die Infloreszenzen erneut fur ca.
30 Sekunden in diese Loésung eingetaucht. Nicht befeuchtete Infloreszenzen werden
mittels Pipette einzeln benetzt. Zur Schaffung optimaler Transformationsbedingungen
werden die Topfe mit den transformierten Pflanzen lGiber Nacht in Cellofanfolie eingepackt.

Nach drei Tagen wird das ,floral dipping“ zur Erh6hung der Transformationseffizienz

wiederholt.
Infiltrationsmedium: 50 g Saccharose
(pro Liter) 500 pl Vac-IN-Stuff (Silwet L-77, Lehle Seeds, USA)

10 ul BAP (Benzylaminopurin, 1 mg/ml in DMSO oder EtOH)

4.4.13. Kreuzung von A. thaliana

Zur Kreuzung von Arabidopsis Pflanzen eignet sich als Pollenspender nur eine seit kurzem
gedffnete Blute; als Pollenempfanger werden kurz vor der Offnung stehende
Infloreszenzen verwendet. Bei diesen Infloreszenzen des Pollenempfangers werden
mittels Pinzette Petalen und Stamina sowie gegebenenfalls auch Sepalen entfernt. Zur
Bestaubung mit Fremdpollen wird der Spenderpflanze eine offene Bliite abgenommen und
leicht zusammengedriickt, sodass aus der gespreizten Blite die Stamina herausgedrickt
werden. Mit dieser Blite wird Uber die freigelegte Narbe der Empfangerpflanze gestrichen,
sodass der Pollen daran sichtbar hangen bleibt. Nach der erfolgreichen Bestaubung wird
der Griffel mit einem Stiick Cellofanfolie umwickelt, um diesen vor Fremdbestdubung und

Pollenverlust zu schitzen.
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Im Zuge dieser Arbeit werden folgende Kreuzungen durchgefiihrt:

atcepl x atcpr5 (SAIL_158 B06 x NASC stock code N3770)

atcep3 ko x atcepl ko (SALK 016791 x SAIL_158 BO06)

atnail x AtCEP2 Pflanzen (GK-136G06-012754 X Pcepz::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL)

AtCEP2 x ER-Lumen-Markerlinie (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL x GFP-
HDEL, Nelson et al., 2007)

4.4.14. Inokulation von Arabidopsis thaliana mit Erysiphe cruciferarum

Fur die makroskopische Analyse eines Pathogenese-Phanotyps werden ca. 5 Wochen
alte Pflanzen (Wachstumsbedingungen vor und nach der Inokulation: 22°C, 10 h
Beleuchtung mit 120umol m2s2 bei 65 % relativer Luftfeuchtigkeit) folgender Genotypen
mit 5-7 Konidien mm2 des biotrophen Ascomyceten E. cruciferarum inokuliert (Howing et
al., 2014 (s. 7.2.)):

atcepl ko (SAIL_158 B06)

atcepl ko (SAIL_158 B06) mit funktionellem Reporterkonstrukt Pcepi::pre-pro-3xHA-
EGFP-AtCEP1-KDEL (Howing et al., 2014 (s. 7.2.))

atcepl ko (SAIL_158 B06) mit nicht funktionellem Reporterkonstrukt Pcepi::pre-pro-
3xHA-EGFP-KDEL (Ho6wing et al., 2014 (s. 7.2.))

atcep2 ko (SALK_079519)

atcep3 ko (SALK_016791)

atcep3 ko x atcepl ko

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) Linie 2.21 und 3.14

atcprs Mutante (NASC stock code N3770)

Als Vergleich zur Auswertung werden suszeptible Col-0 Wildtyppflanzen verwendet. Die
Befallsdichte mit E. cruciferarum wird bei den jeweiligen Genotypen an den Zeitpunkten 9,
11 und 13 dpi durch visuelle Auswertung der gesamten Pflanze durchgefuhrt. Bei dieser
sogenannten Bonitierung werden die befallenen Pflanzen in drei Kategorien der
Suszeptibilitaét eingeteilt: weniger als 30 %, 30-60% und mehr als 60 % mit
E. cruciferarum befallener Blattflache (s. Abb. 8A).

Die statistische Signifikanz wird in einem ANOVA- und Duncan Test ermittelt.
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4 5. Biochemische Methoden

4.5.1. Denaturierender Protein-Rohextrakt

Die Proteinextraktion erfolgt aus Keimlingen oder Rosettenblattern der verwendeten
Mutanten sowie dem Wildtyp Col-0. Das entsprechende Pflanzenmaterial (100-300 mg)
wird in einem 1.5 ml Reaktionsgefal® in Naiqu Schockgefroren und mit einem in Naiqu
gekunhlten Pistill zerstof3en. Nach ca. 1-2 min (keine vollstandige Erwarmung auf RT!) wird
die Probe mit einer 1-fach Konzentration des 6-fach Auftragspuffer 1/6 (v/v) flr 10 min bei
95°C inkubiert. Das Gemisch wird fur 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert und 20-40 pl des
Uberstands zur SDS-PAGE eingesetzt.

6-fach Auftragspuffer: 350 mM Tris/HCI pH 6.6
30 % Glycerin (v/v)
10 % SDS (w/v)
0.5 % Bromphenolblau (w/v)
10 % [3-Mercaptoethanol (v/v)

4.5.2. Immunpréazipitation

1-10 g Pflanzenmaterial von Arabidopsis werden in einer Reibschale in Naiqu
schockgefroren und mit einem in Naigu gekihlten Pistill zerstoRen. Pro Gramm wird 1 ml
Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, 10 % Glycerol (v/v), pH 7.5) zugegeben
und verriihrt. Nach Auftauen des Probengemisches wird dieses sedimentiert (14000 rpm,
4°C, 10 min). Der Uberstand wird mit 70-100 pl o-HA Affinitatsmatrix (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Deutschland) immunprazipitiert (1-2 h, 4°C, invertieren). Nach der
Immunprézipitation wird der Reaktionsansatz dreimal mit dem Aufschlusspuffer
gewaschen (2000-3000 rpm, 1 min). Die a-HA Affinitatsmatrix mit der gebundenen Probe
wird 20 min bei RT in 200 ul Probenpuffer (100 mM Na-Phosphat, 2 mM Cystein, 2 mM
DTT, 0.08 % Brij35, pH 7.5) inkubiert.

Im Zuge dieser Arbeit werden 7 d alte Keimlinge, die ein funktionelles Reporterkonstrukt
fur AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren, immunprazipitiert. Es wird 1 g Frischgewicht eingesetzt.

Nach dem Waschen der a-HA Affinitatsmatrix, wird diese mit 200 ul eines Probenpuffers
bei pH 7.5 (100 mM Na-Phosphat, 2 mM Cystein, 2 mM DTT, 0.08 % Brij35) (s. Abb. 37
Reihe 1-3) oder pH 4.0 (100 mM Na-Acetat, 2 mM Cystein, 2 mM DTT, 0.08 % Brij35)
(s. Abb. 37 Reihe 4-6) bei Raumtemperatur inkubiert und der Uberstand anschlieRend
abzentrifugiert (s. Abb. 37 Reihe 1, 4). Die a-HA Affinitatsmatrix wird daraufhin bei 95 °C
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inkubiert und der Uberstand (s. Abb. 37 Reihe 3, 5) erneut von der a-HA Affinitatsmatrix
(s. Abb. 37 Reihe 4, 6) abzentrifugiert. Als Kontrolle wird zusétzlich eine a-HA
Affinitatsmatrix ohne Proteinextrakt mit Puffer bei pH 4.0 inkubiert (s. Abb. 37 Reihe 7).

Die a-HA Affinitatsmatrix und die Uberstande werden anschlieBend mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Western-Blot Analyse durch Dekorierung mit verschiedenen

Antikorpern (s. Kap. 4.5.7.) analysiert.

4.5.3. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt in einer diskontinuierlichen und denaturierenden

SDS-PAGE. Hierfur werden Trenngele von 12.5 % bzw. 15 % mit einem 5 % Sammelgel
nach Laemmli (Laemmli, 1970) verwendet. Die Gele werden in Biorad Mini-Protean VI®
Kammern (Biorad, Munchen) gegossen. Zuerst wird die Losung des Trenngels zur
Polymerisation in die entsprechende Vorrichtung gegossen. Eine Uberschichtung des
Trenngels mit Isopropanol gewdhrleistet eine gerade Lauffront. Nach der Polymerisation
des Trenngels sowie dem Entfernen des Alkohols wird das Sammelgel aufgegossen. Die
Auftragstaschen werden durch eingesetzte Kamme erzeugt. Bei der Herstellung der
Trenn- bzw. Sammelgele ist darauf zu achten, dass APS (Ammoniumperoxodisulfat) als
Radikalbildner und TEMED (N,N,N‘,N*-Tetramethylethan-1.2-diamin) als
Radikalstabilisator zuletzt zugegeben werden, da diese die Polymerisationsreaktion
katalysieren.

Proben der SDS-PAGE werden mit 6-fach Auftragspuffer zu einer Endkonzentration von
1:1 (v/v) versetzt und 5-10 min bei 95°C inkubiert. Als Protein-Marker werden der
PageRuler™ Prestained Protein Ladder und der PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Plus (beide MBI Fermentas) verwendet. Die Elektrophorese wird bei ca. 130V fiir ca. 1.5 h
in 1-fach SDS-Laufpuffer durchgefiihrt.

6-fach Auftragspuffer: 350 mM Tris/HCI pH 6.6
30 % Glycerin (v/v)
10 % SDS (w/v)
0.5 % Bromphenolblau (w/v)
10 % RR-Mercaptoethanol (v/v)

10-fach SDS-Laufpuffer: 1.9 M Glycin
1 % SDS (w/v)
250 mM Tris pH 8.3
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Stammlésungen 12.5 % Trenngel | 15 % Trenngel | Sammelgel
Acrylamidlésung 30 % 8.3 ml 10 mi 1.7 mi
H>O mQ 7.7 ml 6 ml 6.9 ml

2 M Tris/HCI pH 8.8 3.72 ml

1 M Tris/HCI pH 6.6 1.25 ml

10 % SDS (W/v) 200 pl 100 pl
TEMED 6.7 ul 5ul

10 % APS (w/v) 200 pl 150 pl
Gesamtvolumen 20 ml (2-4 Gele) 10 ml (4 Gele)

4.5.4. Coomassie-Farbung

Zur Detektion der Proteine werden SDS-PAGE Gele Coomassie-gefarbt. Hierfur werden
diese nach der Elektrophorese fur wenige Stunden bis tber Nacht unter langsamen
horizontalem Rotieren (Orbitalschittler) in einer Coomassie-Lésung inkubiert. Die
Entfarbung der Gele erfolgt mittels einer Entfarber-Losung fir ca. 6-24 h, wobei diese

mehrmals gewechselt werden muss.

Coomassie-L6sung:

Entfarber-Ldsung:
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10 % Eisessig (v/v)

40 % Ethanol (v/v)

10 % Eisessig (v/v)

0.1 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v)
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4.5.5. Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde nach der Methode von Blum (Blum et al., 1987) durchgeftihrt. Mit
dieser sensitiven Farbung kénnen Proteinmengen von 1 bis 10 ng nachgewiesen werden.
Zuerst werden die Proteine im Gel fur mindestens 1 h fixiert und anschlief3end fir 20 min
dreimal gewaschen. Es folgt eine Sensibilisierung der Proteine mit Natriumthiosulfat fir
1 min und erneutes dreimaliges Waschen fir 20 min. Bei der 20-minltigen Impragnierung
mit Silbernitrat werden Silber-lonen von geladenen Resten der Proteine komplexiert und
es kommt zu einer Silberkeimbildung. Es folgen ein erneuter Waschschritt fir dreimal
20 Sekunden und die Entwicklung unter Schiitteln fir ca. 0.5-5 min. Das Gel wird zur
Minimierung des Hintergrunds frihzeitig dreimal je 20 Sekunden mit H.O gewaschen und
die Entwicklung wird mit einer Methanol/Eisessiglésung abgestoppt. Das gefarbte Gel
kann in der Entfarbelésung gelagert werden.

Fixierl6sung Vorbehandlung

50 % Methanol (v/v) 0.2 g/l NazS203 x 5 H.0
12 % Essigsaure /v/v) Farbelbsung

0.5 ml/l Formaldehyd (37 %) 2 g/l AQNOs3

Entwickler Entférbelésung

60 g/l Na;COs3 35 % Methanol (v/v)

4 mg/l NazS203 x 5 H20 10 % Essigsaure (v/v)

0.5 ml/l Formaldehyd (37 %)

4.5.6. Western Blot

Zur immunologischen Detektion werden die Proteine nach Auftrennung durch SDS-PAGE

auf Nitrocellulose-Membranen Ubertragen und fixiert. Hierfir wird das Gel luftblasenfrei
auf die zuvor in Puffer A equilibrierte Nitrocellulose (Protran Nitrocellulose-
Transfermembran, PorengroRe 2 um, Whatman) gelegt und in eine Haltevorrichtung
eingespannt. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgt gekiihlt (durch Kihlraum oder
Kihlakku) bei 100V und 350 mA fur 1.5 h im Puffer A (Mini-Trans-Blot® Kammer, Biorad,
Munchen).

10x Puffer A: 1.92 M Glycin
250 mM Tris/HCI pH 8.3
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4.5.7. Immunologische Detektion

Nach dem Proteintransfer auf die Nitrocellulose-Membran wird diese mit 1xTBS
gewaschen und im Anschluss mit 1 % (w/v) Rinderserumalbumin (BSA, Fluka) oder 5 %
(w/v) Magermilchpulver (Saliter, Kempten) in 1xTBS fiir eine Stunde unter langsamen
Schitteln geblockt. Dem Blocken folgt die Dekoration (1-3 h) mit den entsprechenden
primaren Antikérpern verdiinnt in 1XTBST, 1% BSA, 0.02% NaNs:

a-HA (1:1000 (v/v); Ratte; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)

a-RFP (1:1000 (v/v), Hase; Medical & Biological Laboratories, Japan)

a-AtCEP mature subunit (s. Kap. 4.5.10.; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) (1:500-1:2000; Hase;
Davids Biotechnology, Regensburg, Deutschland)

Im Anschluss erfolgen ein sechsmaliger Waschschritt fir jeweils 5 min mit 1XTBST und
die Dekoration mit den entsprechenden sekundéaren Antikbrpern, gekoppelt mit Alkalischer
Phosphatase (AP). Nach erneutem sechsmaligem Waschen fir jeweils 5 min mit 1XTBST
wird die Membran 5 min in AP-Puffer equilibriert.

Fur die anschlieBende Farbreaktion wird die Membran in Dunkelheit (1-24 h) mit 5 ml der
AP-Farbeldsung inkubiert, bis Banden sichtbar werden. Abgestoppt wird die Farbreaktion

durch mehrmaliges Waschen der Nitrocellulose-Membran mit H,O mQ.

10x TBS: 200 mM Tris/HCI
1.5 M NacCl
pH 7.5 mit HCI einstellen

TBST: 1XTBS
0.05 % Tween 20 (v/v)

AP-Puffer: 100 mM NacCl
5 mM MgCl;
100 mM Tris/HCI
pH 9.5 mit NaOH einstellen

NBT-Stammlbsung: 5 % NBT (w/v) (Nitrotetrazoliumblau, Boehringer,
Ingelheim) in 70 % DMF (Dimethylformamid)

BCIP-Stammldsung: 5 % BCIP (w/v) (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat,
Boehringer, Ingelheim) in 100 % DMF (Dimethylformamid)

AP-Farbelésung: 5 ml AP-Puffer

30 ul NBT
15 pl BCIP
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4.5.8. Ermittlung optimaler Proteinexpressionsbedingungen in E. coli

Zur Ermittlung optimaler Proteinexpressionsbedingungen in E. coli werden die Parameter
Temperatur und IPTG-Konzentration (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) analysiert.
Hierzu werden 25 ml-Kulturen bei den Temperaturen 20°C, 30°C und 37°C bis zu einer
ODeoo Von etwa 0.4-0.6 geschiittelt und dann mit verschiedenen Konzentrationen IPTG (O,
5, 50, 100, 200, 500, 1000 uM IPTG) induziert. Die induzierten Kulturen werden Gber Nacht
inkubiert und am nachsten Tag geerntet.

Die Ernte der Zellen erfolgt durch Zentrifugation bei 4000 g und 4°C fir 20 min. Nach
Verwerfen des Uberstands wird das Pellet je Gramm Feuchtgewicht in 3 ml des Puffers 1
resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen werden diese in Nzjiqu schockgefroren und im
Wasserbad bei 37°C wieder aufgetaut. Nach 30 min Inkubation auf Eis folgt ein DNase-
Verdau (20 pg DNase/ml Zellaufschluss) bei 37°C, bis der Zellaufschluss nicht mehr
viskos ist. Durch Zentrifugation (50000 g, 4°C, 20 min) werden die I6slichen Proteine im
Uberstand von den unldslichen Proteinen in den ,inclusion bodies* getrennt.

Unldsliche Proteine missen zu Analysezwecken in Losung gebracht werden. Nach der
Resuspension des Pellets in Puffer 1 (10 ml/Gramm Feuchtgewicht) folgt eine erneute
Zentrifugation (50000 g, 4°C, 20 min). Der Uberstand wird verworfen und das gewaschene
Pellet in 3 ml/Gramm Feuchtgewicht in Puffer 2 resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (50000 g, 4°C, 20 min) enthalt der Uberstand nun die unléslichen Proteine.
Es wird von jeder Probe die gleiche Proteinmenge geladen, die Analyse erfolgt mittels
Western-Blot und Immunodetektion (s. Kap. 4.5.6., 4.5.7.).

Die Konstrukte AtCEP1-pET24a und AtCEP2-pET24a (Klonierungsstrategie Hierl et al.,
2014 (s. 7.1.)) zur Herstellung von Antikérpern zur Detektion der reifen Untereinheit von
AtCEP besitzen ihre optimale Expressionsbedingung bei 37°C und 100 pm IPTG. Sie
liegen in der unléslichen Fraktion in ,inclusion bodies® vor.

Puffer 1: 500 mM NacCl
1 mg/ml Lysozym
150 puM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid, 50 mM in
Isopropanol)
20 mM Na-Phosphat pH 7.4

Puffer 2: 20 mM Na-Phosphat
500 mM NacCl
8 M Harnstoff
pH 7.4

DNase (1 mg/ml): 2 mg/ml DNase
150 pM NacCl
1 mM MgCl,
10 mM Tris/HCI pH 7.5
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4.5.9. Proteinexpression in E. coli

Nach Ermittlung der optimalen Proteinexpressionsbedingungen in E. coli wird die
Proteinexpression in grolRerem Maf3stab (mehrere Liter) durchgefihrt. Hierzu wird die
Hauptkultur aus einer Ubernachtkultur 1:1000 angeimpft und bei 37°C bis zu einer
ODsoo = 0.6 geschiittelt. Nach der Induktion mit 100 um IPTG wird Uber Nacht inkubiert.
Die anschlieRende Aufarbeitung der Zellen erfolgt nach Kap. 4.5.8.

4.5.10. Proteinanreicherung mittels His-tag

Bei einer His-tag Reinigung bedient man sich der Affinitéat von Histidin fir zweiwertige
Metallionen, zumeist Nickel oder Cobalt.

Nach Equilibrierung der Cobalt-Matrix (Talon-Metal-Affinity-Resin, Takara Clontech) mit
dem 10-fachen S&aulenvolumen Equilibrierungspuffer wird die Probe auf die Saule
geladen. Nach einem weiteren Waschschritt mit dem 10-fachen Saulenvolumen
Equilibrierungspuffer folgt die Elution der gebundenen Proteine mittels eines Imidazol-
Stufengradienten von jeweils 5 ml von 0 mM, 5 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM und 500 mM
Imidazol. Nach der Elution der Zielproteine wird die Cobalt-Matrix mit zehn Saulenvolumen
Elutionspuffer mit 500 mM Imidazol gewaschen und in diesem bei 4°C aufbewahrt.

Beide Konstrukte AtCEP1-pET24a und AtCEP2-pET?24a eluieren bei 100 mM Imidazol.

Equilibrierungspuffer: 300 mM NacCl
Na-Phosphat pH 8.0
Elutionspuffer: 300 mM NacCl
5-500 mM Imidazol (Roth)
Na-Phosphat pH 8.0
Lagerpuffer: 300 mM NacCl
0.2% NaNs3 (w/v)
Na-Phosphat pH 8.0

Die Eluate werden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Coomassie-L6sung gefarbt.
Die blau-gefarbten Gelbereiche der Eluate werden ausgeschnitten und zur Immunisierung
von Hasen verwendet (Davids Biotechnology, Regensburg, Deutschland). Der Antikérper,
der aus der Untereinheit von AtCEP1 generiert wurde, erkennt sowohl die Untereinheit
von AtCEP1 als auch von AtCEP2 (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
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4.6. Mikroskopie

4.6.1. Farbungen fir die Mikroskopie
Wheat germ aqgglutinin (WGA): Chitin-Farbung

Es werden Rosettenblatter 5 bzw. 6 Tage nach Inokulation (dpi) mit E. cruciferarum mit
wheat germ agglutinin tetramethylrhodamin (WGA-TMR, Invitrogen Molecular Probes,
Deutschland) fur die Fluoreszenz-Mikroskopie gefarbt. Die Rosettenblatter werden in einer
Ethanol-Eisessig Losung (EtOH:HAc, 6:1 (v/v)) fur mehrere Tage entfarbt. In dieser
Ldsung sind diese unbegrenzt haltbar. Zur Farbung werden die Blatter mit H.O bidest.
vorsichtig in einer Petrischale fir 1 min gewaschen und anschliel3end fir 6 min in 1XxPBS
(140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na;PHO4, 1.5mM KH:PO4, pH 7.4) inkubiert.
Danach werden die Blatter in 1.5 ml Reaktionsgefalien mit der Farbelésung bei -0.8 bar
zweimal Vakuume-infiltriert. Nach 24-48 h Inkubation bei 4°C werden die Blatter entweder

direkt zur Mikroskopie eingesetzt oder zusatzlich mit Methylblau gefarbt.
Farbelbsung: 50 ul WGA-TMR (1 pg/ul)

50 pl BSA (1 pg/pl)
4.9 ml 1xPBS

Methylblau: Farbung von nekrotischen Zellen und Callose-angereicherten Strukturen

Es werden Rosettenblatter 5 bzw. 6 dpi und 10-14 dpi mit E. cruciferarum mit Methylblau
fur die Fluoreszenz-Mikroskopie und CLSM gefarbt. Die entfarbten und eventuell mit
WGA-gefarbten Rosettenblatter werden mit H.O bidest. abgewaschen und fir ca. 10 min
bei RT in einem 67 mM K:HPO, Puffer eingelegt. Diese Blatter werden daraufhin fir
ca. 2-4 h im Dunkel bei RT in einer Farbeldsung inkubiert und direkt zur Mikroskopie
eingesetzt.
Farbeldsung: 0.05 g Methylblau (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland)
100 ml 67 mM K;HPO4
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Calcofluor: Farbung der Zellwand

Es werden Wurzeln von 7 d alten homozygoten Keimlingen, die ein funktionelles
Reporterkonstrukt fur AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0
Wildtyp Hintergrund exprimieren, und als Vergleich von Col-0 Wildtyppflanzen mit einer
Calcofluor-Farbelésung (Calcofluor White Stain, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland) versetzt. Die mit einem Skalpell abgetrennt Wurzeln werden auf einem
Objekttrager in ca. 100-150 pl Farbeldésung aufgenommen und sofort zur Mikroskopie
verwendet.

Farbeldsung: 200 pl 500 mM Na-Phosphat pH 7.5
400 pl H20 bidest.
400 ul Calcofluor White stain

Probidiumiodid: Farbung der Zellwand sowie der Zellkerne in sterbenden Zellen

Es werden Wurzeln von 7 d alten homozygoten Keimlingen der atcep2 ko (SALK_079519)
und atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) Linie 2.21 und 3.14 sowie vom
Wildtyp Col-0 mit einer Probidiumiodid-Farbeldésung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland) versetzt. Die mit einem Skalpell abgetrennt Wurzeln werden auf
dem Objekttrager in ca. 100-150 pl Farbelésung aufgenommen und sofort zur Mikroskopie

verwendet.

Konzentration der Stammlésung: 1 mg Probidiumiodid in 1 ml H»O bidest.

Konzentration der Farbeldsung: 20 pg/ml
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4.6.2. Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Mikroskopie erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop Olympus BX61TRF, Japan bei
40-fachen (4-er Objektiv), 100-fachen (10-er Objektiv) sowie 200-fachen (20-er Objektiv)
VergroRerungen. Das Fluorochrome Methylblau wird tber einen UV-Filter und WGA Uber
einen RFP-Filter mikroskopiert. Bei diesen Filtern sind die Anregung sowie das
Emissionsspektrum voreingestellt und nicht wie beim CLSM (s. Kap. 4.6.3.) frei
einstellbar.

4.6.2.1. Statistische Auswertung nekrotischer Blattflichen unter dem Infektionsstress des

echten Mehltaupilzes

Es werden Rosettenblatter der homozygoten atcpr5 Mutante sowie der homozygoten
atcepl x atcpr5 Doppelmutante 5 dpi mit E. cruciferarum mit dem Farbstoff Methylblau
inkubiert (s. Kap. 4.6.1.). Dies farbt sowohl nekrotische Zellen als auch Callose-
angereicherte Strukturen wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen gebildeter
Haustorien von E. cruciferarum.

Zur Auswertung der nekrotischen Blattfliche werden ausschlieBlich Flachen, die mit
Kolonien von E. cruciferarum bewachsen sind, analysiert. Die Flache wird Uber die
Fluoreszenzintensitat quantifiziert. Fluoreszierende Flachen sind nekrotische Zellen sowie
Callose-angereicherte Strukturen wie beispielsweise Papillen und Einkapselungen
gebildeter Haustorien von E. cruciferarum. Es werden Fluoreszenz-Aufnahmen von 65
fluoreszierenden Flachen, wobei jede der Flachen exakt von einer Kolonie des echten
Mehltaupilzes bewachsen ist, auf 19 Rosettenblattern der homozygoten atcpr5 Mutante
sowie der homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante erstellt. Die fluoreszierenden
Flachen der nekrotischen Blattlasionen werden mittels des Bildverarbeitungsprogramms
ImageJ graphical analysis software (Rasband, 1997-2014) quantifiziert. Der
Schwellenwert fur das Hintergrund-Rauschen wird auf die starksten unspezifischen
Fluoreszenz-Signale eingestellt. Die Bereiche der spezifischen Fluoreszenz-Signale
werden ausgewahlt und die Flache mittels der Software vermessen. In dieser
vermessenen Flache sind nun sowohl nekrotische Zellen als auch Callose-angereicherte
Strukturen wie Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von E. cruciferarum
erfasst. Zur Korrektur des Ergebnisses werden die fluoreszierenden Flachen der Kolonien
von E. cruciferarum, die keine nekrotischen L&sionen aufweisen, aufgrund ihrer Intensitéat
qguantifiziert. Hierfur werden 10 Kolonien auf 5 Rosettenblattern homozygoten atcpr5
Mutante sowie der homozygoten atcepl x atcpr5 Doppelmutante ausgewertet. Diese
erhaltenen Durchschnittswerte ohne nekrotische Blattlasionen werden von den

Durchschnittswerten mit Blattlasionen subtrahiert. Somit erhalt man die Flache der
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nekrotischen Blattlasionen ohne die dem echten Mehltaupilz zugehérigen Callose-
angereicherten Strukturen wie Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien von
E. cruciferarum. Die statistische Signifikanz wird in einem zweiseitigen Student's t-Test

ermittelt.

4.6.2.2. Statistische Auswertung von toten Zellen, Haustorien und Papillen pro Kolonie

von E. cruciferarum

Es werden Rosettenblatter 5 bzw. 6 dpi mit E. cruciferarum mit WGA und Methylblau
(s. Kap. 4.6.1.) gefarbt. Mit dieser Doppel-Farbung kénnen nekrotische Zellen sowie
Callose-angereicherte Strukturen wie Papillen und Einkapselungen gebildeter Haustorien
von E. cruciferarum am Fluoreszenz-Mikroskop statistisch ausgewertet werden. Hierzu
wird die Anzahl von toten Zellen, Haustorien und Papillen pro Kolonie von E. cruciferarum
ausgezabhilt.

Experiment 1. Es werden auf jeweils 3 Rosettenblattern von atcepl ko (SAIL_158 BO06)
und Col-0 Wildtyppflanzen jeweils 54 Kolonien von E. cruciferarum 5 dpi ausgewertet. Die
Ergebnisse werden in einem zweiten unabhangigen Experiment mit 48 Kolonien von
E. cruciferarum auf jeweils 3 Rosettenblattern pro Genotyp bestétigt (biologisches
Replikat, unabhéangige Inokulation). Die statistische Signifikanz wird in einem zweiseitigen
Student's t-Test ermittelt.

Experiment 2: Es werden auf jeweils 2 Rosettenblattern von atcepl ko (SAIL_158 BO06),
atcep3 ko (SALK 016791), atcep3 ko x atcepl ko und Col-0 Wildtyppflanzen jeweils 42
Kolonien von E. cruciferarum 6 dpi ausgewertet. Die Ergebnisse werden in einem zweiten
unabhangigen Experiment mit ebenfalls 42 Kolonien von E. cruciferarum auf jeweils 2
Rosettenbléattern pro Genotyp bestétigt (biologisches Replikat, unabhangige Inokulation).

Die statistische Signifikanz wird in einem zweiseitigen Student's t-Test ermittelt.
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4.6.3. Confocale Laser Scanning Mikroskopie: CLSM

Die Mikroskopie erfolgte am CLSM Fluoview FV 1000, Olympus, Japan bei 100-fachen
(10-er Objektiv), 200-fachen (20-er Objektiv), 400-fachen (40-er Objektiv) und 600-fachen
(60-er Objektiv) VergréRerungen. GrolRere VergroBerungen werden mittels des
Computerprogrammes Olympus Fluoview Ver.4.0.a Viewer manuell eingestellt. Im Zuge

dieser Arbeit wurden folgende Fluorochrome am CLSM analysiert:

Fluorochrome Anregung Emission
Calcofluor 405 nm 420-450 nm
EGFP 488 nm 503-550 nm
mCherry 561 nm 576-630 nm
Methylblau 405 nm 420-460 nm
Probidiumiodid 488 nm 560-640 nm
uv 405 nm 420-475 nm

Fiur die dreidimensionale Rekonstruktion des EGFP-Signals wird die Software Imaris

(Bitplane) verwendet.
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4.6.3.1. Statistische Auswertung von Primarwurzeln sowie deren Zelllangen und —breiten

Von 5, 7 und 11 d alten Keimlingen (Wachstumsbedingungen s. Kap. 4.3.) werden jeweils
die Lange von 120 Primarwurzeln statistisch ausgewertet. Hierfir werden folgende
homozygote Linien verwendet:

atcepl ko (SAIL_158 BO06)

atcep2 ko (SALK_079519)

atcep3 ko (SALK_016791)

atcep3 ko x atcepl ko (SALK_016791 x SAIL_158 BO06)

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) Linie 2.21 und 3.14

Als Vergleich wird die durchschnittliche Prim&rwurzellange von 120 Col-0 Wildtyppflanzen
ausgemessen.

Die Ergebnisse werden in einem weiteren unabhangigen Experiment mit der
Stichprobenanzahl 120 bestéatigt (biologisches Replikat).

Zur Ausmessung der Primarwurzellange wird das Bildverarbeitungsprogramms ImageJ
graphical analysis software (Rasband, 1997-2014) verwendet. Es wird ein Lineal neben
den Priméarwurzel platziert und abfotografiert. Uber dieses Lineal kann die MafRReinheit 1cm
im Bildverarbeitungsprogramms ImageJ graphical analysis software definiert werden. Die

statistische Signifikanz wird in einem ANOVA- und Duncan Test ermittelt.

Es werden die Primarwurzeln von 7 d alten Keimlingen der homozygoten atcep2 ko, der
homozygoten atcep_triple-ko/kd Linien 2.21 und 3.14 sowie von Col-0 Wildtyppflanzen mit
Probidiumiodid gefarbt (s. Kap. 4.6.1.) und am CLSM Fluoview FV 1000, Olympus, Japan
mikroskopiert.

Es wird sowohl die Lange als auch die Breite der LRC in einer 200-fachen Vergrof3erung
ausgemessen. Die Lange der LRC wird als der Abstand vom ruhenden Zentrum zur
,PCD Site |* definiert und die Breite der LRC wird auf Héhe der ,PCD Site I“ gemessen
(s. Abb. 27). In der ,PCD Site | “ am oberen Ende der LRC finden sich die langsten
LRC-Zellen (s. Abb. 27 Stern). An dieser Position wird die Zelllange der 3-5 langsten
LRC-Zellen sowie deren Zellbreite in einer 400-fachen VergréRerung ermittelt.

Des Weiteren wird die Lange der meristematischen Zone, die als der Abstand vom
ruhenden Zentrum zur ersten elongierten Epidermiszelle definiert wird, in einer 200-fachen
Vergroferung analysiert (s. Abb. 27).

Fur diese Auswertung werden drei unabhangige Experimente (biologische Replika)
analysiert: Stichprobenumfang in Experiment1 =15, in Experiment2 =15 und in

Experiment 3 = 16.

184



Material und Methoden

In der Elongationszone werden die Zelllange und -breite der drei langsten Trichoblasten
(elongierte Zellen, die Wurzelhaare ausbilden) am Ubergang der ,rapid elongation zone,
in der eine sehr schnelle Zellelongation stattfindet, zur ,late elongation zone*, in der die
Zellelongation nicht mehr zunimmt, in einer 200-fachen VergréRerung ausgemessen
(s. Abb. 27). Mikroskopisch ist diese Zone daran zu erkennen, dass die ersten
Ausbuchtungen von Wurzelhaaren in den Trichoblasten erkennbar sind.

Die Auswertung der Breite der Elongationszone wird auf HOhe dieser langsten
Trichoblasten ebenfalls in einer 200-fachen Vergro3erung analysiert.

Fur diese Auswertung werden zwei unabhangige Experimente (biologische Replika)
analysiert: Stichprobenumfang in Experiment 1 = 8, in Experiment 2 = 9.

Zur Ausmessung dieser Aufnahmen wird das Computerprogramm Olympus Fluoview

Ver.4.0.a Viewer verwendet, das einen internen kalibrierten GroRenstandard besitzt. Die
statistische Signifikanz wird in einem ANOVA- und Duncan Test ermittelt.

4.6.3.2. Statistische Auswertung einer zeitlichen Verzdgerung beim Austritt von

Seitenwurzel-Primordia

Keimlinge folgender homozygoter Linien wachsen 7-10 d auf MS-Platten
(Wachstumsbedingungen s. Kap. 4.3.):

atcepl ko (SAIL_158 B06)

atcep2 ko (SALK_079519)

atcep3 ko (SALK_016791)

atcep3 ko x atcepl ko (SALK_016791 x SAIL_158 BO06)

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI) Linie 2.21 und 3.14

Als Vergleich werden 7-10 d alte Keimlinge von Col-0 Wildtyppflanzen verwendet.

Die zeitlichen Verzdgerungen beim Austritt der Seitenwurzel-Primordia werden in einem
.bending assay“ analysiert. Hierbei wird Drehung der entsprechenden 7-10d alten
Keimlinge um 90 Grad die synchrone Bildung eines neuen Seitenwurzel-Primordiums
induziert. Somit weisen alle analysierten Seitenwurzel-Primordia dasselbe Alter auf. Nach
49 h werden die gebogenen Bereiche der entsprechenden Wurzeln mit einem Skalpell
ausgeschnitten und am CLSM Fluoview FV 1000, Olympus, Japan bei einer 400-fachen
VergroRerung zur quantitativen Auswertung mikroskopiert. Die Seitenwurzel-Primordia
der entsprechenden Genotypen werden in folgende Entwicklungsstadien eingeteilt
(s. Abb. 39):
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Stadium I-VI: Zusammenfassung der Seitenwurzel-Primordia, die sich im Perizykel,
Endodermis oder Cortex befinden und noch nicht in die epidermale Zellschicht
eingedrungen sind.

Stadium VII: Die Seitenwurzel-Primordia befinden sich in der Epidermis.

Stadium VIII: Die Seitenwurzel-Primordia treten aus der Epidermis aus.

Stadium LR: Die Seitenwurzel-Primordia sind bereits deutlich aus der Epidermis
ausgetreten und werden zusammengefasst als adulte Seitenwurzel (lateral root, LR)
bezeichnet. Sie weisen das charakteristische Zellmuster 10-16-10 (linke und rechte Seite
der Epidermis bestehen aus jeweils zehn Zellen; Spitze der Epidermis wird aus 16 Zellen
gebildet) auf (Malamy and Benfey, 1997).

Es werden die Entwicklungsstadien aus vier unabhangigen Experimenten (biologische
Replika) in folgendem Stichprobenumfang ausgewertet:

WT Col-0: 15, 20, 18, 20

atcepl ko (SAIL_158 B06): 26, 24, 30, 27

atcep2 ko (SALK_079519): 25, 29, 26, 28

atcep3 ko (SALK_016791): 26, 30, 29, 28

atcep3 x atcepl ko: 22, 22, 27, 26

atcep_triple-ko/kd (atcep3xatcepl+AtCEP2-RNAI): 21, 24, 22, 26

Die statistische Signifikanz wird in einem ANOVA- und Duncan Test ermittelt.

4.6.3.3. Whole Mount” Immunlokalisierung
Keimlinge von Col-0 Wildtyp und der homozygoten atcep2 ko (SALK 079519)

(Negativkontrolle) wachsen 10 d auf MS-Platten (Wachstumsbedingungen s. Kap. 4.3.).
Ihre Wurzeln werden mittels Formaldehydldsung (4 % in 1xPBS (140 mM NacCl, 2.7 mM
KCI, 4.3 mM NazPHO4, 1.5 mM KH2PO,, pH 7.4) und 0.1 % Tween) fir eine Stunde fixiert.
AnschlieRend erfolgen mehrere Waschungen mit Reinwasser und 1xPBS. Mittels eines
PAP-pen werden auf einem Objekttrdger ovale Zonen markiert, in denen alle
nachfolgenden Schritte durchgefihrt werden. Gewaschene Wurzeln werden mittels
Pinzetten flachig auf dem préaparierten Objekttrager ausgelegt, so dass sie bei RT
eintrocknen. Darauffolgend werden die Proben mit 1xPBS rehydriert und mit Driselase (2
% in 1xPBS) in einer feuchten Kammer bei 37°C fir 45 min inkubiert. Nach wiederholter
Waschung des Materials mit 1xPBS wird das Permeabilisat (4 % IGEPAL und 10 % DMSO
in 1xPBS) hinzugegeben und in einer feuchten Kammer bei 37°C fur 1 h inkubiert.
AnschlieRend erfolgen mehrere Waschungen mit Reinwasser und 1xPBS. Nach Waschen

werden die Préparate mit einer Blockierldsung (2 % BSA in 1xPBS und 0.01 % Tween) fur
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30 min bei RT inkubiert. Danach erfolgt die Inkubation mit dem Peptid-Antikdrper
AtCEP2-II (1:60; Eurogentec, Belgien; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)) Uber Nacht bei 4°C. Der
Peptid-Antikorper AtCEP2-11 aus Hase bindet an die letzten 15 Aminoséauren am Ende der
AtCEP2 Untereinheit, die direkt N-terminal zum ,KDEL" ER-Ruckhaltesignal benachbart
sind (C-IKLSSSNPTPKDGDV) (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Das Praparat wird danach mit
Blockierlosung gewaschen. Anschlie3end erfolgt die Inkubation mit einem Cyanin CY2-
gekoppelten sekundaren Antikérper gegen Hase (1:60; Dianova, Hamburg, Deutschland)
bei 37°C fur 4 h. Das Praparat wird darauffolgend mit Blockierlésung gewaschen und fur
die Mikroskopie mit Wasser eingedeckelt.

Die Mikroskopie erfolgt an einem CLSM (Leica SP8, Wetzlar, Deutschland) mit einem
40-er Objektiv bei einer Laserintensitat von 20 %. Der Cyanin CY2-gekoppelte sekundare
Antikorper wird bei einer Wellenlange von 488 nm angeregt und die Emission in einem
Wellenlangenbereich von 500-550 nm mikroskopiert. Des Weiteren wird die
Autofluoreszenz der pflanzlichen Zellwand bei einer Wellenlange von 405 nm angeregt
und die Emission in einem Wellenldngenbereich von 420-475 nm mikroskopiert.

Diese ,Whole Mount* Immunlokalisierung wurde in Kollaboration mit der Universitat
Regensburg (Lehrstuhl fir Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes)
durchgefiuhrt. Benedikt Muller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) fihrte diese
»~Whole Mount* Immunlokalisierung und die anschlieRende Mikroskopie am CLSM (Leica

SP8, Wetzlar, Deutschland) sowie die Bearbeitung der Rohdaten selbststandig durch.

4.7. Chemikalien und Enzyme

Fur die durchgefihrten Methoden im Zuge dieser Arbeit wurden Chemikalien der Firmen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland und Carl Roth GmbH + Co KG
Karlsruhe, Deutschland verwendet. Chemikalien oder Ldsungsmittel anderer Firmen

werden explizit angegeben.

Enzym Firma

T4-DNA-Ligase Promega

Restriktionsendonucleasen MBI Fermentas, New England Biolabs
Taq Polymerase MBI Fermentas

Phire Polymerase Biozym

Phusion Polymerase Biozym

RNAse Roth

DNAse Roth

Antarctic Phosphatase New England Biolabs
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4.8. Gerate
Gerat Modell Hersteller
Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad

Feinwaage

Handy

Sartorius analytic

Gelelektrophorese-Netzteil

EPS 200/301/EV231

Pharmacia Biotech

WTB Brutschrank Binder
Inkubatoren Thermoshake Gerhardt,
Thermoshake Infors AG
Kippschuttler RotoShake Genie Scientific Industries
Magnetruhrer Stuart-VWR Bibby
Mikrowelle R-239W-A Sharp
NanoDrop-Photometer NanoPhotometer 7122 V1.4 Implen
PCR-Cycler Piko thermo cycler Biozym
pH-Meter pH 526 WTW
Photometer Ultraspec 2000 UviVisible Pharmacia Biotech
Spectrometer
SDS-Gelelektrophorese Mini Protean 3 System Bio-Rad
Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow
Schiittler Orbit LS Labnet
Ultraschall Sonopuls HD2070 Bandelin
Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand
Vortexer MS1 IKA
Waage BP 3100 S Sartorius
Avanti J-25 Beckmann Coulter
Typ 5810 Eppendorf AG
Zentrifugen
Typ 5415C Eppendorf AG
Typ 5415R (Kuhlzentrifuge) Eppendorf AG
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Anhang

6. Anhang
6.1. Erzeugung von Fusionsproteinen fiur AtCEP3 mit einem dreifachen

Hamagglutinin-tag und verschiedenfarbigen Fluoreszenzproteinen unter

dem respektiven endogenen Promotor

6.1.1. Klonierungsstrategie fir das funktionelle Reporterkonstrukt Pceps::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP3-KDEL

DNA-Sequenz:
GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc
ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga
aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt
caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc
ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcecttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtetttt
cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa
tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac
atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca
tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca
tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca
ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca
ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata
gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga
agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt
gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgettttgcattactttgagtaaaataatttcca
ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg
aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc
aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt
cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata
tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat
ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat
gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag
tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca
gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagac

CTCGAGtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctaccecctatgacg
taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgcttctctacgttcctctagaggegtccaccatatg

GCTGCTGCCGCTGCCGCTGCGGCAGCGGCCGGATCC

@TAGagactttaagtcattgaaaactgaatttcgaacca
ttcttctagtgagcttacactgagtttattattttatggattgaggttcatgggtttcagtttacacatttatecgtgtat
tcatcttaaattgagacgatttttatctccttgtaatattggccagcatttgectttgecggaaaaatggecgttaaatGCGa
CCGC
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung:

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Pré-Pro-Sequenz (2268 bp):
Sense: gtcGGTACCcacaaaacagaggagact
Antisense: ctcCTCGAGggttgggagagtatttaca

Primerpaar 2 zur Amplifikation des 3x HA-Tags (132 bp):
Sense: aaaCTCGAGtacccatacgacgttcctg
Antisense: catGTCGACcatatggtggacgcctct

Primerpaar 4 zur Amplifikation von EGFP (759 bp):
Sense: gttcctGTCGACatggtgagcaagggcgagg
Antisense: cctgaaGGATCCggccgctgccgcagcggce

Primerpaar 3 zur Amplifikation von AtCEP3 (918 bp):
Sense: aagGGATCCgttccgagttctgttgattyg
Antisense: gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttcce

Proteinsequenz:

LEYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMVD

Weil3 markierte Aminosauren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefigt.
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6.1.2. Klonierungsstrategie fiir das funktionelle Reporterkonstrukt Pceps::pre-pro-
3xHA-mTFP1-AtCEP3-KDEL

DNA-Sequenz:
GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc
ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga
aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt
caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc
ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtectttt
cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa
tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac
atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca
tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca
tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca
ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca
ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata
gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga
agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt
gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgecttttgcattactttgagtaaaataatttcca
ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg
aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacce
aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtaccecgtt
cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata
tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat
ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat
gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag
tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca
gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagac

GTCGACtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg
taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgecttctctacgttcctctagaggecgtccaccatatg

A GI @TAGagactt
taagtcattgaaaactgaatttcgaaccattcttctagtgagcttacactgagtttattattttatggattgaggttcat
gggtttcagtttacacatttatcgtgtattcatcttaaattgagacgatttttatctccttgtaatattggccagecattt

gctttgcggaaaaatggcgttaaatGCGGCCGC
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung:

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Pré-Pro-Sequenz (2268 bp):
Sense: gtcGGTACCcacaaaacagaggagact
Antisense: gtaGTCGACactcggaactctggtcac

Primerpaar 2 zur Amplifikation des 3x HA-Tags mit mTFP (837 bp):
Sense: agaGTCGACtacccatacgacgttcct

Antisense: aacAAGCTTcttgtacagctcgtccat

Primerpaar 3 zur Amplifikation von AtCEP3 (918 bp):
Sense: aagAAGCTTgttccgagttctgttgattyg

Antisense: gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttce

Proteinsequenz:

DYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHM

BEE - BEG - oxnn - mowel - Accep3 - [T

Weil3 markierte Aminosauren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefigt.
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6.1.3. Klonierungsstrategie fiir das funktionelle Reporterkonstrukt Pceps::pre-pro-
3xHA-mCerulean-AtCEP3-KDEL

DNA-Sequenz:

GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc
ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga
aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt
caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc
ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtectttt
cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa
tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac
atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca
tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca
tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca
ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca
ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata
gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga
agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt
gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgettttgcattactttgagtaaaataatttcca
ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg
aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc
aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt
cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata
tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat
ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat
gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag
tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca
gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagac

GTCGACtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg
taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgecttctctacgttcctctagaggecgtccaccatatg

£
TAGagactttaagtcattgaaaactgaatttcgaaccattcttctagtgagcttacactgagtttattattttatggatt
gaggttcatgggtttcagtttacacatttatcgtgtattcatcttaaattgagacgatttttatctccttgtaatattgg
ccagcatttgctttgcggaaaaatggcgttaaatGCGGCCGC
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung:

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Pré-Pro-Sequenz (2268 bp):
Sense: gtcGGTACCcacaaaacagaggagact
Antisense: gtaGTCGACactcggaactctggtcac

Primerpaar 2 zur Amplifikation des 3x HA-Tags mit mCerulean (849 bp):
Sense: agaGTCGACtacccatacgacgttcct

Antisense: aacAAGCTTcttgtacagctcgtccat

Primerpaar 3 zur Amplifikation von AtCEP3 (918 bp):
Sense: aagAAGCTTgttccgagttctgttgattyg

Antisense: gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttce

Proteinsequenz:

DYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHM

BES BES . - nCerulean  Acceed - [

Weil3 markierte Aminosauren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefigt.
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6.1.4. Klonierungsstrategie fiir das nicht funktionelle Reporterkonstrukt Pceps::pre-
pro-3xHA-mCerulean-KDEL

DNA-Sequenz:

GGTACCcacaaaacagaggagactgaaagactgattttattaagtctgtacggtactcagaaaacagaggatctagtttc
ttgccatataagttatctattctagtactttttcttttaatcttatataaatatcgaaagccatgaaatcatacattcga
aagatctattaaaggcttctttttaacttgggtggtcttttttttttttgggtggtctttgtttttcaagatatgttcgt
caatctctctccacaaaaatgttaagctctttttttctatctttgttgttttcagattttagattcttcaaatcgaaacc
ttctccgaaggtatgtgtcctcaatctttttcttatgtttgatcttctgatttatttttttaataatatgatggtectttt
cattataaatttgctcttataattttgacctttcatcttatgtagttgcagattttacagtctattgatatgtggtccaa
tctcattaaccaaagaactcttcgtgggatcttccaaatcacttaaagaggccggagacaacgcatgcaaaatcacacac
atacacacgtacataacatacatacaaatacacacacgaatacaaacatacatgcatgcatacaaacttacatacataca
tacaaatatacatacatgcattcatacattcatacatgcatacatgcatacatgcatttatacattcaaacatacataca
tatatacatgcattcatacatacatacatgcagtcatacattcatacatgcattcatgcattcatacattcagtcataca
ttcatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatacatgcattcatgcattcatacattcatacatacatgca
ttcatgcattcaaacatacatgtatgcatacatacatacgtacaatattgttaagtcttaactcaaacaatttatgtata
gaataaataaataaaaatgtataaaagaccatttttgtatagaaacattgttggccgcgcactagttcacggacatagga
agggaaatgataaaactcgattagataaggtggttttcttgtcttgaactcgattaaataacatgaattattgacttatt
gtcgtatagcctaaggtacgtatagagtcaccagctcgagcttatttgettttgcattactttgagtaaaataatttcca
ttgaaatatctataatttaatttaatgaagaggacccaacccatcttcatcttatctttaccatttatataaatccactg
aaaatgggaatggacgtacgtgttctattgtgtttctaccaaatatttttgcgttttaatatctttcaactgtctctacc
aaatctaaattggttagacttcaatatatattattcataaagttttgtcgtgtttcacgtgtttatgaaacgtacccgtt
cttgcatttagtcccacgcactatctttttttatccatacttgattactttctcaattcgtcgatctcacacatattata
tccggccaagcggctaagtccaccataaaaacgaattatatcgataaccggaatgttatcagaaatttacaatgtaatat
ttctggaatgactattaactttgacgttgttacgagtttaataatttttgaaaagactatataactctcaaaacgtacat
gtaatttttagcaatgtccttggagaaaacaagtgtaacaattacatgtacgtgtaaattaaaaataatgcaaatgtcag
tcaatatttcgaggaaacaatatatttctgttcccatctctaatcatttcctcaatcatataccataaaaggcataaaca
gaaccaaccaaccaaccaaccaacaagaagaagaatccaaagac

GTCGACtacccatacgacgttcctgactatgcgtcactctacccctatgacg
taccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgecttctctacgttcctctagaggecgtccaccatatg

nvaverNele} MNOTAGagactttaagtcattgaaaactgaatttcgaaccattcttctagtgagettac
actgagtttattattttatggattgaggttcatgggtttcagtttacacatttatcgtgtattcatcttaaattgagacg
atttttatctccttgtaatattggccagcatttgectttgecggaaaaatggecgttaaatGCGGCCGC
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Verwendete Primer zur PCR-Amplifikation und Klonierung:

Primerpaar 1 zur Amplifikation des Promotors mit Pré-Pro-Sequenz (2268 bp):
Sense: gtcGGTACCcacaaaacagaggagact
Antisense: gtaGTCGACactcggaactctggtcac

Primerpaar 2 zur Amplifikation des 3x HA-Tags mit mCerulean (849 bp):
Sense: agaGTCGACtacccatacgacgttcct

Antisense: aacAAGCTTcttgtacagctcgtccat

Primerpaar 3 zur Amplifikation von KDEL-3"UTR (235 bp):
Sense: aagAAGCTTgatgatgttaaagacgagc
Antisense: gtgGCGGCCGCatttaacgccatttttcc

Proteinsequenz:

PSVDYPYDVPDYASLYPY

DVPDYASLYPYDVPDYASLRSSRGVHH

BEE - B¥S - sxua - mCerulean - atcEe3 - (SN

Weil3 markierte Aminosauren wurden aufgrund der Klonierungsstrategie hinzugefigt.
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6.2. Lokalisation des Pro-Enzyms von AtCEP2 in der Epidermis an der

endogenen Austrittsstelle des Seitenwurzel-Primordiums

Fir die Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP2 in vivo im vegetativen
Gewebe werden 10 d alte homozygote Keimlinge, die ein funktionelles Reporterkonstrukt
fur AtCEP2 (Pcep2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren, analysiert (s. Kap. 2.1.1.; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).

Bei der Untersuchung der subzellularen Lokalisation von AtCEP2 in vivo kann am CLSM
ausschlielich die Expression des Pro-Enzyms von AtCEP2 pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL und nicht die maturierte Form von AtCEP2 visualisiert werden. Dies liegt daran,
dass im Zuge der Maturierung von AtCEP2 auch das Fluoreszenzprotein mCherry von der
maturierten Untereinheit abgespalten wird (s. Kap. 2.4.4.; Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)).
Diese Aufnahmen des Pro-Enzyms von AtCEP2 am CLSM wurden in Kollaboration mit
der Universitat Regensburg (Lehrstuhl fiir Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG
Hammes) erarbeitet. Benedikt Miller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de)
fuhrte die Mikroskopie am CLSM Leica SP8 sowie die Bearbeitung der Rohdaten alleine
durch. Die Fein-Bearbeitung der Daten sowie die Erstellung der Abbildung 49 wurden
ausschlief3lich vom Verfasser dieser Dissertation (Timo Howing) getéatigt.

In der Wurzel ist das Pro-Enzym von AtCEP2 sehr distinkt in einer bzw. zwei
Epidermiszellen lokalisiert. Genau neben diesen Epidermiszellen (Abb. 49 weil3e
Asteriske) tritt das neugebildete Seitenwurzel-Primordium endogen aus (Abb. 49).

Es ist deutlich zu erkennen, dass das Pro-Enzym von AtCEP2 vor Erreichen des
Seitenwurzel-Primordiums in die epidermale Zellschicht in dieser bereits akkumuliert
(Abb. 49A). Es kann nicht ausgewertet werden, in welchem Stadium der
Seitenwurzelentwicklung sich das Primordium befindet (s. Abb. 39). Aus diesem Grund
werden die frihen Stadien zusammengefasst und als Stadium [-VI angegeben.

Im Stadium VIl der Seitenwurzelentwicklung dagegen befindet sich das neugebildete
Seitenwurzel-Primordium in der Epidermis und steht unmittelbar vor dem Austritt durch
diese (s. Abb. 39). Genau in dieser Epidermiszelle, die an der endogenen Austrittsstelle
auseinanderweichen muss, ist das Pro-Enzym von AtCEP?2 lokalisiert (Abb. 49B).

Das Pro-Enzym von AtCEP2 ist zudem auch nach dem endogenen Austritt des
Seitenwurzel-Primordiums  durch die Epidermis im  Stadium VIl in  zwei

auseinandergewichenen Epidermiszellen akkumuliert (Abb. 49C).
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Abbildung 49: Akkumulierung des Pro-Enzyms von AtCEP2 in einer bzw. zwei (weil3e Asteriske) der
Epidermiszellen, die fur den endogenen Austritt des Seitenwurzel-Primordiums auseinanderweichen
missen, im Stadium I-VI (A), Stadium VIl (B) und Stadium VIIl (C). Dargestellt sind neugebildete
Seitenwurzel-Primordia von verschiedenen 10 Tage alten homozygoten Keimlingen, die ein funktionelles
Reporterkonstrukt fir AtCEP2 (Pcepz2::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL) im Col-0 Wildtyp Hintergrund
exprimieren. Die Aufnahmen wurden am CLSM (Leica SP8) mit einem 40-er Objektiv getatigt und manuell
vergroRert. Weil3e Asteriske (A-C) zeigen eine bzw. zwei Epidermiszellen, in der Pro-AtCEP2 akkumuliert und
die fir den endogenen Austritt des neugebildeten Seitenwurzel-Primordiums weichen mussen. Fir die
entsprechenden Entwicklungsstadien der Seitenwurzel-Primordia siehe Abb. 39. Diese Aufnahmen des
Pro-Enzyms von AtCEP2 am CLSM wurden in Kollaboration mit der Universitat Regensburg (Lehrstuhl fir
Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes) durchgefiihrt. Benedikt Miller (benedikt.mueller
@biologie.uni-regensburg.de) fihrte alleine die Mikroskopie am CLSM sowie die Bearbeitung der Rohdaten
durch. Die Fein-Bearbeitung der Daten sowie die Erstellung der Abbildung wurden ausschlielich vom
Verfasser dieser Dissertation (Timo Howing) getatigt.
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6.3. Lokalisation von AtCEP2-Signalen mit Hilfe eines Peptid-Antikdrpers in

der Zellwand von LRC-Zellen und in der Zellwand von Epidermiszellen der

beginnenden Elongationszone

Die subzellulare Lokalisation von AtCEP2 in der Zellwand kann mit Hilfe eines Peptid-
Antikérpers gegen die reife Untereinheit von AtCEP2 in einer ,Whole Mount"
Immunlokalisierung untersucht werden. Hierfir werden Wurzeln von 10 d alten Keimlingen
des Col-0 Wildtyps und als Negativkontrolle der homozygoten atcep2 ko analysiert. Der
verwendete Peptid-Antikorper bindet an die letzten 15 Aminosauren am Ende der reifen
AtCEP2 Untereinheit, die direkt N-terminal dem ,KDEL* ER-RUckhaltesignal benachbart
sind (Hierl et al.,, 2014 (s.7.1.). AnschlieBend erfolgt die Inkubation mit einem
Cyanin CY2-gekoppelten sekundaren Antikorper.

Diese ,Whole Mount* Immunlokalisierung wurde in Kollaboration mit der Universitat
Regensburg (Lehrstuhl fur Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG Hammes)
durchgefiuhrt. Benedikt Miller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) flhrte diese
~Whole Mount“ Immunlokalisierung selbststandig durch. Die anschlieBende Mikroskopie
am CLSM (Leica SP8) und die Bearbeitung der Rohdaten wurden ebenfalls ausschlieflich
von Benedikt Muller getatigt. Die Fein-Bearbeitung der Daten sowie die Erstellung der
Abbildung 50 wurden ausschlief3lich vom Verfasser dieser Dissertation (Timo HOwing)
durchgefihrt.

In der Wurzelspitze sind AtCEP2-Signale in verschiedenen Zellwanden detektierbar
(Abb. 50). Einerseits sind AtCEP2-Signale in der Zellwand von LRC-Zellen am oberen
Ende der LRC kurz vor dem Ubergang zur Elongationszone lokalisiert (Abb. 50A, D:
Pfeile). LRC-Zellen sind sehr langgestreckte Zellen und um ein Vielfaches langer als die
darunterliegenden Zellen der meristematischen Zone. Andererseits sind zudem AtCEP2-
Signale in der Zellwand der Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone, der ,rapid
elongation zone“, detektierbar (Abb. 50A, D: Pfeilspitzen). Aufgrund der starken
Autofluoreszenz der auRReren, dicken Zellwand ist diese von (brigen Strukturen zu
unterscheiden. Sie erscheint ebenso wie die grof3en Zellkerne weil3, wohingegen das
Cytosol kaum autofluoresziert und schwarz erscheint. Zellwande innerer Zellschichten
sind nicht detektierbar, da diese dinner sind und demzufolge eine schwache
Autofluoreszenz aufweisen. Zusatzlich werden sie von anderen Zellen tberlagert.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die jeweiligen sehr distinkten punktierten AtCEP2-
Signale ausschlieBlich in der Zellwand der LRC-Zellen lokalisiert sind (Abb. 50E, F:
Asterisk markiert LRC-Zelle). In der darunterliegenden Epidermis sind keine AtCEP2-
Signale detektierbar. Diese Epidermiszellen besitzen eine kurze Zelllange (Abb. 50E

Doppelpfeile) und zentrierte Zellkerne (Abb. 50E, F). Dagegen nimmt die Zelllange der
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Epidermiszellen nach Abschilferung der LRC-Zellen zu (Abb. 50B Doppelpfeile). Dartiber
hinaus sind die Zellkerne an der Zellinnenseite lokalisiert (Abb. 50B, C). Diese beiden
Tatsachen belegen, dass es sich hierbei um den Ubergang vom Ende der LRC zum
Beginn der Elongationszone, der ,rapid elongation zone®, handeln muss (Verbelen et al.,
2006). In diesen Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone befinden sich
ausschlieBlich in der Zellwand sehr distinkte punktierte AtCEP2-Signale (Abb. 50B, C). Es
sind keine LRC-Zellen wie in Abbildung 50 E und F sowie noch anhaftende Reste von
abschilfernden LRC-Zellen festzustellen.

Abbildung 50: Lokalisation von AtCEP2-Signalen mit Hilfe eines Peptid-Antikérpers in der Zellwand
von Epidermiszellen der beginnenden Elongationszone (A, D: Pfeilspitzen) sowie in der Zellwand von
LRC-Zellen (A, D: Pfeile). Es sind sehr distinkte punktierte AtCEP2-Signale in der Zellwand der
Elongationszone (B, C) und in der Zellwand der LRC-Zellen (E, F: Asterisk markiert LRC-Zelle)
lokalisiert. Dargestellt sind zwei Wurzelspitzen von 10 Tage alten Keimlingen des Col-0 Wildtyps. Diese
wurden im Zuge einer ,Whole Mount® Immunlokalisierung mit Hilfe eines Peptid-Antikdrpers gegen die reife
Untereinheit von AtCEP2 untersucht (Hierl et al., 2014 (s. 7.1.)). Die Aufnahmen wurden am CLSM (Leica
SP8) mit einem 40-er Objektiv getatigt und manuell vergréRert. Die in A und D weild umrandeten Bereiche sind
in B und C bzw. E und F in jeweils zwei verschiedenen VergréRerungen dargestellt. LRC = Lateral Root Cap,
laterale Wurzelhaube; EZ = Elongation Zone, Elongationszone. Diese ,Whole Mount“ Immunlokalisierung
wurde in Kollaboration mit der Universitét Regensburg (Lehrstuhl fiir Zellbiologie und Pflanzenbiochemie, AG
Hammes) durchgefuhrt. Benedikt Miller (benedikt.mueller@biologie.uni-regensburg.de) fuhrte diese ,Whole
Mount® Immunlokalisierung selbststandig durch. Die anschlieRende Mikroskopie am CLSM und die
Bearbeitung der Rohdaten wurden ebenfalls ausschlie3lich von Benedikt Miller getatigt. Die Fein-Bearbeitung
der Daten sowie die Erstellung der Abbildung wurden ausschlie3lich vom Verfasser dieser Dissertation (Timo
Howing) durchgefihrt.
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Ein ,Festkleben* des Peptid-Antikorpers bzw. des sekundaren Antikdrpers an der &ul3eren
Zellschicht kann ausgeschlossen werden. Im Zuge der ,Whole Mount® Immunlokalisierung
konnten weitere AtCEP2-Signale in den parenchymatischen Xylem-Zellen der Leitblindel
in der Wurzelspitze detektiert werden (nicht dargestellt). Somit kann davon ausgegangen
werden, dass die verwendeten Antikorper komplett durch alle Zellschichten diffundiert
sind. Demzufolge stellen die AtCEP2-Signale in den Zellwéanden der auf3eren Zellschicht
kein Artefakt in Folge eines ,Festklebens® der verwendeten Antikorper dar.

Daruber hinaus wurde eine ,Whole Mount“ Immunlokalisierung von 10 d alten Keimlingen
der homozygoten atcep2 ko mit den gleichen Antikdrpern als Negativkontrolle
durchgefuhrt. Hierbei sind keine AtCEP2-Signale zu erkennen (nicht dargestellt).

Ebenso wurde eine ,Whole Mount® Immunlokalisierung von 10 d alten Keimlingen des
Col-0 Wildtyps mit dem entsprechendem Praimmunserum durchgefiihrt. Es sind keine
Hintergrundsignale detektierbar (nicht dargestelit).
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Abstract Ricinosomes are specialized ER-derived orga-
nelles that store the inactive pro-forms of KDEL-tailed
cysteine endopeptidases (KDEL-CysEP) associated with
programmed cell death (PCD). The Arabidopsis genome
encodes three KDEL-CysEP (AtCEP1, AtCEP2, and
AtCEP3) that are differentially expressed in vegetative
and generative tissues undergoing PCD. These Arabidop-
sis proteases have not been characterized at a biochemi-
cal level, nor have they been localized intracellularly. In
this study, we characterized AtCEP2. A 3xHA-mCherry-
AtCEP2 gene fusion including pro-peptide and KDEL
targeting sequences expressed under control of the
endogenous promoter enabled us to isolate AtCEP2 “ex
vivo”. The purified protein was shown to be activated in
a pH-dependent manner. After activation, however, pro-
tease activity was pH-independent. Analysis of substrate
specificity showed that AtCEP2 accepts proline near the
cleavage site, which is a rare feature specific for KDEL-
CysEPs. mCherry-AtCEP2 was detected in the epidermal
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layers of leaves, hypocotyls and roots; in the root, it was
predominantly found in the elongation zone and root cap.
Co-localization with an ER membrane marker showed that
mCherry-AtCEP2 was stored in two different types of ER-
derived organelles: 10 pwm long spindle shaped organelles
as well as round vesicles with a diameter of approximately
1 wm. The long organelles appear to be ER bodies, which
are found specifically in Brassicacae. The round vesicles
strongly resemble the ricinosomes first described in cas-
tor bean. This study provides a first evidence for the exist-
ence of ricinosomes in Arabidopsis, and may open up new
avenues of research in the field of PCD and developmental
tissue remodeling.

Keywords Ricinosomes - ER-bodies - Programmed
cell death - Developmental tissue remodeling - Cell wall
degradation

Abbreviations

3xHA Three-fold hemagglutinin (HA) tag
CBZ-Phe-Arg-AMC  Fluorescence-quenched peptide
CLSM Confocal laser scanning microscopy
GFP Green fluorescent protein
Introduction

Programmed cell death (PCD) is a genetically determined,
highly regulated process in all multicellular organisms.
PCD is a prerequisite for the successful development of
plants. It is involved in the development of generative tis-
sues during micro- and macro-gametogenesis, in seed and
fruit maturation, and in seed detachment and dispersal. It
occurs in the development of vegetative tissues such as root
cap, aerenchyma or wood formation (Beers 1997; Hadfield
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and Bennett 1997). Furthermore, PCD is an integral part of
the responses to abiotic stress and pathogen infections.

All classes of proteases are involved in PCD, including
cysteine proteases, serine proteases, aspartic proteases and
metalloproteases (Beers et al. 2000, 2004; Schaller 2004).
In plant PCD, special functions are described for vacu-
olar proteases (Miintz 2007; Hara-Nishimura and Hatsugai
2011), metacaspases (Tsiatsiani et al. 2011; Lam and del-
Pozo 2000; Xu and Zhang 2009) or subtilisin-like proteases
(Vartapetian et al. 2011). It is not clear, however, how these
proteases orchestrate PCD and if there is functional redun-
dancy between the different gene families.

Specific for plant PCD is a unique group of papain-type
cysteine endopeptidases (CysEPs) characterized by a C-ter-
minal KDEL endoplasmic reticulum (ER) retention signal
(KDEL CysEPs) with RcCysEP from castor bean (Ricinus
communis) as the founding member (Schmid et al. 1998).
KDEL CysEPs are not present in mammals or fungi, but
are ubiquitous in plants. KDEL CysEPs have been cloned
and sequenced from 25 plant species so far; a high degree
of homology between the deduced amino acid sequences
is apparent; a phylogenetic tree discloses distinct groups
among the monocots, dicots and gymnosperms (Hierl et al.
2012).

Castor beans store fat and proteins in a living endosperm,
which is laterally attached to the cotyledons. When the
mobilization of the storage material is completed after ger-
mination, the desiccated endosperm abscises and represents
a senescing tissue. Senescing endosperm tissue from castor
bean contains a spherical organelle surrounded by a single
ribosome-studded membrane with a diameter averaging
I wwm. This organelle was discovered in ultrastructural and
cytochemical studies independently by two groups in 1970.
It was called “dilated cisternae”, since it seemed to develop
from the ER (Vigil 1970), or “ricinosome”, since it was
found only in castor bean at that time (Mollenhauer and
Totten 1970). The ricinosomes were “re-discovered” with
the identification of their marker enzyme, the KDEL-tailed
cysteine endopeptidase (Schmid et al. 1998). In R. commu-
nis the KDEL CysEP and ricinosomes were found not only
in the senescing endosperm of germinating seeds (Schmid
et al. 1999, 2001), but also in the nucellus of maturing
seeds, where the endosperm expands at the expense of the
nucellus cells (Greenwood et al. 2005). Crushed cell layers
are left behind in the endosperm cells in germinating castor
bean seedlings (Schmid et al. 1999, 2001) or in the nucel-
lus cells in maturing castor bean seeds (Greenwood et al.
2005), since there is no need for a photosynthetic plant to
recycle the carbon of these cell walls to the surviving parts
of the plant. Ricinosomes have been identified by immuno-
electron-microscopy in other collapsing tissues undergoing
PCD: in senescing flower petals of Hemerocallis (Schmid
et al. 1999), in the hypogeous cotyledons of Vicia sativa
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(Becker et al. 1997), the unpollinated ovaries of Pisum sati-
vum (Cercos et al. 1999), in both developing and dehisc-
ing tomato anthers (Senatore et al. 2009) and in endosperm
cells of imbibed tomato seeds (Solanum lycopersicum)
(Trobacher et al. 2013). The accumulation of KDEL CysEP
and the appearance of ricinosomes seem to act as very early
predictors of PCD.

KDEL-tailed protease-accumulating vesicles (KDEL ves-
icles, KVs) in germinating mung bean (Vigna mungo) coty-
ledons are similar to ricinosomes in that they accumulate the
KDEL-tailed cysteine protease SH-EP (Toyooka et al. 2000).
In contrast to ricinosomes, immunocytochemistry identified
KDEL vesicles to transport large amounts of SH-EP from
the endoplasmic reticulum to protein storage vacuoles. The
mass transport of the proteinase by ER-derived KDEL vesi-
cles is thus involved in the protein mobilization of plants
(Toyooka et al. 2000; Okamoto et al. 2003).

RcCysEP is synthesized as a pre-pro-enzyme and is
co-translationally transferred into the ER, where the pre-
sequence is removed. The pro-enzyme is transported from
the ER to the cytoplasm of the senescing cells in the form
of ER-derived ribosome studded ricinosomes. The final
stage of PCD is characterized by destruction of the vacu-
ole integrity, consequent acidification of the cytoplasm and
disruption of the ricinosomes, which release the mature
RcCysEP. The N-terminal pro-peptide and the C-terminal
KDEL-motif are cleaved off, and the activated RcCysEP
degrades the cytosolic macromolecules for recycling to
the surviving parts of the plant (Schmid et al. 1998, 1999,
2001). RcCysEP exhibits a characteristic and unusual
broad substrate specificity. The cleavage site | within a
substrate is denoted as P2-P1-|-P1’-P2’. RcCysEP has
a clear preference for neutral amino acids with large ali-
phatic and non-polar (Leu, Val, Met) or aromatic (Phe, Tyr,
Trp) side-chains in the P2 position and no clear preference
in the PI position, as is typical for papain-type CysEPs.
RecCysEP accepts proline in the P1 and P1’ positions (Than
et al. 2004), which is highly unusual among endopepti-
dases (Cunningham and O'Connor 1997; Simpson 2001).
RcCysEP can therefore digest extensin with its ability to
accept glycosylated hydroxy-proline near the cleavage site
(Helm et al. 2008). Extensin build the basic scaffold of the
cell wall (Cannon et al. 2008), and thus KDEL CysEPs
might support final cell collapse. Crystallization of the
purified mature RcCysEP revealed that castor bean CysEP
folds into two distinct domains of roughly equal size, as
is usual for papain-like CysEPs. The RcCysEP folding is
also very similar to the proline-specific cysteine peptidase
from ginger (Zingiber officinale). The active site cleft of
RcCysEP, however, is wider than in both the ginger pro-
tease and papain (Than et al. 2004). The respective amino
acids decisive for this generally more open appearance of
the active site cleft—besides the amino acids Cys, His,
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Gln and Asp defining the catalytic pocket—are highly con-
served among all known KDEL CysEPs (Hierl et al. 2012).
It can be suggested that all KDEL CysEPs share the same
broad substrate specificity.

KDEL CysEPs seem to have a dual role: digesting cyto-
plasmic components in cells of dying tissues for recycling
to the surviving parts of the plant or in cells of germinating
seedlings for storage mobilization, respectively, and digest-
ing cell wall extensin in the final stage of PCD or in tissue
remodeling.

Castor bean CysEP is thus characterized in terms of bio-
chemistry and cell biology. However, without the R. com-
munis genome sequence and in the absence of genetics, it is
difficult to see how different gene families work together to
orchestrate PCD in different tissues in response to a broad
range of developmental or environmental cues.

In Arabidopsis, on the other hand, the genome sequence
and gene families for all proteases are known. Arabidop-
sis encodes three KDEL CysEPs with homology to the
RcCysEP, designated AtCEPl (At5g50260), AtCEP2
(At3g48340) and AtCEP3 (At3g48350) that are expressed
in tissues undergoing PCD. Determination of promoter
activities using B-glucuronidase as reporter in Arabidopsis
transformants elucidated a remarkable tissue- and organ-
specificity. AtfCEPI and AtCEP3 promoter activities were
found in generative tissues at several stages of seed and
fruit development. AtfCEP1, AtCEP2, and AtCEP3 promoter
activities were found in vegetative tissue such as AtCEP/ in
the course of lateral root formation, AfCEP?2 in roots within
the beginning root cap, and AfCEP3 at the hypocotyl-root
transition zone or in trichomes of leaves (Helm et al. 2008).
However, the Arabidopsis CEP proteases have not been
characterized at a biochemical level, nor have they been
localised intracellularly. The storage organelle for AtCEPI,
AtCEP2 and AtCEP3, respectively, their release at the “site
of action” and their activation modus remained unknown.
There is in fact no evidence for the existence of ricinosomes
in Arabidopsis, in spite of numerous attempts at isolating
such organelles from this model plant.

In this study, we analyzed the root cap as a model tis-
sue for PCD and chose AtCEP2, which is specifically
expressed in the course of root cap formation. We used
translational fusion proteins of AtCEP2 with a three-fold
hemaglutinin-tag (3xHA) and the red fluorescent protein
mCherry under the control of the endogenous AtCEP2 pro-
moter  (Pcgp,::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL)
transformed into Arabidopsis WT plants. We could then
isolate the AtCEP2 protein “ex vivo” and characterize its
pH dependent activation, its pH-independent activity and
its substrate specificity.

The reporter line expressing Pepp,::pre-pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL in a WT background was
crossed with the ER membrane marker line expressing a

translational fusion protein of green fluorescent protein
(GFP) with a ER membrane protein (Cutler et al. 2000) in
order to visualize ER-derived subcellular structures func-
tioning as the AtCEP2 storage organelle. We demonstrated
AtCEP2 expression in the PCD of root cap formation and
identified organelles surrounded by ER-derived membranes
as the AtCEP2 storage organelles in young seedlings. Fur-
thermore, we transformed the non-functional reporter pro-
tein without the protease subunit, that is, mCherry with
the necessary N-terminal and C-terminal targeting signals
under the control of the endogenous AtCEP2 promoter
(Pegpa:ipre-pro-3xHA-mCherry-KDEL) into the atcep2
knockout mutant line in order to facilitate analysis of the
atcep2 knockout mutant phenotype.

Methods

Generation of reporter lines expressing pre-pro-3xHA-m
Cherry-AtCEP2-KDEL, GFP fused to an ER membrane
protein in the Arabidopsis Col0 WT background,

and pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL under control of the
endogenous AtCEP2 promoter in the atcep2 knockout
mutant

For the cloning strategy of the fusion gene coding for pre-
pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL under the control
of the endogenous promoter of AtCEP2 and the primers
used see Figs. 1 and S1. The AtCEP2 promoter compris-
ing approximately 2,000 bp with the adjacent 5'UTR and
the coding region for the pre-pro-sequence were amplified
from WT (Col0) genomic DNA isolated by cetyl-trime-
thyl-ammonium bromide (CTAB) extraction (Murray and
Thompson 1980). The 3xHA tag was amplified from pNI-
GELI18 and mCherry was amplified from pNIGEL17 (Geld-
ner et al. 2009). The mature AtCEP2 subunit with the 3’'UTR
was amplified from WT (Col0) genomic DNA. The result-
ing PCR products were cloned into pGREEN conferring
hygromycin resistance (Hellens et al. 2000; www.ac.uk).
The final plasmid construct was sequenced and transformed
into Agrobacterium tumefaciens (pGV3101) by electropo-
ration. Flowers from WT Arabidopsis ecotype Columbia
(Col0) plants were transformed by floral dipping (Clough
and Bent 1998). Eight different homozygous transformants
were screened for high expression of the fusion protein by
CLSM and three were chosen for further analysis.

The reporter line expressing pre-pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL under the control of the endogenous
AtCEP2 promoter was crossed with the GFP-ER mem-
brane protein marker line (Cutler et al. 2000) for determin-
ing the subcellular localization of AtCEP2.

The construct Pepp,::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL
as a non-functional reporter protein lacking the mature
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Fig. 1 Schematic rep
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AtCEP2 protease subunit was obtained in an analogous
manner. It comprised the endogenous AtCEP2 promoter,
the 5'UTR and the coding regions for the N-terminal pre-
pro-peptide, for the 3xHA tag and mCherry and for the
nine C-terminal amino acids of the mature AtCEP2 subunit,
including the ER retention signal KDEL (for cloning strat-
egy and primers used see Fig. 1 and S2). The resulting PCR
products were cloned into pGREEN (Hellens et al. 2000).
The final plasmid construct was sequenced and transformed
into Agrobacterium tumefaciens (pGV3101) by electropo-
ration. Flowers of A. thaliana ecotype Columbia (Col0)
plants were transformed by floral dipping. Eight different
homozygous transformants were chosen and screened for
high expression of the fusion protein by CLSM. The line
exhibiting the highest expression level was chosen for
crossing with homozygous cep2 knockout mutant plants.
atep2 knockout mutant plants (Cold Spring Harbour ET
6591) exhibit the ecotype Landsberg erecta (La-er) back-
ground and carry the T-DNA insertion conferring Km
resistance approximately in the middle of the first exon
(207 bases downstream of the start codon). Homozygous
atcep2 knockout plants were back crossed two times with
WT (Col0) plants that were transformed with the non-func-
tional reporter construct Pcpp,::pre-pro-3xHA-mCherry-
KDEL in order to remove unwanted secondary mutations
in the atcep2 knockout mutant line, to replace the La-er
background by the Col0 background and to introduce the
reporter construct without the protease mature subunit.
Finally transformants homozygous for the T-DNA inser-
tion in the first exon of AtCEP2—as confirmed by kana-
mycin resistance and PCR—in the Col0 background that
were expressing the non-functional reporter protein pre-
pro-3xHA-mCherry-KDEL—as confirmed by hygromycin
resistance and analysis at the CLSM—were obtained.

Generation of pro-AtCEP2 specific antibodies
Given the large degree of homology between the three

members of the AtCEP gene family, polyclonal anti-peptide
antibodies were raised that recognized individual family
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members (Eurogentec, Belgium). Two peptides for AtCEPI,
AtCEP2 and AtCEP3 that were specific for each family
member were chosen (Figure S3A). An additional Cys at
the N-terminus of the peptides was added for coupling to the
carrier protein hemocyanin. A mix of the coupled peptides
AtCEP2-1 (C-QGPKRGSKQFMYDHE) and AtCEP2-II
(C-IKLSSSNPTPKDGDV) was used for immunization of
two rabbits. Finally, affinity purification of the antisera of the
two rabbits against each of the peptides separately was car-
ried out (Eurogentec, Belgium). The AtCEP2-I sequence is
located within the pro-peptide and the AtCEP2-II sequence
comprises the 15 amino acids upstream of the KDEL-signal.
The pro-peptide and the carboxy-terminal ten amino acids
including the KDEL-signal are both cleaved off during mat-
uration so the respective antibodies are expected to recognize
the pro-form of AtCEP2 but not the mature protein. Anti-
peptide antibodies specific for pro-AtCEP1 and pro-AtCEP3
were raised for control. The following peptides were chosen:
AtCEP1-1 (C-IRMQRGIRHKEGLC), AtCEPI-IT (C-LKN-
SNTNPSRLSLD), AtCEP3-1 (C-KTEETYPYDSSDVQFC)
and AtCEP3-II (C-TKLSSTPSTHESVVRDDV). The spec-
ificity of the anti-peptide antibodies was tested by western
blot analysis of pro-AtCEP1, pro-AtCEP2 and pro-AtCEP3
expressed in E. coli (Figure S3B). The respective cDNA-
clones were used as templates for amplifying and cloning
the pro-enzymes of AtCEPI (RIKEN pda 08738), AtCEP2
(EST clone 99B11) and AtCEP3 (RIKEN pda 12055). Prim-
ers for amplification: AtCEP1 (CEP1-Ndel sense 5’ GCAGC
CATATG TTA GAT TTC CAT AAC AAA GAT GTG G 3;
CEPI1-Sall anti-sense 5" AGCTT GTCGAC TTA GAG TTC
ATC CTT AAG CGA GTC C 3'); AtCEP2 (CEP2-Ndel
sense 5 GCAGC CATATG TTC GAT TAC GAC GAC AAG
GAA ATA G 3'; CEP2-Sall anti-sense 5’ AGCTT GTCGAC
CTA GAG CTC ATC TTT GAC ATC ACC G 3'); AtCEP3
(CEP3-Ndel sense 5" GCAGC CATATG TTC GAT TTC
GAC GAA AAA GAA TTA GAA ACC 3'; CEP3-Sall anti-
sense 5" AGCTT GTCGAC CTA GAG CTC GTC TTT
AAC ATC ATC 3'). The PCR products were sequenced,
cloned into pET28 for addition of the N-terminal His-tag
and expressed in E.coli (Rosetta2, Novagen). Protein extracts
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from E. coli expressing AtCEP1, AtCEP2 or AtCEP3 were
used for western blot analysis in order to test the specific-
ity of the anti-peptide antibodies. Castor bean ricinosomes
containing RcCysEP (Schmid et al. 2001) and antibodies
specific for ReCysEP (Gietl et al. 1997; Schmid et al. 1998)
were used for control.

Generation of antibodies recognizing the mature AtCEP2
subunit

Polyclonal antibodies were raised against the mature
AtCEPI subunit with the expectation that these antibodies
would recognize AtCEP1, AtCEP2 and AtCEP3. The N-ter-
minal 10 amino acids and the C-terminal 13 amino acids of
the AtCEP1 mature subunit were omitted in order to obtain
antibodies against the mature core sequence of the AtCEP
family (Figure S4A). The DNA sequence was cloned into
pET24a between the Ndel and Xhol restriction sites and
transformed into Rosetta 2 (DE3)pLysS competent cells
(Novagen) for expression. The AtCEP1 protein was purified
from inclusion bodies by His-tag affinity chromatography
using Talon-Metal-Affinity-Resin (Clontech) followed by
SDS-PAGE and Coomassie blue staining. The blue stained
gel piece was cut out for immunization of rabbits (Davids
Biotechnology, Regensburg, Germany). The N-terminal
amino acid sequence of the AtCEP1 subunit was determined.
The mature AtCEP2 subunit was overexpressed and puri-
fied in a similar manner (Figure S4A) Cross-reactivity of the
antibodies directed against the mature AtCEPI subunit was
tested by western blot analysis of the mature AtCEPI and
AtCEP2 subunit expressed in E. coli (Figure S4B).

Immunoprecipitation
of pro-3xHA-mcherry-AtCEP2-KDEL with anti-HA
affinity matrix

A protein extract was prepared from approximately 1,500
seven-day-old seedlings (1 g fresh weight). The plant
material was ground with mortar and pestle under liquid
N, followed by the addition of suspension buffer (50 mM
phosphate, 100 mM NaCl, 10 % glycerol pH 7.5; 1 ml/g
fresh weight). The suspension was centrifuged (Eppendorff
centrifuge, 14,000 rpm, 10 min). The clear supernatant was
incubated with 100 pl anti-HA affinity matrix (anti-HA
beads; Roche) while gently shaking for 2 h at 8 °C. The
anti-HA beads were washed three times with suspension
buffer pH 7.5 followed by incubation with assay buffer.

Analysis of pH-dependent activation, pH-independent
activity and cleavage specificity of AtCEP2

Anti-HA beads bound to pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL were incubated with 200 pl assay buffer pH

7.5 (100 mM phosphate, 2 mM cysteine, 2 mM DTT,
0.8 %Brij35) or pH 4.0 (100 mM Na acetate, 2 mM cysteine,
2 mM DTT, 0.08 % Brij35) for 30 min at 25 °C. After centrif-
ugation, supernatant and beads were analysed for enzymatic
activity with the fluorescence-quenched peptide CBZ-Phe-
Arg-AMC (10 mM stock solution in 100 % dimethylforma-
mide, diluted 1:100 for assay) as a substrate for papain-type
peptidases; linear kinetics was obtained (Fig. 2F).

Finally, supernatant and anti-HA beads were analysed
by SDS-PAGE followed by western blot analysis with anti-
HA antibodies (Roche), with anti-RFP antibodies (directed
against mCherry; Medical & Biological Laboratories,
Japan), with anti-AtCEP2 peptide antibodies detecting pro-
3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL and with anti-AtCEP anti-
bodies detecting the mature AtCEP2 subunit or by silver
staining: The supernatant separated from the beads (Fig. 2,
lanes 1 and 4) was mixed with loading dye (60 mM Tris—
HCl pH 6.6, 5 % glycerine, 1.5 % SDS, 1.5 % B-ME, 0.1 %
bromophenol blue final concentration) and incubated for
10 min/95 °C before loading; the beads were mixed with
loading dye and incubated for 10 min/95 °C followed by
separation of this supernatant (Fig. 2, lanes 2 and 5) and the
now “washed” beads itself by centrifugation; the “washed”
beads were finally mixed with loading dye (Fig. 2, lanes 3
and 6) and analyzed by SDS-PAGE. As control, the anti-
HA beads were treated in a similar manner without add-
ing plant material; the finally “washed” beads were ana-
lysed by SDS-PAGE (Fig. 2, lane 7) in order to control the
unspecific signals obtained by the anti-HA beads.

pH dependent activation: anti-HA beads with the pro-
3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL were incubated with assay
buffer at different pH values (100 mM Na acetate, 2 mM
cysteine, 2 mM DTT, 0.08 % Brij35 at pH 4.0, pH 4.5,
pH 5.0; 100 mM phosphate, 2 mM cysteine, 2 mM DTT,
0.08 % Brij35 at pH 5.5, pH 6.0, pH 6.5, pH 7.0, pH 7.5,
pH 8.0) for 1 min or 30 min, and analysed for enzymatic
activity with CBZ-Phe-Arg-AMC as substrate (Fig. 3).

pH independent activity: anti-HA beads with the pro-
3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL were incubated with 10 jl
activation buffer (50 mM Na acetate, 2 mM cysteine, 2 mM
DTT, 0.08 % Brij35 pH 4.5) for 30 min at 25 °C; 190 pl
assay buffer of different pH values were added (100 mM
Na acetate, 2 mM cysteine, 2 mM DTT, 0.08 % Brij35
at pH 4.0, pH 4.5, pH 5.0; 100 mM phosphate, 2 mM
cysteine, 2 mM DTT, 0.08 % Brij35 at pH 5.5, pH 6.0, pH
6.5, pH 7.0, pH 7.5, pH 8.0) and enzymatic activity was
measured for 20 min. For comparison of AtCEP2 with
RcCysEP, purified ricinosomes containing the pro-CysEP
(Schmid et al. 2001) were used instead of immunoprecipi-
tated pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL (Fig. 4).

Cleavage motifs of AtCEP2 were analysed by digestion
of bovine beta-casein purchased from Sigma (C-6905). Anti-
HA beads with the pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL
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Fig. 2 Maturation of pro-
3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL
by acidification leads to removal
of the pro-sequence, cleavage
between mCherry and AtCEP2
and release of the enzymatically
active AtCEP2 mature subunit.
pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL was immunoprecipitated
from protein extracts of 7 days
old seedlings with anti-HA
affinity matrix (anti-HA beads).
The anti-HA beads with the
pro-3xHA-mcherry-AtCEP2-
KDEL attached were incubated
with assay buffer pH 7.5 (lanes
1-3) or pH 4.0 (lanes 4-6),
respectively, for 30 min at

25 °C. Incubation of anti-HA
beads with buffer instead of
plant extract was used as control
(lane 7). The supernatant (Lanes
1 and 4) was separated from the
beads: the beads were incubated
for 10 min/95 °C followed by
separation of this supernatant
(Lanes 2 and 4) and the now
“empty beads” (Lanes 3 and 6).
The probes (1, 2, 4 and 5) were
analyzed directly by measure-
ment of enzymatic activity (F).
All the probes were analyzed

by SDS-PAGE followed by
western blot analysis (A-D) or (E)
silver staining (E)

175

kDa

were incubated with buffer at pH 4.5 for 30 min at 25 °C in
order to obtain the mature, active AtCEP2. Beta-casein was
added (0.13 % final concentration) and incubation at 25 °C
was continued. Aliquots were taken after 1 min, 10 min,
30 min, 4 h and 24 h and analysed by 17.5 % SDS-PAGE
followed by Coomassie-staining. Digests were stopped by
freezing in liquid nitrogen. The same time points were cho-
sen for further analysis: The beta-casein peptides obtained
by digestion with AtCEP2 for 1, 10, 30 min, 4 and 24 h
were separated by reversed-phase HPLC prior to N-terminal
sequencing and MALDI analysis as previously described
(Than et al. 2004).
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Confocal laser scanning microscopy

Confocal laser scanning microscopy (Fluoview FV 1,000,
Olympus, Japan) was performed using excitation at
561 nm and emission detection between 600 and 630 nm
for mCherry and excitation at 480 nm and emission detec-
tion between 510 and 530 nm for GFP. Single pictures or
stacks of pictures with 0.5 wm step size at higher resolu-
tion and 2.5 pum step size at lower resolution were made.
SYTO® 13 Green-Fluorescent Nucleic Acid Stain (Invitro-
gen) was used for staining of nuclei in root cap cells: seed-
lings were immersed for 3 min in SYTO® 13 (5 uM final

223



7.1. Hierl et al., 2014

Plant Mol Biol (2014) 84:605-620

611

80
» AtCEP2 (t=1min)
70 u AtCEP2 (t=30min)
— control (t=30min)
T 60

o
=]

&
o

w
=]

relative activity (pH 7.5
N
o

-
=)

pH4.0 pH45 pH50 pH55 pH6.0 pHES5 pH7.0 pHT7.5

Fig. 3 pH dependence of activation. pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL was immunoprecipitated with anti-HA affinity matrix and
incubated at different pH values for 1 min or 30 min, respectively.
Subsequently, the relative enzymatic activity was measured with
the fluorescence quenched substrate CBZ-Phe-Arg-AMC. A linear
kinetic was obtained. Control: immunoprecipitation with anti-HA
affinity matrix from untransformed WT plants. Acetate buffer pH
4.0, 4.5, 5.0; phosphate buffer pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0. Standard
deviation: n =3

concentration in buffer 20 mM Tris, 45 mM NaCl pH 7.4)
followed by CLSM.

Results

Generation of reporter lines expressing pre-pro-3xHA-m
Cherry-AtCEP2-KDEL, GFP fused to an ER membrane
protein in the Arabidopsis Col0 WT background,

and pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL under control of the
endogenous AtCEP2 promoter in the arcep2 knockout
mutant

We constructed the gene for fusion proteins including
mCherry with and without the mature AtCEP2 subunit
(Fig. 1). The fusion genes were cloned under the control of
the endogenous AtCEP2 promoter thus obtaining Pcgp,::pre-
pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL  transformed  into
Arabidopsis Col0 WT plants and the non-functional reporter
Pcgpy::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL  transformed ~ into
cep2 knock out mutant plants (Fig. 1: Figures S1 and S2).
The sequence approximately 2,000 bp upstream of
the start Met, that were previously shown to confer tis-
sue specific expression (Helm et al. 2008), were used as
the AtCEP2 promoter region. We placed the first three
amino acids Leu-Pro-Ser of the mature subunit C-terminal
to the pro-sequence in front of the 3xHA tag in order to

ensure processing of the pro-peptide during maturation of
AtCEP2. The junction between mCherry and the mature
AtCEP2 subunit, on the other hand, exhibited only the
“half” of the recognition site for processing to the mature
subunit in order to obtain the mCherry-mature AtCEP2
protease subunit fusion protein after maturation (Fig. 1;
Figure S1). The final plasmid construct was sequenced and
transformed into Agrobacterium tumefaciens for subse-
quent transformation of WT (Col0) plants.

The resulting reporter line expressing pre-pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL under the control of the endog-
enous AtCEP2 promoter was crossed with the Arabidopsis
reporter line expressing a fusion protein between GFP and
an ER membrane protein (Cutler et al. 2000) in order to
visualize the subcellular structure that functions as the stor-
age organelle for AtCEP2.

The construct Pcgp,::pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL
as a non-functional reporter protein without the mature
AtCEP2 protease subunit was obtained in an analogous
manner. It comprised the endogenous AtCEP2 promoter,
the 5'UTR and the coding regions for the N-terminal pre-
pro-peptide, for the 3xHA tag and mCherry and for the
C-terminal nine amino acids of the mature AtCEP2 subu-
nit including the ER retention signal KDEL (Fig. 1: Figure
S2). It was transferred into cep2 knockout mutant plants.

Maturation of pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL

Analysis of the tissue- and organ-specific activities of the
three KDEL CysEP promoters in Arabidopsis transfor-
mants revealed significant A7CEP2 promoter activity in
young seedlings (Helm et al. 2008). AtCEP2 promoter
activity was especially striking in root tips, and probably in
the calyptra and the root elongation zone of the root.

A protein extract was prepared from seven-day-old seed-
lings. The fusion protein pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL was immunoprecipitated with anti-HA affinity matrix
(anti-HA beads) at pH 7.5. The beads were washed with
buffer at pH 7.5 and subsequently incubated with 200 .l
assay buffer at pH 7.5 (Fig. 2A-E, lanes 1-3) or pH 4.0
(Fig. 2A-E, lanes 4-6). As a control, anti-HA beads were
incubated with buffer instead of protein extract (Fig. 2A-E,
lane 7). After separation of supernatant and beads by cen-
trifugation, supernatant and beads were analysed for enzy-
matic activity with the fluorescence—quenched peptide
CBZ-Phe-Arg-AMC (Fig. 2F). Supernatant and beads were
subsequently analysed by SDS-PAGE, followed by western
blot analysis with anti-HA antibodies Fig. 2A), with anti-
AtCEP2 peptide antibodies detecting pro-3xHA-mCherry-
AtCEP2-KDEL (Fig. 2B), with anti-RFP antibodies directed
against mCherry (Fig. 2C), or with antibodies recognizing
the mature AtCEP2 subunit (Fig. 2D), respectively, and by
SDS-PAGE followed by silver staining (Fig. 2E).
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(A) pH dependence of
pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL activation
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Fig. 4 pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL and pro-CysEP-KDEL
exhibit similar pH dependence of activation (A, B) and pH inde-
pendence of activity (C, D). A, B Activation at different pH values
for 1 min followed by measurement of enzymatic activity for 20 min
with the fluorescence quenched substrate CBZ-Phe-Arg-AMC. Ace-

Immunprecipitation of pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL with anti-HA beads and incubation at pH 7.5
revealed two distinct protein bands as recognized by anti-
HA antibodies (Fig. 2A). Both proteins exhibit molecular
masses smaller than the 80 kDa MW marker and repre-
sented the pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL protein
with a calculated MW of 70.5 kDa. At pH 7.5, these pro-
teins were not released into the supernatant (Fig. 2A, lane
1), but remained attached to the anti-HA beads and had to
be solubilized by treatment with loading dye at 95 °C for
10 min (Fig. 2A, lane 2). Both proteins exhibited no enzy-
matic activity (Figs. 2F, 3) and thus should contain the
intact pro-peptide. Both protein bands were recognized
by the antiAtCEP2-I pro-peptide antibody (Fig. 2B, right)
and by the anti-AtCEP2-II peptide antibody directed
against the peptide at the extreme carboxy-terminus
(Fig. 2B left and Figure S3), by anti-RFP- (Fig. 2C, lane
2) and by anti-AtCEP-antibodies (Fig. 2D, lane 2 and Fig-
ure S4).
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tate buffer pH 4.0, 4.5, 5.0: phosphate buffer pH 5.5. 6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0. C, D Activation for 30 min at pH 4.5 in 10 pl buffer fol-
lowed by addition of 190 1 buffer of the indicated pH and measure-
ment of enzymatic activity for 20 min. A linear kinetic was obtained
in all experiments. Standard deviation: n = 3

Immunoprecipitation of pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL with anti-HA beads, followed by incubation at
pH 7.5 and decoration with anti-HA antibodies revealed
two more relatively faint protein bands: one with a
MW < 58 kDa that probably represents 3-HA-mCherry-
AtCEP2 with a calculated MW of 57.2 kDa, and another
that is probably 3xHA-mCherry lacking the pro-peptide
and the AtCEP2 mature (Fig. 2A-D, lane 2). The AtCEP2
mature subunit adjacent to 3xHA-mCherry seems to be
below the level of detection using antibodies or by enzy-
matic activity (Fig. 2D, F, lane 2). A small amount of all
three HA-tagged proteins could not be solubilised and
remained attached to the anti-HA beads (Fig. 2, lane 3).

Immunoprecipitation of pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL with anti-HA beads and incubation at pH 4.0 resulted
in maturation by self-cleavage and in release from the anti-
HA beads to the supernatant (Fig. 2A, C and D: lane 4).
Most interesting, not only were the KDEL-motif and pro-
peptide removed, but mCherry (Fig. 2, lane 4, white arrow)
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and the mature AtCEP2 subunit (Fig. 2, lane 4, black arrow)
were separated. The AtCEP2 mature protease in the super-
natant (Fig. 2D, lane 4) was enzymatically active (Fig. 2F,
lane 4). Maturation and cleavage between mCherry and
AtCEP2 mature subunit at pH 4.0 was confirmed by SDS-
PAGE and silver staining (Fig. 2E, lane 4). pH-dependent
activation could also be followed by CLSM: incubation of
the anti-HA affinity matrix containing the immunoprecipi-
tated pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL with assay buffer
at pH 7.5 resulted in a “stably localized” mCherry signal
around the beads, whereas incubation with assay buffer pH
4.0 resulted in a diffuse mCherry signal spreading away
from the beads. Our AtCEP2 reporter fusion construct thus
represents a protein functional in vivo.

The pH dependence of AtCEP2 activation was analysed
in more detail by incubating the anti-HA affinity matrix
containing the immunoprecipitated pro-3xHA-mCherry-
CEP2-KDEL at pHs between pH 7.5 and 4.0. The relative
activity with the fluorescence quenched peptide CBZ-Phe-
Arg-AMC for 20 min exhibited a linear progress (Fig. 3).
As a control we used anti-HA affinity matrix incubated for
immunoprecipitation with protein extract from untrans-
formed WT plants not expressing the HA tagged AtCEP2
fusion protein (Fig. 3). Between pH 5.5 and pH 7.5,
only a weak activation close to the back ground could be
observed. The turning-point was observed at pH 5.0, where
after 1 min a 5-fold increase of relative fluorescence units
was reached and after 30 min activation time, a 35-fold
increase of relative fluorescence units was reached. At pH
4.5 and at more acidic pH values the full activity of the
mature AtCEP2 was reached after 1 min activation time
(Figs. 3, 4A).

When activated (incubation time at pH 4.5 for 30 min),
the mature AtCEP2 exhibited a pH independent activity
reaching similar relative fluorescence units within 20 min
measurement at all pH values between pH 4.0 and pH 8.0
(Fig. 4C).

This pH-dependent activation and pH-independent activ-
ity of AtCEP2 was compared with that of RcCysEP from
isolated ricinosomes. RcCysEP had its “turning-point™ at
pH 5.0 and reached full enzymatic activity within I min at
pH 4.5 and 4.0 (Fig. 4B). Mature castor bean CysEP exhib-
ited a pH-independent activity similar to AtCEP2: acidifi-
cation of isolated ricinosomes for 30 min at pH 4.5 revealed
the mature CysEP that had a similar enzymatic activity at
all pH values between pH 4.0 and pH 8.0 (Fig. 4D).

The pro-enzymes of AtCEP2 and RcCysEP isolated “ex
vivo” either by immunoprecipitation with anti-HA-affinity
matrix or by purification of ricinosomes, exhibit similar
biochemical properties in that acidification at pH 5.0 and
at more acidic pH values leads to self-cleavage of the pro-
peptide, and to maturation of the pro-enzyme to the mature
and enzymatically active protease.

AtCEP2 accepts proline near the cleavage site thus
exhibiting the broad substrate specificity typical
for KDEL-CysEPs

We examined peptide fragments generated by digestion of
bovine milk beta-casein with AtCEP2. Peptides were sepa-
rated by reversed-phase HPLC prior to N-terminal sequenc-
ing and MALDI-TOF analysis. The sequences of the 80
peptides identified revealing 57 different cleavage sites are
listed in Table SI. An additional six cleavage sites were
identified by N-terminal amino acid sequencing (EELN....,
ELNV..., IEKF..., KFQS..., NSLP..., VPPF...). Fig-
ure S5 shows the beta-casein sequence with the identified
cleavage sites marked by arrows.

Neutral amino acids with large aliphatic and non-polar
residues or with aromatic residues were preferentially
found at the P2 and P2'positions (Figure S5). A clear pref-
erence at the P1 and P1’ positions was not apparent (Figure
S5). Of particular interest was the acceptance of Pro at P2,
P1, P1’ P2’ (Figure S5). AtCEP2 can thus cleave at both
the N- and C-terminal side of proline. This highly unusual
proline-specific cleavage seems to be a characteristic fea-
ture of KDEL CysEPs. The biochemical data therefore con-
firmed that the translational fusion protein pre-pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL is functional.

AtCEP2 is expressed in the final stage of root cap
formation and in root elongation

Analysis of seedlings between 2 and 35 days old express-
ing pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL in the WT
background by western blot analysis of protein extracts
with anti-HA-tag antibodies and by CLSM indicated that
AtCEP2 was expressed from the beginning of seedling
growth in root caps as soon as the root tips emerged.

Seven days old seedlings were analysed by CLSM
(Fig. 5). The DNA stain SYTO® 13 Green-Fluorescent
Nucleic Acid Stain marked the nuclei of the root and the
latest root cap (Fig. 5A), whereas the AtCEP2 reporter
protein is most strongly expressed in cells of the lat-
est root cap (Fig. 5B). Merging the AtCEP2 reporter and
the stained nuclei revealed the greatest expression of
the AtCEP2 reporter in the last cells carrying a stain-
able nucleus, indicating that the oldest cells of the root
cap were dead (Fig. 5C). Localization of the red AtCEP2
reporter (Fig. 5E) and the green ER membrane protein
reporter (Fig. 5D) in the root tip revealed co-localization
of pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL in distinct areas of
the ER in the root cap (Fig. 5F). A diffuse labelling could
be observed in a few outermost root cap cells, suggesting
that their vacuole was disrupted (Fig. SD-F). Expression
of the AtCEP2 reporter protein caused a distinct two band
pattern in the root, where the upper band marked the root
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Fig. 5 Localization of the mCherry-AtCEP2 reporter protein and the
nuclei stained with the DNA-stain SYTO® 13 in the root cap (A-C)
and localization of the mCherry-AtCEP2 reporter protein and the
GFP-ER membrane reporter protein (D-F). A The DNA stain marks
the nuclei of the root and the latest root cap. B The mCherry-AtCEP2
reporter is most strongly expressed in cells of the latest root cap. C
Merge of the AtCEP2 reporter and the stained nuclei reveals the
strongest expression of the AtCEP2 reporter in the last cells carrying
a stainable nucleus indicating the following cells to be dead. D-F The

elongation zone and the lower band represented the signal
in the youngest root cap cells of the root tip (Fig. 6F). Sin-
gle CLSM pictures show the localization of AtCEP2 exclu-
sively in the outermost layer of the root, that is in the lat-
est root cap cells peeling off and in the epidermis of the
elongation zone; no AtCEP2 expression was seen in cells
inside the root (Fig. 6F, insets). It should be noted that—in
contrast to root cap formation—PCD does not occur in the
root elongation zone.

In principle, the expression of the AfCEP’s in
roots is reflected in the “root expression visualizer
(www.arexbd.org database)” (Figure S6). However, no
probeset ID is available for AtfCEP2 (At3g48340) in the
ATHI1 datasource. The AtCEP2 expression pattern has

@ Springer

mCherry-AtCEP2 can be detected in cells of the already released root
cap and in root tip cells that are developing into the next root cap cells.
Co-expression of mCherry-AtCEP2 and a GFP-ER membrane protein
marker (Cutler et al. 2000) reveals a partial co-localization indicat-
ing that AtCEP2 might be localized to subdomains of the ER. A-C
Stacks of images were obtained with a step size of 1.0 pum; enlarge-
ment 600x. D-F Stacks of images were obtained with a step size of
0.5 pm; enlargement 600 x

erroneously been attributed to AtCEPI (At5g50260,
probe ID 248545_at) or AtCEP3 (At3g48350; probe
ID_252368_at).

Interestingly, atcep2 knockout mutant lines exhibited no
obvious phenotype such as impairment in root elongation
or cap formation (Fig. 7). We analysed the atcep2 knockout
mutant line expressing pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL. No
difference to WT root cells was observed. Roots exhibited a
normal root cap; expression of the non-functional reporter
without the AtCEP2 protease subunit revealed the charac-
teristic two band pattern (Fig. 7).

Expression levels of AtCEPI and AtCEP3 were 1.9-fold
and 1.8-fold up-regulated in 7 days old seedlings of arcep2
knock out plants in comparison with those of the wild type
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(Figure S7). In young seedlings, AtCEPI is expressed in
the root tip and during lateral root formation and AtCEP3 is
expressed in the hypocotyl-root transition zone and within
the main root inside the endodermis (Helm et al. 2008).
The slight up-regulation of A7CEPI and AtCEP3 in atcep2
knock out plants might take place in these tissues with-
out a change of the promoter specificity of these KDEL
peptidases.

Comparison of proteolytic activity in a protein extract
from wild type plants and from the arcep2 knockout
mutants indicated a reduction of proteolytic activity to
<60 % in the atcep2 knockout mutant plant compared to
wild type (Fig. 8). AtCEP2 might therefore account for
more than 40 % of the papain-type proteolytic activity in
roots.

AtCEP2 is expressed in young primary leaves
and in the hypocotyl

The AtCEP2 reporter protein was also expressed in epider-
mis cells at the base of young leaves (Fig. 6A-C). AtCEP2
was expressed in the hypocotyl in cells of non-protrud-
ing cell files (Fig. 6A, D, E) but not in the stomata itself
(Fig. 6D, white arrows).

AtCEP2 in young seedlings is exclusively expressed
in epidermal cells and is localized to ER-derived organelles

Confocal laser scanning microscopy analysis of WT plants
co-expressing the red AtCEP2 reporter protein and a green
ER membrane protein (Cutler et al. 2000) established stor-
age of AtCEP2 in ER-derived organelles: vesicles filled
with the red AtCEP2 reporter are surrounded by a green
membrane (Figs. 6C, E, H, K and L). We found two types
of storage organelles: round ricinosome-like organelles
with their characteristic diameter of approximately 1 pm
and ER-bodies with their characteristic 10 jum long spin-
dle-shaped appearance.

Epidermis cells at the base of young leaves exhibited
the round ricinosome-like organelles; no ER-bodies were
found (Fig. 6B, C).

Epidermis cells of the hypocotyl showed exclusively
the spindle-shaped ER-bodies; no ricinosome-like orga-
nelles could be detected (Fig. 6D, E). Interestingly, cells in
the non-protruding cell files containing the stomata were
“full” of ER-bodies that could be seen due to their length
at lower magnifications. On the other hand, cells in the pro-
truding cell files where no stomata are formed exhibited no
AtCEP2-containing organelles (Fig. 6D).

In cells of the root elongation zone (Fig. 6G, H) and
in root cap cells (Fig. 6I-L), co-localization of AtCEP2
with distinct areas of the ER was observed: AtCEP2 can
be localized to ricinosome-like organelles, that is, round

bodies filled with the red AtCEP2 reporter and surrounded
by a green membrane.

A careful examination of the tissues analyzed in the
7 days old seedlings revealed that either ricinosome-like
organelles or ER-bodies harbouring mCherry-AtCEP2
were found in the same tissue; both types of organelles
labeled with AtCEP2 could not be detected in the same cell
or tissue.

Discussion

We could show that AtCEP2 is expressed in vegetative tis-
sues such as young A. thaliana seedlings, that is, in the root
cap and root elongation zone, in the non-protruding cell
files of the hypocotyl containing stomata (but not in the
stomata itself) and at the base of young leaves. We found
AtCEP2 exclusively in epidermal cells, where it is stored
in round ricinosome-like organelles or in spindle-shaped
ER-bodies as the enzymatically inactive pro-form, although
very small amounts of the mature subunit seem to present
at neutral pH. Acidification of pro-AtCEP2 results in matu-
ration, that is, cleavage of the pro-peptide and also cleav-
age between mCherry and the AtCEP2 mature protease,
indicating that the pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL
reporter is a functional construct in vivo. The similarity
to ReCysEP suggests that this pH-dependent activation is
common to KDEL-CysEPs. A small amount of the mature
AtCEP2 protease was also present, consistent with our
finding with the RcCysEP (Schmid et al. 1998): the assay
at pH7.5 with the radioactively labelled precursor of glyox-
ysomal malate dehydrogenase (pre-gMDH) as a substrate
revealed the pro-form to exhibit a very low proteolytic
activity.

The presence of a GFP-tagged ER membrane protein
showed that AtCEP2 was localized in two different ER-
derived compartments: in spherical 1 jum organelles (sim-
ilar to ricinosomes or KDEL vesicles) and in 1 x 10 pm
spindle-shaped ER-bodies. AtCEP2 was expressed exclu-
sively in epidermal cells: at the base of young leaves, in the
hypocotyl, in the root elongation zone and in the root cap
of seedlings.

Plants exhibit several organelles for transport of proteins
synthesized at the ER to their final destination. In general,
proteins for secretion are synthesized at the ER and are
modified in the ER lumen or Golgi, respectively, through
formation of disulfide bridges and glycosylation before
they reach their final destination by vesicle transport. Most
transport vesicles from the ER are coat protein II (COPII)
vesicles with a diameter of 50 nm. Plants develop various
ER-derived structures with a diameter between 200 nm
and 1 pwm for protein storage (Hara-Nishimura et al. 2004;
Herman and Schmid 2004). Monocotyledons produce
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100 pm

“protein bodies (PB)” for accumulation of seed storage
proteins (Herman and Larkins 1999; von Wettstein 2007).
“Precursor-accumulating (PAC) vesicles™ in the maturing
cotyledons of pumpkin (Cucurbita maxima) are instrumen-
tal in the bulk transport of seed protein precursors (Hara-
Nishimura et al. 1998, 2004).

The “ER body” is a unique organelle of Brassicales
plants (for a recent review see Yamada et al. 2011). ER
bodies are spindle-shaped structures surrounded by a
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single membrane with attached ribosomes. With a size of
10 pm long and 1 pwm wide, they are the largest ER struc-
ture in plants. ER bodies can be categorized into two types
in Arabidopsis: seedling and root ER bodies, and wound-
inducible ER bodies. Arabidopsis seedlings accumulate ER
bodies in the epidermis. ER bodies are found in cotyledons
and hypocotyl, where they disappear with the progres-
sion of senescence, and in root tissues, where ER bodies
are constitutively accumulated; when plants are wounded,
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<« Fig. 6 Sub-cellular co-localization of mCherry-AtCEP2 and a GFP-
ER membrane protein in epidermis cells at the base of young leafs, in
the hypocotyl and in the root cap of Arabidopsis thaliana seedlings.
A Light micrograph (differential interference contrast) of an Arabi-
dopsis seedling. Blue boxes indicate representative tissues, where the
enlarged images (B-E) can be found. B, C mCherry-AtCEP2 at the
base of young leafs is stored in round, ricinosome-like ER-derived
vesicles; B red channel showing mCherry-AtCEP2; C merge of red
mCherry-AtCEP2 and green ER membrane protein. D mCherry-
AtCEP2 is observed in epidermis cells of the hypocotyl only in cell
files including the stomata (white arrow); the upper part shows the red
channel and differential interference contrast, the lower part shows the
red channel only. E Enlargement of the tissue boxed in (D) elucidates
the co-localization of mCherry-AtCEP2 and the GFP-ER membrane
protein in spindle-shaped ER-derived vesicles resembling ER-bodies.
F Roots exhibits a distinct and characteristic two band pattern; the
upper band seems to mark the root elongation zone, whereas the signal
in the root tip is localized in the latest root cap cells. G, H Co-locali-
sation of mCherry-AtCEP2 with distinct areas of the ER is observed.
AtCEP2 is found in round ricinosome-like organelles. I, K, L AtCEP2
can be localized in the latest root cap cells to ER-derived organelles;
numerous round organelles resembling ricinosomes (Fig. 6K, white
arrows) are found that were filled with AtCEP2. A, F the blue boxes
indicate representative tissues, where the enlarged images can be
found. C, E, H the white insets represent enlargements of the white
boxed areas. K and L represent enlargements of the tissue boxed in
L. Stacks of images were obtained. D, F: Step size 1 um; insets in F.
single images. B, C, E, G, H, I, K step size 0.5 pm

the accumulation of ER bodies increases (Matsushima
et al. 2002). ER bodies have specific membrane proteins
termed “membrane protein of endoplasmic reticulum
body 1” (MEB1) and MEB2 that localize to the ER body
membrane but not to the ER network; MEBI and MEB2
are suggested to be metal transporters since they suppress
iron and manganese toxicity upon heterologous expression
in yeast (Yamada et al. 2013). Several B-glucosidases with
an ER retention signal were described as the main compo-
nents in the ER body, which lets suggest that ER bodies are
involved in the metabolism of glycosides such as glucosi-
nolates (Matsushima et al. 2003; Yamada et al. 2009). It is

(A)

100 pm

Fig. 7 atcep2 KO mutant plants exhibit no obvious phenotype such
as an impairment in root cap formation compared to WT plants.
atcep2 KO mutant line transformed with the non-functional reporter

0.8 1

0.6

044

0.2

relative activity (WT = 1)

0+
wT cep2
Bt —

protein
control

Fig. 8 AtCEP2 amounts to more than 40 % of the papain-type pro-
tease activity in 7 days old seedlings. Seven days old seedlings from
wild type and atcep2 knock out plants were analyzed for enzymatic
activity with the fluorescence-quenched peptide CBZ-Phe-Arg-AMC
at pH 4.5 (n = 3). For control of the protein amounts obtained and
measured in the protein extract, the protein extracts were compared
by SDS-PAGE:; a representative area is shown

suggested that the ER body is involved in defense against
metal stress as well as pathogens and herbivores (Yamada
etal. 2013).

We found ER bodies harbouring mCherry-AtCEP2 in
epidermis cells of the hypocotyl; this might indicate that
ER bodies in Arabidopsis are storage organelles not only
for B-glucosidases but also for AtCEP2. It is possible that
both enzymes may be present at the same time. On the other
hand, we found numerous AtCEP2-storing ricinosome-like
organelles in roots, but apparently no AtCEP2-storing ER
bodies, although B-glucosidase-accumulating ER bodies
should be present in root tissues. Future experiments visu-
alizing ER bodies with a luminal KDEL-tailed GFP should
clarify if ricinosomes and ER bodies are simultaneously

(B)

100 pm

protein pre-pro-3XxHA-mCherry-KDEL. A Stacks of images were
obtained with a step size of | um. B single image
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present, and if AtCEP2 is routed to only one of the orga-
nelles, depending on the cell type.

Ricinosomes were established as storage organelle for
the pro-form of KDEL-CysEPs in several plants such as
castor bean endosperm of germinating seeds and nucel-
lus of maturing seeds (Schmid et al. 1999, 2001; Green-
wood et al. 2005) and tomato anthers and imbibed seeds
(Senatore et al. 2009, Trobacher et al. 2013); in these tis-
sues, the appearance of ricinosomes and the accumulation
of KDEL CysEP are an early indicator for the final stage
of developmental PCD. Ricinosome-like organelles have
now been found for the first time in Arabidopsis. AtCCEP2
storing ricinosomes in Arabidopsis seedlings seem to be—
like ER bodies—exclusively localized in epidermal cells.
Interestingly, AtCEP2-storing ricinosome-like organelles
were found not only in the root cap as a prominent example
for developmental PCD, but mCherry-AtCEP2 containing
ricinosome-like vesicles surrounded by the GFP-labeled
ER-derived membrane were also present in the root elonga-
tion zone, where no PCD is to be expected. KDEL CysEPs
are not glycosylated (Than et al. 2004); together with the
KDEL endoplasmatic reticulum retention signal, a localiza-
tion to Golgi bodies or the TGN is not to be suggested.

ER bodies are suggested to be involved in defence
against biotic and abiotic stress. A role for KDEL-CysEPs
and ricinosomes in pathogen defense, for example against
biotrophic fungi, cannot be excluded. Depending on the
developmental stage or the necessity for pathogen defense
of the plant, ricinosomes could be the storage organelle not
only for KDEL CysEPs but also for other, yet unknown
enzymes. For example, ricinosomes in the nucellus of
young maturing castor bean seeds exhibit a grape-like
structure and contain a diverse spectrum of proteins in addi-
tion to the KDEL CysEP (Greenwood et al. 2005), whereas
the matrix enzymes of ricinosomes in the endosperm of
germinating castor bean seeds obviously mainly consist of
KDEL-CysEP (Schmid et al. 2001).

An alternative pathway for transfer of proteases from
the ER via the Golgi apparatus to vacuoles prior to PCD
has been identified in the endothelium cells of maturing
Arabidopsis seeds (Ondzighi et al. 2008). The endothe-
lium is the layer of cells that surrounds the endosperm
and undergoes PCD during embryogenesis. A protein
disulfide isomerase with a C-terminal KDEL ER retrieval
signal (PDIS5) is transferred together with a cysteine pro-
tease without the KDEL motif via the Golgi into lytic and
protein storage vacuoles. It is suggested that the KDEL-
tailed PDIS functions as a chaperone for transporting pro-
teases from the ER to their site of action and prevents their
premature activation. Because PDIS carries a KDEL ER
retrieval signal, it remains to be seen how the ER retrieval
signal is silenced during the transport of PDI5 through
the Golgi apparatus (Ondzighi et al. 2008). This transport
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pathway, however, is not prominent for KDEL-CysEPs.
Furthermore, there is no need for inhibition by a protein
disulfide isomerase during transport or storage, since
KDEL CysEPs are present in ricinosomes as the enzymati-
cally inactive pro-form.

Catabolic processes occur in plant senescence/PCD
and involve various hydrolytic enzymes for macromole-
cule degradation. The papain-like cysteine protease RD21
(RESPONSIVE TO DESICCATION 21) contains a C-ter-
minal granulin domain (Yamada et al. 2001). RD21 is pre-
sent in ER bodies and the vacuole (Yamada et al. 2001;
Carter et al. 2004). RD21-like proteases play a role in
plant immune responses. The Arabidopsis nuclease BFN1
is induced during both senescence and developmental
PCD (Perez-Amador et al. 2000; Farage-Barhom et al.
2008). BEN1 was localized in filamentous, ER-derived
structures as storage compartments scattered through-
out the cytoplasm in young leaves (Farage-Barhom et al.
2011). These BFNI-containing filaments clustered and
wrapped around the nuclei in the progress of senescence.
At the final stage of senescence, when the leaves turned
yellow, most of the filaments had disappeared and the
nuclease was localized within vesicles that seemed to
be derived from the clustered filaments. The filamentous
structures may serve as storage and transport compart-
ments bringing the nuclease to its substrate (Farage-Bar-
hom et al. 2011).

Hydrolytic enzymes such as proteases and especially
KDEL CysEPs, glucosidases or nucleases are thus stored
in ER-derived organelles and are released during develop-
mental PCD or upon biotic stress/wounding. In addition,
the concrete function of AtCEP2 stored in ricinosomes or
ER bodies might be diverse. The expression of AtCEP2
in root cap formation might suggest a function in the final
stage of developmental PCD. The presence of pro-AtCEP2
at the basis of young leaves, in the hypocotyl and in the
root elongation zone, on the other hand, might indicate a
function for AtCEP2 in loosening the cell wall for exten-
sion and/or tissue remodelling by dismantling the exten-
sin scaffold. Due to their ability to cleave at glycosylated
hydroxyl-proline, KDEL CysEPs might not only support
the cell collapse in the final stage of PCD, but also serve
in cell elongation. Ricinosomes and the related KDEL
vesicles (KV; Toyooka et al. 2000; Okamoto et al. 2003)
seem to be instrumental in the efficient transport of KDEL
CysEPs for diverse purposes such as storage mobilization,
PCD or tissue remodeling.

Interestingly, AtCEP2 was expressed in the hypoco-
tyl epidermis in cell files containing stomata (and not in
the stomata itself) but not in cell files without stomata. In
Arabidopsis, epidermal cells in the hypocotyl are organized
in files that run parallel to the long axis of the seedling.
Files consisting of non-protruding cells are placed outside
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two cortical cell files, whereas that consisting of protruding
cells overlay a single cortical cell (Gendreau et al. 1997;
Berger et al. 1998). Stomatal development progresses
from the upper to the basal part of the hypocotyl with no
stomata formed in the basal third of the embryonic stem
(Berger et al. 1998). Stomata only develop in epidermal
files located outside two cortical cells (Berger et al. 1998;
Hung et al. 1998). Only cell elongation, but no cell division
occurs in the hypocotyl, except the stomata that derive from
mother cells by cell division. Cell wall weakening neces-
sary for cell elongation might be assisted by AtCEP2. It is,
however, unclear why ricinosomes were found exclusively
in the non-protruding cell files containing the stomata and
not in the protruding cell files. The underlying regulation or
function needs further investigation.

No obvious atcep2 knockout phenotype in young seed-
lings was found, especially not in root cap formation. The
atcep2 knockout phenotype indicates functional redun-
dancy with other proteases necessary for PCD. A dual
role in developmental PCD as well as in pathogen defense
is established for vacuolar processing enzymes (VPEs)
(Hara-Nishimura et al. 2005). VPEs (C13 legumain fam-
ily) are asparaginyl endopeptidases cleaving their substrate
C-terminal to Asp and Asn residues. Arabidopsis has four
VPE genes (a-VPE, B-VPE, y-VPE und §-VPE). VPEs are
localized in the vacuole, thus participating in the vacuole-
mediated PCD typical for plants. VPE could be a key mol-
ecule in plant PCD by disrupting the vacuole. Similar to
KDEL-CysEPs, VPEs are specific for plants. Metacaspases
are cysteine-dependent proteases found in protozoa, fungi
and plants. They lack Asp specificity and cleave their tar-
gets after Arg or Lys residues. Metacaspases are essential
for normal physiology of non-metazoan organisms; they
are involved in programmed cell death, stress and cell pro-
liferation (for review see: Tsiatsiani et al. 2011; Lam and
Zhang 2011).

The strong tissue specific expression of ArCEPI,
AtCEP2 and AtCEP3 does not suggest redundancy among
Arabidopsis KDEL CysEPs (Helm et al. 2008), although
this cannot be excluded since AtCEP! or AtCEP3 are
slightly up regulated in afcep2 mutants. Future experi-
ments with double knockout mutant plants expressing the
appropriate functional or non-functional reporter-AtCEP
fusion proteins should elucidate if the third AtCEP is now
expressed in the affected tissues.
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Figure S1: Cloning strategy in pGreen 0179 for expression of the fusion protein pre-pro-
3xHA-mCherry-AtCEP2-KDEL under control of the endogenous AtCEP2 promoter.

DNA sequence:
GGTACCagtagagtcacttccaagaaactaggaaacatcaaaccacgtcgttgcattttggggatcttatgaaat
acacaagcttatacaaaaaaaaatattataaaaaaatgaacgtatattaattcgtaattacataggcttaaaacc
aagataagatcggtacatgttgaaaatgaaaattattcaatctcctaatagaggtgagacaattatcaattcgaa
actcatacatcaatcataaaagctacaatattttctcaactccatcaattatccgtgggagtcatacaaaaaaaa
aattaaaaaaattattacatatatatgtatttttttttcagaaaagtgaaatctctttcgaacatatgaaattat
gaatattcatcaattggcctaggattacgagatcaacgtaaattatttaaataacaaaaataaaaaatatgtttce
cttgcattaggaagcatcattatccaaccacgacgccgggtattaagccaagatccattccaattattcattcat
atctactacctaaaacgacattagctttttataaagaaagtcttaacccacgatcggtgttcatatttaaatatt
acatttgttgttaaacaccaatgttatgcctaacaacttaaataaaaccgccataattgttttttattgtgtttt
tgaaaaactacttgcccgttgttatcttgtggecctgagttttttttctcttttgtttttaatatatgtagtatga
aaccacgtttcaacaaatgggctgcgccaaatgttcacgcatcttgeccttgagaattttgaataacaactaatta
gagattaaggtatggaaatgtacaaaaatcgccacgagatcctttcgtagatccacatggtattaccgggataca
tggagaaacatgttttcttaagatcagtacattactcattaaatggtcgatattagtaaattatttttgtacgta
attgctcggtgcatggtttaagacgtgtgttcttaaaagctactccaattaataatgatgctttcatgtggtgtg
gaattaaaagttttggatgcgtagtggctaatcaaaaaatcataaagttcatagtttaagcttcgaaaatgcaaa
tagcttggggatacaaaagctatctttacaaaaatcttagaaatggtggagtcttacataatcacgtgtgtgatc
caaattatagatgtaatagaagaaatttttcttgtattttcatgtattatatgcatcgcctttatcgtctacaca
tgaccaaaattttttcccattttcccatttttaatcctatacaaaagaagttttttttattgtacaaggecattag
gtcaacaatgccatggtgtgaacaactttgtctccacatttttggggacatatcttaatctaattatcgctttca
ttacttccctaagcaacaagttgcttcatcttaattttcccattattgtataaaactatccatcaaccctgacaa
atttaaacgatgaaagcctgaattattgataatgatattgatatcattatcatccaaacgatgaaagcctgaatt
attcagttttaaaaggatattcagttttctctcactgtcagctaacttagtcaaatcaaacattcataaatatat
attacacaacatatagatctataagcatgacatttataaaaccatatattataaatcttatgatttattatccta
aactatttagaaagaatatgatgggttccttattcctctcaaatgcgtgtcctagaagttccacaagtctaacca
agacgtatacacaatgatacacaataataattcattttccaaacgttgatggtatttgagtaatttcaaatctct
acagaaaaatatttctctttccctatatatatccgataccatctcattgcactttcaacctcaaacaaataacca
atcaaccaaaaaaaaaaaaaaa

'CCCTCGAGtacccatacgacgttcctgactatgegtcact
ctacccctatgacgtaccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgcttctctacgttcctc
tagaggcgtccaccatatgGTCGAC

GGATCCTTACCGTCCTC
CGTTGATTGGAGAAAGAAAGGTGCTGTCACTGAAATCAAGAAT CAAGGAAAATGTGGAAGTTGTTGGGCATTCTC
TACCGTAGCAGCTGTTGAGGGAATCAACAAGATCAAGACTAACAAACTGGTCTCACTGTCTGAACAAGAACTAGT
GGAT GTGATACTMGCMAATGAAGGTTGTAACGGAGGTCTTATGGAGATTGSMTTGAMT TCAAGAAGAA
CGGTGGTATCAC TGAAGAIAGCTATCCTTATGAAGGTAT GAIGGAAAATGCGACGCTTGAAAGGATAACGG

TTGTGGAAGAGAGCTGAACEAIGGTGTGGCAGCGGTCGGGTAE GATCT'” ;
GAGAAACTCATGGGGASCTGAATGGGGAGAGGGAGGﬁTBEAEAAAGAETGAAAGAGAGATTGATGAACCGGAAGG
GﬁGTTGCGGTAITGCGAEGGAGGGATGGTATCCGATCAAGCTATCGTCGTCTAAICC%ACCCCGAAAGACGGTGA
g§TAGatatgtgtacacattgtgtaaaaccatatcaaaggtgatcccaattccttg
ttgattcatgttgttagtttcgtcttcatgatttgattttgttgttggttttgaatttgaataaaaat
gtctcgtgttttctcGCGGCCGC
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Primers used for PCR amplification and cloning:
Primer pair 1 for amplification of the promoter and the pre-pro-sequence (2362 bp):

Sense: 5’ -cattgGGTACCagtagagtcacttccaag-3’
Tm ges.: 66°C Thit 518¢

Antisense: 5'-gtaCTCGAGggacggtaatttggataaa-3"
Tm ges.: 65°C Tm:53°C

Primer pair 2 for amplification of the 3xHA tag (132 bp):

Sense: 5'-aaaCTCGAGtacccatacgacgttectg-3"
Tm ges.: 66°C Tm:54°C

Antisense: 5’ -catGTCGACcatatggtggacgcctct-3’
Tm ges.: 65°C Tm: 52°C

Primer pair 3 for amplification of mCerry (714 bp):

Sense: 5'-atgGTCGACatgttgagcaagggcgag-3"
Tm ges.: 65°C Tm: 52°C

Antisense: 5’ -taaGGATCCcttgtacagctcgtccatg-3’
Tm ges.: 66°C Tm: 54°C

Primer pair 4 for amplification of AtCEP2 (846 bp):

Sense: 5’ —aagGGATCCttaccgtccteegttgat-3/
Tm ges.: 65°C Tm: 52°C

Antisense: 5’ -gtgGCGGCCGCgagaaaacacgagacatt-3’
Tm ges.: 68°C Tm: 51°C

Protein sequence:

LPSLEYPYDVPDYASLYPYDVPD

YASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMVD)

GSLPSSVDWRKKGAVTEIKNQGKCGSCWAFSTVAAVEG
INKIKTNKLVSLSEQELVDCDTKQNEGCNGGLMEIAFEFIKKNGGITTEDSYPYEGIDGKCDASKDNGVLVTIDG
HEDVPENDENALLKAVANQPVSVAIDAGSSDFQFYSEGVFTGSCGTELNHGVAAVGYGSERGKKYWIVRNSWGAE
WGEGGYIKIEREIDEPEGRCGIAMEASYPIKLSSSNPTPKDGD

BEE - BB - 3xi2 - B - AtCEP2 - RO

Amino acids shaded in white were introduced due to cloning strategy
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Figure S2: Cloning strategy in pGreen 0179 for expression of the non-functional fusion
protein pre-pro-3xHA-mCherry-KDEL under control of the endogenous AtCEP2
promoter.

DNA sequence:
GGTACCagtagagtcacttccaagaaactaggaaacatcaaaccacgtcgttgcattttggggatcttatgaaat
acacaagcttatacaaaaaaaaatattataaaaaaatgaacgtatattaattcgtaattacataggcttaaaacc
aagataagatcggtacatgttgaaaatgaaaattattcaatctcctaatagaggtgagacaattatcaattcgaa
actcatacatcaatcataaaagctacaatattttctcaactccatcaattatccgtgggagtcatacaaaaaaaa
aattaaaaaaattattacatatatatgtatttttttttcagaaaagtgaaatctctttcgaacatatgaaattat
gaatattcatcaattggcctaggattacgagatcaacgtaaattatttaaataacaaaaataaaaaatatgtttc
cttgcattaggaagcatcattatccaaccacgacgccgggtattaagccaagatccattccaattattcattcat
atctactacctaaaacgacattagctttttataaagaaagtcttaacccacgatcggtgttcatatttaaatatt
acatttgttgttaaacaccaatgttatgcctaacaacttaaataaaaccgccataattgttttttattgtgtttt
tgaaaaactacttgcccgttgttatcttgtggectgagttttttttctettttgtttttaatatatgtagtatga
aaccacgtttcaacaaatgggctgcgccaaatgttcacgcatcttgeccttgagaattttgaataacaactaatta
gagattaaggtatggaaatgtacaaaaatcgccacgagatcctttcgtagatccacatggtattaccgggataca
tggagaaacatgttttcttaagatcagtacattactcattaaatggtcgatattagtaaattatttttgtacgta
attgctcggtgcatggtttaagacgtgtgttcttaaaagctactccaattaataatgatgctttcatgtggtgtyg
gaattaaaagttttggatgcgtagtggctaatcaaaaaatcataaagttcatagtttaagcttcgaaaatgcaaa
tagcttggggatacaaaagctatctttacaaaaatcttagaaatggtggagtcttacataatcacgtgtgtgate
caaattatagatgtaatagaagaaatttttcttgtattttcatgtattatatgcatcgcctttatcgtctacaca
tgaccaaaattttttcccattttcccatttttaatcctatacaaaagaagttttttttattgtacaaggcattag
gtcaacaatgccatggtgtgaacaactttgtctccacatttttggggacatatcttaatctaattatcgectttca
ttacttccctaagcaacaagttgcttcatcttaattttcccattattgtataaaactatccatcaaccctgacaa
atttaaacgatgaaagcctgaattattgataatgatattgatatcattatcatccaaacgatgaaagcctgaatt
attcagttttaaaaggatattcagttttctctcactgtcagctaacttagtcaaatcaaacattcataaatatat
attacacaacatatagatctataagcatgacatttataaaaccatatattataaatcttatgatttattatccta
aactatttagaaagaatatgatgggttccttattcctctcaaatgcgtgtcctagaagttccacaagtctaacca
agacgtatacacaatgatacacaataataattcattttccaaacgttgatggtatttgagtaatttcaaatctct
acagaaaaatatttctctttccctatatatatccgataccatctcattgcactttcaacctcaaacaaataacca
atcaaccaaaaaaaaaaaaaaa

PTACCGTCCCTCGAGtacccatacgacgttectgactatgegteact
ctacccctatgacgtaccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgecttctctacgttecte
tagaggcgtccaccatatgGTCGAC

tcatgttgttagtttcgtcttcatgatttgattttgttgttggttttgaatttgaataaaaatgtcte
gtgttttctcGCGGCCGL
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Primers used for PCR amplification and cloning :
Primer pair 1 for amplification of the promoter and the pre-pro-sequence (2362 bp):

Sense: cattgGGTACCagtagagtcacttccaag
Tm ges.: 66°C Thit 518¢
Antisense: gtaCTCGAGggacggtaatttggataaa
Tm ges.: 65°C Tm:53°C

Primer pair 2 for amplification oft the 3xHA tag (132 bp):

Sense: aaaCTCGAGtacccatacgacgttcctg

Tm ges.: 66°C Tm:54°C
Antisense: catGTCGACcatatggtggacgcctct

Tm ges.: 65°C Tm: 52°C

Primer pair 3 for amplification of mCerry (714 bp):

Sense: atgGTCGACatgttgagcaagggcgag

Tm ges.: 65°C Tm: 52°C
Antisense: taaGGATCCcttgtacagctcgtccatyg

Tm ges.: 66°C Tm: 54°C

Primer pair 4 for amplification oft he KDEL-3"UTR (178 bp):

Sense-kdel aagGGATCCGGTGATGTCAAAGATGAGC
Tm ges.: 65°C Tm: 54°C
Antisense: gtgGCGGCCGCgagaaaacacgagacatt
Tm ges.: 68°C Tm: 51°C

Protein sequence:

LPSLEYPYDVPDYASLYPYDVPD

YASLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMVD)

BEE - B - son - AN - SRR

Amino acids shaded in white were introduced due to cloning strategy

237



7.1. Hierl et al., 2014

Figure S3: Anti-peptide antibodies are specific for the respective AtCEP pro-enzymes. A:
Alignment of KDEL-CysEPs from Ricinus communis and Arabidopsis thaliana (adapted from
Helm et al. 2008). The arrow { indicates the cleavage site of the pre-sequence that is co-
translationally removed during transfer into the ER; the double arrow {{ indicates cleavage of the pro-
sequence and the last 10 amino acids including the KDEL motif during maturation to the active
enzyme (Schmid et al. 1998; Than et al. 2004). Conserved amino acids are shaded. Synthetic peptides
used for immunization of rabbits are indicated in red. B: The anti-peptide antibodies are specific for
pro-AtCEP1, pro-AtCEP2 and pro-AtCEP3, respectively, overexpressed in E.coli. Lane 1 and 2,
protein extracts from E.coli harbouring the empty vector un-induced or induced, respectively. Lane 3-
S, protein extracts from E. coli over-expressing AtCEP1 (lane 3) AtCEP2 (lane 4) and AtCEP3
(lane5). Lane 5, castor bean CysEP from isolated ricinosomes. M, molecular weight marker. The

antibodies used for decoration are indicated above the westernblot.

A

1 12 100
Ricinus communis-~MQKFILLA LSLALVLA.. .ITESFDFHE KELESEESLW GLYERWRSHH TVSR IAN . KMD KP
Arabidopsis ~~MKRFIVLA LCMLMVLE.. .TTKGLDFHN KDVESENSLW ELYERWRSHH TVAR. HIHETN.KKD
Arabidopsis ~~MKKLLLIF LFSLVILQ.. .TACGFDYDD KEIESEEGLS TLYDRWRSHH SVER HVHNTN . KKN
Arabidopsis ~~MKLFFIVL ISFLSLLQ.. .ASKGFDFDE KELETEENVW KLYERWRGHH SVSR.. HVHRTN. KKN

101 W 200
R. communis T N GT...FMY.. EKVDTVEA.S G IVA VEGINQIKTN KLVSLSEQEL
Arabidopsis GDMTSEEFRR TYAGSNIKHH RMFOGEKKAT KS...EMY.. ANVNTLET.S G S VA VEGINQIRTK KLTSLSEQEL

Arabidopsis ADLTINEFKN AYTGSNIKHH RMLQGPKRGS KQ...FMYDH ENLSKLPS.S VDWRKKGAVT EIKNQGKCGG SCWAFSTVAA VEGINKIKTN KLVSLSEQEL
Arabidopsis ADITHHEFRS SYAGSNVKHH RMLRGPKRGS GG...FMY.. ENVTRVES.S VDWREKGAVT EVKNQQDC.G SCWAFSTVAA VEGINKIRTN KLVSLSEQEL

201 200
R. communis VDCDTDQNQG CNGGLMDYAF EFIKQRGGIT TEANYPYEAY D.GTCDVSKE NAPAVSIDGH LL FYSEGVFT
bide is AF EFIKEKGGLT SELVYPYKAS D.ETCDTNKE NAPVVSIDGH SVAIDAGGSD FQFYSEGVFT
is IAF EFIKKNGGIT TIDSYP’YEGI D.GKCDASKD NGVLVTIDGH /PEN LL i FQFYSEGVFT
is TYPYDSS DVQFCRANSI GGETVTIDGH LL FOLYSEGVET
301 W 387
R. communis GSCGTELDHG VAIVGYGTTI DGTKYWIVKN SWGPEWGEKG YIRMERGI.S DKEGLCGIAM EASYPIKKSS NNPSGI K SSPKDEL*CysEPAF050756

Arabidopsis GRCGTELNHG VAVVGYGTTI DGTKYWIVKN SWGEEWGEKG 1.R HKEGLCGIAM EASYPLKNSN TNPSRLS...L DSLKDEL*CEP1 AB024031
bid i SE G YIKIEREI.D EPEGRCGIAM EASYPIKLSS SNPTPKD.... GDVKDEL*CEP2 AL049659
Arabidopsis GECGTQLNHG VVIVGYGETK YVRIERGI.S AM EASYPTKLSS .TPSTHESVVR DDVKDEL*CEP3 AL049659

B

Coomassie anti CyseP anti Cep1-l anti Cep1-ll
12 3 4 scu1za4seu1zs4scu1234scu

III

anti Cep2-1 anti Cep2-ll anti Cep3- anti Cep3-ll
1234 56M1 234 56M1 2 3456M 1234 56Myp,

175
80
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Figure S4: Antibodies directed against the mature subunit of AtCEP1 cross-react with AtCEP2
A: Cloning strategy. M, L and E (shaded in green) and the His-tag (yellow) were added by cloning.

AtCEP1 (636bp)
GGAGCCGTCACTCCTGTCAAAAACCAAGGCCAATGCGGGAGTTGTTGGGCGTTTTCAACAGTTGTTGCGGTGGAA
GGGATCAACCAAATAAGAACTAAAAAGCTGACATCACTCTCAGAGCAAGAGCTAGTAGATTGTGATACAAACCAG
AACCAAGGATGCAATGGAGGTCTAATGGACCTTGCTTTTGAGTTCATCAAGGAGAAAGGAGGACTCACAAGTGAG
CTAGTGTACCCTTACAAGGCTTCTGATGAAACTTGTGACACAAACAAAGAAAATGCTCCGGTAGTTTCAATCGAT
GGACACGAAGATGTTCCTAAGAACAGCGAGGATGATCTAATGAAAGCTGTTGCTAATCAGCCTGTTTCTGTTGCT
ATTGATGCTGGAGGCTCAGACTTTCAATTCTACTCCGAGGGAGTGTTTACCGGGAGATGCGGAACAGAGCTAAAC
CATGGAGTTGCGGTAGTAGGGTATGGAACAACGATAGACGGAACAAAGTATTGGATTGTTAAGAATTCATGGGGA
GAGGAATGGGGAGAGAAAGGATACATAAGAATGCAGAGAGGGATTCGTCATAAAGAAGGACTTTGTGGTATTGCA
ATGGAAGCTTCTTATCCTCTCAAGAACTCCAACACT

CEP1 sense 5’ ~agaCATATGGGAGCCGTCACTCCTGTCAA-3 "
CEP1l anti-sense 5’ ~agaCTCGAGAGTGTTGGAGTTCTTGAGAGG-3"

Protein:
.GAVTPVKNQGQCGSCWAFSTVVAVEGINQIRTKKLTSLSEQELVDCDTNQNQGCNGGLMDLAFEFIKEKGGLTSELVYPYKA
SDETCDTNKENAPVVSIDGHEDVPKNSEDDLMKAVANQPVSVAIDAGGSDFQFYSEGVFTGRCGTELNHGVAVVGYGTTIDG
TKYWIVKNSWGEEWGEKGYIRMQRGIRHKEGLCGIAMEASYPLKNSNT.HHHHHHI

AtCEP2 (630bp)
GGTGCTGTCACTGAAATCAAGAATCAAGGAAAATGTGGAAGTTGTTGGGCATTCTCTACCGTAGCAGCTGTTGAG
GGAATCAACAAGATCAAGACTAACAAACTGGTCTCACTGTCTGAACAAGAACTAGTGGATTGTGATACTAAGCAG
AATGAAGGTTGTAACGGAGGTCTTATGGAGATTGCATTTGAATTCATCAAGAAGAACGGTGGTATCACCACTGAA
GATAGCTATCCTTATGAAGGTATCGATGGAAAATGCGACGCTTCAAAGGATAACGGCGTGCTTGTGACGATAGAT
GGGCATGAAGATGTACCCGAAAACGACGAAAATGCTCTTCTTAAGGCTGTTGCAAACCAACCTGTATCTGTTGCA
ATTGATGCTGGAAGTTCAGATTTCCAGTTTTATTCAGAGGGAGTGTTTACGGGATCTTGTGGAACAGAGCTGAAC
CATGGTGTGGCAGCGGTCGGGTATGGATCTGAGAGGGGGAAAAAGTATTGGATAGTGAGAAACTCATGGGGAGCT
GAATGGGGAGAGGGAGGCTATATAAAGATTGAAAGAGAGATTGATGAACCGGAAGGGCGTTGCGGTATTGCGATG
GAGGCATCGTATCCGATCAAGCTATCGTCG

CEP2 sense 5’ -agaCATATGGGTGCTGTCACTGAAATCAAGA-3’
CEP2 anti-sense 5’ ~agaCTCGAGCGACGATAGCTTGATCGGAT-3"

Protein:

lGAVTEIKNQGKCGSCWAFSTVAAVEGINKI KTNKLVSLSEQELVDCDTKQNEGCNGGLMEIAFEFIKKNGGITT
EDSYPYEGIDGKCDASKDNGVLVTIDGHEDVPENDENALLKAVANQPVSVAIDAGSSDFQFYSEGVFTGSCGTEL
NHGVAAVGYGSERGKKYWIVRNSWGAEWGEGGYIKIEREIDEPEGRCGIAMEASYPI KLSS.HHHHHHI

B: Westernblot analysis
o-AtCEP1
mature subunit Coomassie
46

30

23

17

kDa
MM AtCEP1 AtCEP2 MM AtCEP1 AtCEP2
mature subunit mature subunit

kDa
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Figure S5: AtCEP2 accepts proline near the cleavage site thus exhibiting the broad substrate
specificity typical for KDEL-CysEPs.

Amino acids of the entire beta-casein sequence (224 aa) including the pre-sequence (amino acid
residues 1-15) and the mature beta-casein (amino acid residues 16-224) with the cleavage sites
indicated by arrows; proline residues are shown in red.

MKVLILACLVALALA-

REL|E|ELN | VPGEIVESLSSSEESITRINKK | IE |KFQ S | EEQQQTEDELQ | DKIHPFA Q| TQS | LV YP | F
PGPIPN|S|L|PQINIPPLT Q| TPVVV|PPFL|QPEVM|G VS |KVK|E A |MAPKH|K|E |MPFPK|YPVE
PFT|ES QS| LT LT | DVENLH | LPLPLL Q| SWM|H|QPH | QPLPPTVM} FPPQSVLS | LS | Q| SKV | LPVPQ|
KJAJVPYPQ|R|D|MPIQJAF L LY }QEPVL|GPVR|GPFPIIV

Cleavage sites in beta-casein | identified by amino acid sequencing alone or in combination with
MALDI-TOF and summary of amino acids found in positions P2, P2, P1’ and P2’

KHKE |[MPFP P2 Pl P1’ P2’
PFPK|YPVE
EPFTIESQS L (14x) | D | G P (20x)
FTES§QSLT
SLTiT v o(sx) | EENEEN | r ox) | EENEEN
i1
g K (6x L (7x)
EKFQUSEEQ LTLT}DVEN {62 (e i
KFQS|EEQQQTE ENLHJLPLP P (6x) K (5x) K (4x) VvV (5x)
DELQ{DKIH PLLYQS
HPFA[QTQS 0 (5x) H (4x) vV (4x) 0 (4x)
EEACqTOSL Feo | N | G | e
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Figure S6: Expression of AtfCEP1 (At5g50260), AtCEP2 (At3g48340) and AtCEP3 (At3g48350) as
visualized by the “root expression map visualizer [www.arexdb.org/]” shown in red (middle and
right) and the Arabidopsis root template (left). The www.arexdb.org database attributes the
observed expression for the KDEL peptidase(s) to A7CEPI (middle) and AtCEP3 ( right). No data set
is available for AtCEP2 in the ATHI1 database. Comparison with our results from Pcgp)::GUS,
Peppr::GUS and Pegps::GUS plants (Helm et al., 2008) and Pegpy::pre-pro-3xHA-mCherry-AtCEP2-
KDEL, however, suggests that the ArfCEP2 expression pattern has erroneously been attributed to
AtCEPI (At5g50260, probe ID 248545_at) or AtCEP3 (At3g48350; probe ID_252368_at).

“AtCEP1” “AtCEP3”

Maturation
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Figure S7: AtCEPI and AfCEP3 transcripts are slightly up-regulated in cep2. Relative gene
expression of AICEP, AtCEP2 and AtCEP3 in wild-type (WT) and cep2 seedlings. Total RNA was
extracted from 7-day-old seedlings. Expression levels were normalized to the reference gene ACTS
and the expression in wild type was set to 1 in each experiment. Error bars: SEM.
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Table S1: Beta-casein peptides obtained by cleavage with AtCEP2

aa-position in beta-casein Peptide sequence

16 - 22 N-term - .RELEELN||V

50 - 68 Q|| SEEQQQTEDELQDKIHPFA | Q

51 - 68 S || EEQQQTEDELQDKIHPFA|Q

62 - 68 Q||DKIHPFA|Q

62 - 69 Q|| DKIHPFAQ|T

73 - 82 S| LVYPFPGPIP|N

73 - 87 S| LVYPFPGPIHNSLPQ| N

73 - 93 S| LVYPFPGPIHNSLPQNIPPLT|Q

75 - 82 V| ¥YPFPGPIP|N

75 - 83 V| YPFPGPIPN| S

75 - 84 V| YPFPGPIPNS | L

75 - 87 V| YPFPGPIPNSLPQ|N

75 - 93 V| YPFPGPIPNSLPQNIPPLT|Q

77 - 87 P||FPGPIPNSLPQ|N

94 - 108 T||QTPVVVPPFLQPEVM| G

94 - 103 T||QTPVVVPPFL|Q

94 - 111 T || QTPVVVPPFLQPEVMGVS | K

95 - 103 Q| TPVVVPPFL|Q

100 - 108 V| PPFLQPEVM| G

100 - 109 V| PPFLQPEVMG |V

100 - 111 V| PPFLQPEVMGVS || K
110 - 135 G| VSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFT | E
110 - 141 G| VSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLT || L
112 - 128 S| KVKEAMAPKHKEMPFPK || Y

112 - 135 S| KVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFT | E
112 - 137 S| KVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTES | Q
112 - 141 S| . KVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLT| L
115 - 135 K| EAMAPKHKEMPFPKYPVEPFT | E
115 - 141 K| EAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLT| L
116 - 135 E | AMAPKHKEMPFPKYPVEPFT|E
116 - 141 E || AMAPKHKEMPFPKYPVEPFTESQSLT| L
117 - 135 A|MAPKHKEMPFPKYPVEPFT| E

122 - 128 H|KEMPFEK| Y

122 - 135 H||KEMPFPKYPVEPFT | E

122 - 141 H| KEMPFPKYPVEPFTESQSLT| L

123 - 135 K| EMPFPKYPVEPFT||E

123 - 137 K| EMPFPKYPVEPFTES | Q
123 - 141 K| EMPFPKYPVEPFTESQSLT| L

124 - 135 E|MPFPKYPVEPFT|E

129 - 135 K| YPVEPFT|E

140 - 156 S| LTLTDVENLHLPLPLLQ| S

144 - 149 T|DVENLH| L

144 - 155 T||DVENLHLPLPLL||Q
144 - 166 T|DVENLHLPLPLLQ| S

150 - 156 H|LPLPLLQ| S

160 - 171 M| HQPHQPLPPTVM| F

160 - 179 M| HQPHQPLPPTVMFPPQSVLS || L

161 - 171 H| QPHQPLPPTVM| F
161 - 179 H| QPHQPLPPTVMFPPQSVLS || L

164 - 171 H|QPLPPTVM| F
182 - 191 S| QSKVLPVPQK | A

182 - 192 S||QSKVLPVPQKA ||V

182 - 198 S||QSKVLPVPQKAVPYPQR | D

182 - 203 S||QSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQ| A

182 - 205 S || @SKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAF | L
182 - 206 S||QSKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFL | L
182 - 207 S || @SKVLPVPQKAVPYPQRDMPIQAFLL| Y
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183
186
191
191
192
192
192
192
192
192
193
193
193
198
200
204
207
208
208
209
210
214
218

191
203
198
203
198
199
203
205
206
224
198
199
203
203
224
224
224
217
224
217
217
224
224

C-term

C-term
C-term
C-term

C-term

C-term
C-term

WHOKEHEHHOUODOPPPRRARRRROO <O

SKVLPVPQK || A
LPVPQKAVPYPQRDMPIQ| A
KAVPYPQR||D
KAVPYPQRDMPIQ| A
AVPYPQR| D

AVPYPQRD||M
AVPYPQRDMPIQ|A
AVPYPQRDMPIQAF| L
AVPYPQRDMPIQAFL| L
AVPYPQRDMPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV. -
VPYPQR||D

VPYPQRD |M
VPYPQRDMPIQ|A

RDMPIQ| A
MPIQAFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV. -
AFLLYQEPVLGPVRGPFPIIV. -
LYQEPVLGPVRGPFPIIV. -
YQEPVLGPVR|| G
YQEPVLGPVRGPFPIIV. -
QEPVLGPVR||G

EPVLGPVR| G
GPVRGPFPIIV. -

GPFPIIV.-
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INTRODUCTION

Programmed cell death (PCD) is a genetically determined process in all multicellular
organisms. Plant PCD is effected by a unique group of papain-type cysteine
endopeptidases (CysEP) with a C-terminal KDEL endoplasmic reticulum (ER) retention
signal (KDEL CystP). KDEL CysEPs can be stored as pro-enzymes in ER-derived
endomembrane compartments and are released as mature CysEPs in the final stages
of organelle disintegration. KDEL CysEPs accept a wide variety of amino acids at the
active site, including the glycosylated hydroxyprolines of the extensins that form the
basic scaffold of the cell wall. In Arabidopsis, three KDEL CysEPs (AtCEP1, AtCEP2, and
AtCEP3) are expressed. Cell- and tissue-specific activities of these three genes suggest
that KDEL CysEPs participate in the abscission of flower organs and in the collapse
of tissues in the final stage of PCD as well as in developmental tissue remodeling.
We observed that AtCEP1 is expressed in response to biotic stress stimuli in the leaf.
atcep1 knockout mutants showed enhanced susceptibility to powdery mildew caused
by the biotrophic ascomycete Erysiphe cruciferarum. A translational fusion protein of
AtCEP1 with a three-fold hemaglutinin-tag and the green fluorescent protein under control
of the endogenous AtCEP1 promoter (Pcep::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) rescued
the pathogenesis phenotype demonstrating the function of AtCEP1 in restriction of
powdery mildew. The spatiotemporal AtCEP1-reporter expression during fungal infection
together with microscopic inspection of the interaction phenotype suggested a function
of AtCEP1 in controlling late stages of compatible interaction including late epidermal
cell death. Additionally, expression of stress response genes appeared to be deregulated
in the interaction of atcep? mutants and E. cruciferarum. Possible functions of AtCEP1
in restricting parasitic success of the obligate biotrophic powdery mildew fungus are
discussed.

Keywords: programmed cell death, plant i cell wall

Diverse classes of proteases are involved in PCD, including

Programmed cell death (PCD) is a genetically determined, highly
regulated process in all multicellular organisms (Hadfield and
Bennett, 1997). PCD causes the loss of unpollinated ovules
and the collapse of nucellus cells; it eliminates tissues and cells
serving temporary functions during development such as the
tapetum cells in anthers, the elimination of suspensor cells con-
necting the embryo to the mother plant and dissolution of
endosperm cells in germinating castor beans (Pennel and Lamb,
1997; Olsen et al., 1999; Young and Gallie, 2000). Plants fur-
thermore limit the spread of fungal or bacterial pathogens by
rapid cell death at the site of infection through a mechanism
called the hypersensitive response (HR) (Dickman and Fluhr,
2013).

Abbreviations: CLSM, confocal laser scanning microscopy; EGFP, enhanced green
fluorescent protein; 3xHA, three-fold hemagglutinin (HA) tag; HR, hypersensitive
response.

cysteine proteases, serine proteases, aspartic proteases and metal-

loproteases (Beers, 1997; Beers et al., 2000, 2004; Schaller, 2004).
In plant PCD, special functions are described for vacuolar pro-
teases (Miintz, 2007; Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011), meta-

caspases (Lam and del Pozo, 2000; Xu and Zhang, 2009; Tsiatsiani
et al.,, 2011) or subtilisin-like proteases (Vartapetian et al., 2011).
Specific for plant PCD is a unique group of papain-type cysteine
endopeptidases (CysEPs) characterized by a C-terminal KDEL
endoplasmic reticulum (ER) retention signal (KDEL CysEPs)
with RcCysEP from castor bean (Ricinus communis) as the found-
ing member (Schmid et al,, 1998). KDEL CysEPs are not present
in mammals or fungi, but are ubiquitous in plants (IHierl et al.,
2012).

KDEL CysEPs exhibit a characteristic and unusually broad
substrate specificity. The cleavage site | within a substrate
is denoted as P2-P1-|-P1’-P2". KDEL CysEPs have a clear
preference for neutral amino acids with large aliphatic and

www.frontiersin.org

February 2014 | Volume 5 | Article 58 | 1

246



7.2. Howing et al., 2014

Howing et al.

AtCEP1 in pathogen defense

non-polar (Leu, Val, Met) or aromatic (Phe, Tyr, Trp) side-chains
in the P2 position and no clear preference in the P1 position, as
it is typical for papain-type CysEPs. Unusually, they accept pro-
line in the P1 and P1" positions (Than et al., 2004; Hierl et al.,
2013). Crystallization of the purified RcCysEP from castor bean
as the founding member of KDEL CysEPs (Schmid et al., 1998)
revealed that castor bean CysEP folds into two distinct domains
of roughly equal size, as it is usual for papain-like CysEPs. The
folding of RcCysEP is also very similar to the proline-specific cys-
teine peptidase from ginger (Zingiber officinale). The active site
cleft of RcCysEP, however, is wider when compared to the ginger
protease and papain (Than et al., 2004). RcCysEP can therefore
digest extensins with its ability to accept glycosylated hydroxy-
proline near the cleavage site (Helm et al.,, 2008). The respective
amino acids (Leu, Met, Ala, Leu, Asn, Gly), which are decisive
for this generally more open appearance of the active site cleft,
together with the amino acids defining the catalytic pocket (Cys,
His, Gln, Asn), are highly conserved among all known KDEL
CysEPs (Hierl et al,, 2012). Possibly, all KDEL CysEPs share the
same broad substrate specificity. Extensins build the basic scaf-
fold of the plant cell wall (Cannon et al., 2008), and thus KDEL
CysEPs might support final cell collapse. KDEL CysEPs seem to
have a dual set of substrates: digesting cytoplasmic components
in cells of dying tissues for recycling to the surviving parts of the
plant or in cells of germinating seedlings for mobilization of stor-
age proteins, respectively, and digesting cell wall extensins in the
final stage of PCD in support of the general cell collapse for tis-
sue break down. Furthermore, KDEL CysEPs are expressed during
tissue remodeling, possibly for clearance of dead cells and for gen-
erating space for plant organ outgrowth (Helm et al., 2008; Hierl
etal, 2013).

It is obvious that KDEL-CysEPs are found in tissues undergo-
ing PCD, especially in cells that finally collapse, such as the hypo-
geous cotyledons of Vicia sativa (Becker et al., 1997), the maturing
pods of Phaseolus vulgaris (Tanaka et al., 1991), the unpollinated
ovaries of Pisum sativum (Cercos et al., 1999), the outer integu-
ment developing into the seed coat of Phalaenopsis (Nadeau et al.,
1996), the senescing flower petals of Hemerocallis (Valpuesta et al.,
1995) and Sandersonia aurantiaca (O’Donghue et al., 2002), the
megagametophyte cells after germination of Picea glauca seeds
(He and Kermode, 2003), and the epigeous cotyledons of Vigna
mungo (Toyooka et al., 2000). KDEL CysEPs were found in the
senescing endosperm of germinating castor bean seeds (Schmid
et al,, 1999, 2001) and in the nucellus in maturing castor bean
seeds, where the endosperm expands at the expense of the nucel-
lus cells (Greenwood et al., 2005). They are expressed in both
developing and dehiscing tomato anthers (Solanum lycopersicum)
(Senatore et al., 2009) and in endosperm cells of imbibed tomato
seeds (Trobacher et al., 2013).

In Arabidopsis, three KDEL CysEPs: AtCEP1 (At5g50260),
AtCEP2 (At3g48340), and AtCEP3 (At3g48350) have been identi-
fied that are expressed in tissues undergoing PCD. Determination
of promoter activities using P-glucuronidase as reporter in
Arabidopsis transformants elucidated a remarkable tissue- and
organ-specificity: AtCEPI and AtCEP3 promoter activities were
found in generative tissues at several stages of seed and fruit devel-
opment such as AtCEP] in the abscission zone and the nectaries

of a silique or AtCEP3 in the maturing carpels. AtCEP1, AtCEP2,
and ArCEP3 promoter activities were found in vegetative tissue
such as AtCEP]I in the course of lateral root formation, AtCEP2 in
roots within the root elongation zone and the beginning root cap,
and AtCEP3 at the hypocotyl-root transition zone or in trichomes
of leaves (Helm et al., 2008; Hierl et al., 2013).

KDEL CysEP are synthesized as pre-pro-enzymes and are co-
translationally transferred into the ER, where the pre-sequence is
removed. KDEL CysEPs can be stored as enzymatically inactive
pro-enzymes in ER-derived compartments.

A spherical organelle surrounded by a single ribosome-
studded membrane with a diameter averaging 1 um was found
in senescing endosperm tissue from castor bean. This organelle
was discovered in ultrastructural and cytochemical studies inde-
pendently by two groups in 1970. It was called “dilated cisternae,”
since it seemed to develop from the ER (Vigil, 1970), or “rici-
nosome,” since it was found only in castor bean at that time
(Mollenhauer and Totten, 1970). The ricinosomes were “re-
discovered” with the identification of their marker enzyme, the
KDEL CysEP (Schmid et al., 1998). Ricinosomes with their KDEL
CysEP have been identified by immuno-electron-microscopy in
the endosperm of germinating castor bean seeds (Schmid et al,,
1999, 2001), in the nucellus of maturing castor bean seeds
(Greenwood et al., 2005), in flower petals of Hemerocallis (Schmid
etal,, 1999), in the cotyledons of Vicia sativa (Becker et al., 1997),
the unpollinated ovaries of Pisum sativum (Cercos et al., 1999),
in tomato anthers (Senatore et al., 2009) and in endosperm cells
of tomato seeds (Solanum lycopersicum) (Trobacher et al., 2013).
Hence, the accumulation of KDEL CysEPs and the appearance of
ricinosomes may be used as an early predictor of PCD.

KDEL-tailed protease-accumulating vesicles (KDEL vesicles,
KVs) in germinating mung bean (Vigna mungo) cotyledons are
similar to ricinosomes in that they accumulate the KDEL-tailed
cysteine protease SH-EP (Toyooka et al., 2000). In contrast to
ricinosomes, immunocytochemistry identified KDEL vesicles to
transport large amounts of SH-EP from the endoplasmic retic-
ulum to protein storage vacuoles. The mass transport of the
proteinase by KDEL vesicles is thus involved in the protein mobi-
lization of plants (Toyooka et al., 2000; Okamoto et al., 2003).

Interestingly, two different types of ER-derived organelles were
found in Arabidopsis seedlings for storage of KDEL CysEPs using
the mCherry-AtCEP2 reporter fusion protein (Hierl et al., 2013).
mCherry-AtCEP2 was detected in the epidermal layers of leaves,
hypocotyls and roots; in the root, it was predominantly found
in the elongation zone and root cap. Co-localization with an
ER membrane marker showed that mCherry-AtCEP2 was stored
in 10 pm long spindle shaped organelles as well as round vesi-
cles with a diameter of approximately 1 um. The long organelles
appear to be ER bodies, which are found specifically in Brassicales.
The round vesicles strongly resemble ricinosomes (Hierl et al.,
2013).

In plant microbe-interaction PCD has to be tightly controlled.
Biotrophic pathogens are restricted by PCD because they strictly
depend on living host tissue to feed from. PCD is an integral part
of the HR by which plants restrict biotrophs in particular if trig-
gered by recognition of microbial effectors. By contrast, if host
PCD is triggered by hemibiotrophic or necrotrophic pathogens,
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it may foster disease by producing dead defenseless tissue that
is easily accessible for the pathogen (Dickman and Fluhr, 2013).
Papain-type cysteine proteases are involved in plant-microbe
interactions. They are expressed in response to biotic stress and
can be direct or indirect targets of microbial virulence effectors
(Shindo and Van der Hoorn, 2008). Publicly available expres-
sion data (www.genevestigator.com; Zimmermann et al., 2004)
suggested that AtCEPI (At5g50260, probe set ID 248545_at) is
expressed in hormone response such as auxin in mutants of
the constitutive photomorphogenic9 signalosome (csn4 and csn3;
Dohmann et al., 2008) and in mutants that constitutively express
defense responses such as cpr5 (Bowling et al., 1997; Clarke et al.,
2000). AtCEP3 (At3g48350; probe set ID 252365_at) does not
exhibit such a pronounced response, and no expression data are
available for AtCEP2 (At3g48340). We hence wanted to know,
if AtCEP1 is involved in pathogen defense. Therefore, we chose
the interaction with an obligate biotrophic powdery mildew fun-
gus Erysiphe cruciferarum because it allows for observation of
quantitative disease phenotypes. We further had observed that a
certain degree of late epidermal cell death occurred in the inter-
action of Arabidopsis with E. cruciferarum and thus analyzed wild
type AtCEPI and atcep] mutant phenotypes in this interaction.
Data introduce a function for AtCEP1 in limiting susceptibility of
Arabidopsis to E. cruciferarum and suggest a role in controlling
late stages of the compatible interaction. Apparently, AtCEPI-
dependent PCD at late stages of the compatible interaction fulfills
a function in limiting parasitic growth of the fungus.

MATERIALS AND METHODS

GENERATION OF REPORTER LINES EXPRESSING
PRE-PRO-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL AND PRE-PRO-3xHA-EGFP-KDEL,
RESPECTIVELY, UNDER CONTROL OF THE ENDOGENOUS AtCEP1
PROMOTER IN THE atcep? KNOCKOUT MUTANT

For the cloning strategy of the fusion gene coding for
pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL under the control of the
endogenous promoter of AtCEPI (Pcgpy::pre-pro-3xHA-EGFP-
AtCEP1-KDEL) and the primers used see Supplemental Figure
S1. The sequence approximately 2000 bp upstream of the start
Met, that was previously shown to confer tissue specific expres-
sion (Helm et al, 2008), was used as the AtCEPI promoter
region. We placed the first three amino acids Leu-Pro-Thr of
the mature subunit C-terminal to the pro-sequence in front
of the 3xHA tag in order to ensure processing of the pro-
peptide during maturation of AtCEP1. The AtCEPI promoter
with the adjacent 5’UTR and the coding region for the pre-
pro-sequence were amplified from WT (Col0) genomic DNA
isolated by cetyl-trimethyl-ammonium bromide (CTAB) extrac-
tion (Murray and Thompson, 1980). The 3xHA tag was amplified
from pNIGEL18 (Geldner et al., 2009) and EGFP was amplified
from pEZS-CL (Cutler et al., 2000). The mature AtCEP1 subunit
with the 3’'UTR was amplified from WT (Col0) genomic DNA.
The resulting PCR products were cloned into pGREEN con-
ferring kanamycin resistance (Hellens et al., 2000; www.ac.uk).
The final plasmid construct was sequenced and transformed into
Agrobacterium tumefaciens (pGV3101) by electroporation. The
construct Pcgp; ::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL as a non-functional
reporter protein lacking the mature AtCEP] protease subunit was

obtained in an analogous manner. It comprised the endogenous
AtCEP1 promoter, the 5'UTR and the coding regions for the
N-terminal pre-pro-peptide, for the 3xHA tag and EGFP and
for the nine C-terminal amino acids of the mature AtCEP1 sub-
unit, including the ER retention signal KDEL (for cloning strategy
and primers used see Supplemental Figure S2). The resulting
PCR products were cloned into pGREEN (Hellens et al., 2000).
The final plasmid construct was sequenced and transformed into
Agrobacterium tumefaciens (pGV3101) by electroporation.

Flowers from homozygous atcepl knock out mutant plants
(SAIL_158_B06) were transformed by floral dipping (Clough
and Bent, 1998) resulting in plants expressing the func-
tional (Pcgp)::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) or non-
functional (Pcgp;:pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL) EGFP-reporter
proteins, respectively. Eight different homozygous transformants
for each construct were screened for high expression of the fusion
protein by confocal laser scanning microscopy (CLSM) and three
were chosen for further analysis.

LEAF INFECTION WITH POWDERY MILDEW AND SYMPTOMS RATING
Arabidopsis thaliana Col0 plants and the AtCEPI T-DNA inser-
tion mutants (SAIL_158_B06 and SALK_013036) as well as
atcepl knock out plants transformed with the functional reporter
(Pcgpy:pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL in SAIL_158_B06)
and atcepl knock out plants transformed with the non-functional
reporter (Pcgp;:pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL in SAIL_158_B06)
were grown in a growth chamber at 22°C and a 10-h photope-
riod with 120 jumol m~2 572 light and 65% relative humidity.
The Arabidopsis compatible powdery mildew fungus Erysiphe
cruciferarum was grown on Arabidopsis Col-0 plants and for
increased conidia production on Arabidopsis pad4 mutant plants
(Glazebrook et al., 1996) at the same conditions. Five-week-
old Arabidopsis plants were inoculated with E. cruciferarum for
macroscopy and microscopy evaluation of disease progression
with a density of 5-7 conidia mm™2. Arabidopsis susceptibil-
ity to E. cruciferarum was scored by visual examination of the
whole plant 7, 9, 11, and 13 d after inoculation. Plants were dis-
tributed in three categories of susceptibility with 0-30%, 30-60%,
and >60% diseased leaf area.

STAINING OF FUNGAL STRUCTURES WITH WHEAT GERM
AGGLUTININE-TETRAMETHYLRHODAMINE

Wheat germ agglutinin tetramethylrhodamin conjugate (WGA-
TMR, Invitrogen Molecular Probes, Germany) binds to extra-
and intracellular chitin of fungi. To investigate the development of
E. cruciferarum on Arabidopsis, inoculated leaves were harvested 5
days after inoculation and were discolored in ethanol-acetic acid
glacial (EtOH-HAg; 6:1). Before WGA-TMR staining, the leaves
were washed with HyOgeq to remove the EtOH-HAc solution and
were incubated for 6 min in PBS buffer (140 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 4.3 mM Na;HPOy, 1.5mM KH,PO4, pH7.4). The leaves
were placed into the staining solution [0.01 pg/pl WGA-TMR
(Molecular Probes, Invitrogen), 0.01 g/l BSA, PBS buffer] and
were vacuum infiltrated twice at —0,8 bar. After 24—48 h incuba-
tion in the dark at 4°C, three leaves from WT or atcepl plants each
containing 54 colonies, respectively, were analyzed by fluores-
cence microscopy (Olympus BX61TREF, Japan). The results were
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reproduced in a second independent inoculation with 48 colonies
analyzed on three leaves of WT and atcep1 plants, respectively.

CALLOSE STAINING WITH METHYL BLUE

Callose depositions in Arabidopsis cells were visualized by methyl
blue (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Germany) stain-
ing. The discolored and WGA-TMR stained leaves were rinsed
with distilled water and transferred into 67 mM K,;HPO, buffer
for 10 min followed by incubation for 3—4 h in the staining solu-
tion (0.05% methyl blue in 67mM K;HPOy) in the dark and
direct analysis by fluorescence microscope (Olympus BX61TRE,
Japan).

qRT-PCR

Primers used for qQRT-PCR are: ACT8 qRT fw: TGAGACCTTTA
ATTCTCCAGCTATG; ACT8 qRT rv: CCAGAGTCCAACACA
ATACCG; PR1 qRT fw: GATGTGCCAAAGTGAGGTGTAA; PR1
qRT rv: TTCACATAATTCCCACGAGGA; PDF1.2 qRT fw: GTT
CTCTTTGCTGCTTTCGAC; PDF1.2 qRT rv: GCAAACCCC
TGACCATGT. Total RNA was extracted from leaves before and
12h (hpi) and 1, 2, 3, and 5 days (dpi) post mildew inoculation.
Leaves were collected from at least five individual plants and total
RNA was extracted with a NucleoSpin RNA plant kit (Machery-
Nagel) and 2 g of total RNA was reverse-transcribed with an
oligo-dT primer and M-MulV Reverse Transcriptase (Fermentas)
following the manufacturers’ instructions. Quantitive real-time
PCR was performed using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
in a CFX96 Real-Time System Cycler (Bio-Rad). A 50-cycle two-
step amplification protocol (10s at 95°C, 255 at 60°C) was used
for all measurements.

BIOCHEMICAL METHODS

Leaves were harvested 0-18 dpi days post inoculation with pow-
dery mildew. A protein extract was prepared from one leaf (20—
30 mg fresh weight). The plant material was ground with mortar
and pestle under liquid N followed by the addition of loading
dye (60 mM Tris-HCI pH 6.6, 5% glycerine, 1.5% SDS, 1.5% B-
ME, 0.1% bromophenol blue final concentration), incubation for
10 min/95°C and analysation by SDS-PAGE followed by western
blot analysis with anti-HA antibodies (Roche).

CONFOCAL LASER SCANNING MICROSCOPY

CLSM (Fluoview FV 1000, Olympus, Japan) was performed using
excitation at 488nm and emission detection between 503 and
550 nm for GFP. Single pictures or stacks of pictures with 0.5 um
increments at higher resolution and 2.5 um increments at lower
resolution were made.

RESULTS

HOMOZYGOUS atcep? KNOCK OUT MUTANTS EXHIBIT ENHANCED
SUSCEPTIBILITY TO THE BIOTROPHIC FUNGUS ERYSIPHE
CRUCIFERARUM

Two AtCEPI insertion lines, SAIL_158_B06 and SALK_013036,
have the T-DNA insertion within the 3rd Exon. Both lines were
homozygous, and RT-PCR using primers that amplified the cod-
ing region (spanning the T-DNA) confirmed the knock out of
AtCEP1 (Figure 1). Wild type Col0 plants and the two homozy-
gous atcepl knock out mutants were inoculated with conidia of

©
) o>
g& - 0\'5
\\,/\ M
MM s P

actin control

atcep1 AtCEP1

FIGURE 1| Both AtCEP1 mutants SAIL_158_B06 and SALK_013036,
harboring the T-DNA insertion in the 3. exon represents loss of
function mutants. No corresponding transcript could be amplified by
RT-PCR using primers that comprise the complete coding region from 7
days old seedlings, whereas the parent Col-0 wild type expressed the gene.
wt, RFPCR on wild type RNA; wt gen, PCR on wild type genomic DNA.

the powdery mildew fungus E. cruciferarum, an obligate biotroph
that requires living cells for growth. Five week old plants were
inoculated for evaluation of disease progression. Arabidopsis sus-
ceptibility to E. cruciferarum was scored by visual examination
of the whole plant 7, 9, 11, and 13 days after inoculation. Both
independent atcepl knock out mutants lines exhibited the same
phenotype, that is enhanced susceptibility to E. cruciferarum as
compared to the parental wild type, as can be seen by visual exam-
ination of the whole plant for scoring the leaf area covered by
powdery mildew symptoms (Figure 2, Supplemental Figure S3,
see also below).

A FUNCTIONAL REPORTER CONSTRUCT COMPLEMENTS THE
PATHOGENESIS PHENOTYPE OF atcep? KNOCK OUT

We constructed the fusion genes under the control of the
endogenous AtCEP] promoter for functional (Pcgp)::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) and non-functional (Pcgp;::pre-
pro-3xHA-EGFP-KDEL) reporter constructs including EGFP
with and without the mature AtCEP1 subunit (Figure3,
Supplemental Figures S1, S2, see Materials and Methods). The
final plasmid constructs were sequenced and transformed into
Agrobacterium tumefaciens for subsequent transformation into
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atcepl knock out plants SAIL_158_B06 in order to obtain plants
expressing the functional or non-functional reporter proteins,
respectively. Eight homozygous transformants for each construct
were obtained. Three transformants for each construct exhibit-
ing the highest fluorescence were chosen for further pathogen
inoculation.

Five week old plants were inoculated with the powdery mildew
fungus E. cruciferarum and were scored for disease progression

Col-0

atcep1
SAIL_158_B06

atcep1
SALK_013036

FIGURE 2 | Homozygous atcep knock out mutants with a -DNA
insertion in the 3. Exon exhibit enhanced susceptibility upon leaf

i lation with the bi phic fungus Erysiphe cruciferarum. Leaves
are shown 11 days post low density inoculation.

AtCEP1 in pathogen defense

by visual examination of the whole plant 9, 11, and 13 days
post inoculation: Plants were distributed in the three categories
of susceptibility with less than 30%, 30-60%, and more than
60% of infected leaf area (Figure 4A). Significantly more plants
of the atcepl knock out line SAIL_158_B06 were classified in
the category with >60% diseased leaf area compared to Col0
control plants. This was particularly obvious at later stages of
the interaction, resulting in a super-susceptibility phenotype of
the mutants. By contrast, atcepl knock out plants transformed
with the functional reporter construct reporter Pcgp;::pre-pro-
3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL exhibited a similar basal resistance
to E. cruciferarum as compared to wild type Col0 plants thus
proving the functionality of the reporter protein and comple-
mentation of the mutant phenotype. On the other hand, atcep!
knock out plants transformed with the non-functional reporter
construct reporter Pcgp;:pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL behaved
similar to the original atcepl knock out plants in showing super-
susceptibility (Figure 4B).

EGFP-AtCEP1 EXPRESSION CORRELATES WITH THE APPEARANCE OF
LEAF SYMPTOMS DURING INFECTION WITH POWDERY MILDEW

For detection of AtCEP1 protein expression, we scored the
appearance of AtCEP1 on total protein extracts from infected
leaves of atcepl knock out plants transformed with the func-
tional reporter Pcgp)::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL that
are comparable to wild type Col0 plants and atcepl knock out
plants transformed with the non-functional reporter Pcgp; ::pre-
pro-3xHA-EGFP-KDEL that are comparable to atcepl knock
out plants by immunoblot analysis with anti-HA antibodies
(Figure 5). Pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL was detectable from
day 9 on post inoculation and disappeared after day 15. Typically,
two distinct protein bands are recognized by the anti-HA anti-
bodies. Both proteins exhibit with molecular masses smaller
than the 80kDa marker the expected sizes based on their
sequence with a calculated mass of 72.03 kDa and thus proba-
bly represent the intact pro-form of AtCEP1 with the C-terminal

pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL and the non-functional reporter
protein pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL expressed under the control of the

1 21922 1219128 176 ¥177 414 % 415 hd 648

pre | pro |3xHA EGFP AtCEP1 -
1 21922 127 132 176 177 414 415 41
pre | pro 3xHA EGFP
posttransiational
processing processing processing

1 20921 125%126 hd 360

pre pro RcCysEP
FIGURE 3 | Sch p of the fi reporter protein d AtCEP1 p Both constructs were transformed into

atcep1 knock out mutant line SAIL_158_B06. Pre-pro-RcCysEP is shown for
comparison. Red arrows indicate proven or predicted protein cleavage sites.
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FIGURE 4 | Disease symptoms of wild type and atcep? mutant plants
(SAIL_158_B06) upon leaf infection with Erysiphe cruciferarum spores.
Wild type Col0 plants and atcep1 (SAIL_158_B06) plants transformed with
(Continued)

FIGURE 4 | Continued

the functional construct P¢gp ::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL that are
comparable to wild type plants, and atcep? mutant plants (SAIL_158_B06)
transformed with the non-functional reporter Pcepy ::pre-pro-3xHA-EGFP-
KDEL that are comparable to atcep1 knock out plants were infected with
E. cruciferarum and disease symptoms were scored after visual inspection
of the whole plant 9, 11, and 13 days post inoculation (dpi). Infected leaf
were distributed in the three categories <30%, 30-60%, and =60%
diseased leaf area. (A) Representative leaves were excised and
photographed 11 dpi. (B) Columns marked with different letters indicate
statistically different groups according to the ANOVA- and Duncan test

(p < 0.05) and represent the frequency of plants distributed in the three
categories of susceptibility. Data represent the respective means of seven
experiments from independent inoculation events of the mutants with the
corresponding parent background control. Each experiment comprised 5
plants per line.

KDEL-motif still attached, however in different conformation.
This double band was already found for the analogous pro-3xHA-
mCherry-AtCEP2-KDEL reporter protein (Hierl et al., 2013). The
non-functional reporter protein pro-3xHA-EGFP-KDEL was also
detectable from day 7 post inoculation on and was found until
day 18 post inoculation (Figure 5).

CELLS ATTACKED BY ERYSIPHE CRUCIFERARUM EXPRESS
EGFP-AtCEP1 IN THE ENDOPLASMIC RETICULUM AND ACCUMULATE
IT AROUND HAUSTORIA

To investigate the subcellular localization of AtCEP1 in vivo, we
analyzed complemented mutant plants (atcepl knock out plants
transformed with the functional reporter Pcgp;::pre-pro-3xHA-
EGFP-AtCEP1-KDEL) during interaction with E. cruciferarum
(12dpi) by CLSM (Figure 6). Without inoculation, we never
detected the functional EGFP fusion of AtCEP1. 12 dpi, the
EGFP-AtCEP1 fusion protein displayed localization within the
entire endoplasmatic reticulum of cells that were successfully
penetrated by the fungus and accumulated especially around
established haustoria (Figures 6A-C). A strong labeling around
haustoria was also observed at the haustorial plane, where the
network of the endoplasmic reticulum seemed to be very dense
(Figures 6D-F).

WILD TYPE PLANTS EXHIBIT SIGNIFICANTLY MORE DEAD EPIDERMAL
CELLS AND LESS ESTABLISHED HAUSTORIA AS COMPARED TO atcep?
MUTANTS UPON INOCULATION WITH ERYSIPHE CRUCIFERARUM

Visual examination of wild type and atcep] mutant plants upon
infection with E. cruciferarum suggested a role for AtCEP1 in
restricting the development of a biotrophic fungus (Figure 4,
Supplemental Figure S3). To assess the atcepl knock out phe-
notype on a microscopic level we used two different labels: red
fluorescent wheat germ agglutinin that stains the chitin of fun-
gal hyphae and methyl blue that stains the callose at papillae and
encasements of established haustoria as well as whole cells that die
in the course of epidermal HR-like cell death (Figure 7). At 5dpi,
fungal colonies on the wild type were grown to a size that about 24
haustoria were established per single fungal colony. In an average
colony, 17 fungal attempts to penetrate were associated with local-
ized callose depositions (papillae) without a visible haustorium.
More than 19 cells per fungal colony displayed whole-cell cal-
lose deposition indicative of cell death, which was associated with
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FIGURE 5 | Pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL and pro-3xHA-EGFP-KDEL,
respectively, are detectable from 9 days post inoculation (dpi) on
upon leaf inoculation with Erysiphe cruciferarum. Immunoblots with
anti-HA antibodies on total protein extracts from leaves of “wild type”
plants (atcep? SAIL_158_B06 transformed with the functional construct
Pcepy ::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) and atcep? knock out plants

FIGURE 6 | Cells attacked by Erys:phe cruciferarum express

EGFP-AtCEP1 in the and it around
haustoria. Localization of EGFP tagged AtCEP1 in Erysiphe cruciferarum
attacked cells of Arabidopsis WT cells (atcep? mutant plants transformed
with the functional reporter Pcepy::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL) upon
fungal leaf inoculation 12 dpi. Brick like epidermis cells close to the main
vessel are shown; cell outlines are indicated by white dotted lines (A,D).

(A) Brightfield image of fungal structures on the leaf. Six bulbous

atcep1 fct. n-fct. fct. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fct. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet.

fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet. fet. n-fet.

5 dpi 6 dpi 7 dpi 8 dpi

14dpi  15dpi  16dpi  17dpi  18dpi

(SAIL_158_B06 and SAIL_158_B06 transformed with the
non-functional construct Pcgpy::pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL).

atcepl, SAIL_158_B06; fct, atcep? plants transformed with the
functional reporter pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL; n-fct, atcepl
plants transformed with the non-functional reporter
pre-pro-3xHA-EGFP-KDEL

10 ym

haustoria are visible in the attacked cell (arrows and arrowheads). (B)
EGFP-AtCEP1 shows localization in cortical net like structures and around
haustoria. (C) Overlay of (A,B). (D-F) Strong accumulation of
EGFP-AtCEP1 can be observed around the haustoria. Pictures display a
magnified optical section of the area marked by the blue box in the
pictures (A-C) in the level of the intracellular haustoria. Pictures are
maximum projections of 24 optical sections (A-C) or 12 optical sections
(D,E), respectively, with 0.5 um increments.
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FIGURE 7 | Wild type plants exhibit significantly more dead epidermal
cells and less ished ia as pared to atcep?

upon inoculation with Erysiphe cruciferarum. Microscopic phenotype of
powdery mildew attacked cells on Arabidopsis WT (Col0) and the atcep?
knock out mutant (SAIL_158_B06) 5 dpi. WT cells show a frequent
hypersensitive response (HR)-like reaction of penetrated cells (A-C)
whereas no HR-like reaction is observed in the atcep? mutant (D-F). (A,D)
Brightfield image of the selected areas. (B,E) Fungal structures on the leaf
surface and bulbous haustoria marked by white arrows were stained with
wheat germ agglutinine-tetramethylrhodamine. (C,F) Callose was stained
by methyl blue staining. Punctate methyl blue stained structures show
papilla/cell wall appositions and encapsulated haustoria. Completely stained
cells marked by yellow arrows indicate an HR-like cell death.

fungal infection structures, in most cases collapsed haustoria. By
contrast, the atcepl mutant displayed significantly less epider-
mal cell death (7 cells per colony) per fungal colony and at the
same time supported the development of more haustoria (37 per
colony) in living cells. Hence, the atcep]l mutants displayed a fail-
ure to restrict establishment or maintenance of fungal haustoria
under execution of an HR-like epidermal cell death (Figure 8).

PATHOGEN-RESPONSIVE GENES EXPRESSION IN atcep?

The difference in visual scoring leaf symptoms between wild
type and atcepl mutant plants was most obvious at 9 to 13 dpi.
However, differences were observed in fungal development and in
plant cell death responses at the microscopic level already at 5 dpi.
By contrast, no differences were observed in fungal development
or host defense responses at 1 dpi (data not shown). We also tested
wild type and atcepl mutants for differential expression of defense
associated genes at 12 hpi, 1dpi, 2 dpi, 3 dpi and 5 dpi. We mea-
sured relative expression of biotic stress markers PRI and PDF1.2
(Reymond and Farmer, 1998) in wild type and atcep] plants after
powdery mildew inoculation. Expression levels were normalized
to the reference gene ATCS, and expression before inoculation

AtCEP1 in pathogen defense

8

8

=WT
matcepl

number per colony
8

10

cell death

haustoria papillae

FIGURE 8 | The | cell death is supp d in cells ked by
Erysiphe cruciferarum on the atcep7 mutant 5 dpi compared to the
WT. Columns show the frequency per colony of epidermal cell death,
haustoria and papilla in cells attacked by E. cruciferarum. Data present the
mean of 54 colonies on three leaves per wild type and atcep? mutant line,
respectively. Error bars are standard deviations. Differences between wild
type and atcep1 are highly significant after two sided student's t-test

p < 0.001 (***). The results were similarly reproduced in a second
independent inoculation with 48 colonies on three leaves per WT and
atcep1 mutant line, respectively.

in each genotype was set to 1. At distinct stages of the interac-
tion, powdery mildew inoculation provoked very high induction
of PR1. PRI gene expression was attenuated in super-susceptible
atcep] mutants at 5dpi, which was coinciding with lower levels
of epidermal cell death at this time (Figures 8, 9). By contrast,
PDFI.2 expression in atcepl transiently exceeded wild type level
at 0.5 dpi and at 1 dpi (Figure9).

DISCUSSION

PCD is part of the HR, which restricts growth of biotrophic
and hemibiotrophic pathogens in both basal resistance and
in effector-triggered immunity (Dickman and Fluhr, 2013). In
plants like in animals, proteases often mediate the decisive or exe-
cuting steps of PCD. Papain-type cysteine proteases are involved
in plant-microbe interactions. They are expressed in response to
biotic stress and can be direct or indirect targets of microbial
virulence effectors (Shindo and Van der Hoorn, 2008). This sup-
ports a fundamental function of papain-type proteases in plant
defense. However, the identity and regulation of the proteases that
are functional in particular plant-microbe interactions or in spe-
cific stages of such interactions are largely unknown. We show
here that an ER-resident papain-type protease, which has been
implicated in developmental cell death and tissue remodeling, is
co-opted for a late defense reaction in a compatible interaction
with a biotrophic fungus.

We tested the ability of wild type and atcep ] mutants to restrict
growth of the biotrophic fungus E. cruciferarum to find pos-
sible evidence for a role of AtCEP1 in biotic stress responses
and for a role of late epidermal cell death in restricting para-
sitic growth of an adapted powdery mildew fungus. This revealed
super-susceptibility of two independent AtCEPI T-DNA insertion
mutants to powdery mildew. Both mutants lacked expression of
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AtCEPI and can thus be considered as loss-of-function mutants.
Basal resistance of Arabidopsis was re-constituted by a functional
but not by a non-functional complementation construct. A native
promoter functional AtCEP1-reporter construct allowed for the
detection of AtCEP1 protein accumulation during late stages of
the interaction. Together, this suggests that AtCEP1 is involved in
basal resistance of Arabidopsis to powdery mildew.

Little is known about the function and efficacy of plant defense
responses in compatible plant-pathogen interactions. Late epi-
dermal PCD, as observed here, could either be an indication of
fungal failure to maintain compatibility at the single cell level
for a long time or an effective basal defense response of the sus-
ceptible host. Our data suggest that this type of PCD is under
genetic control of the host and partially restricts fungal develop-
ment during late stages of the interaction and sporulation. It is
generally believed that in a compatible interaction of a susceptible
host with a virulent pathogen most plant immune responses are
successfully suppressed by pathogen effector molecules. Indeed,
host papain proteases, which function in defense against nema-
todes, fungi or oomycetes, are inhibited by host and pathogen
protease inhibitors that are delivered during compatible inter-
actions (Bozkurt et al.,, 2011; Lozano-Torres et al., 2012; van
der Linde et al., 2012). Partial inhibition of AtCEP1 by a pro-
tease inhibitor from E. cruciferarum or the late accumulation
of AtCEP1 protein during pathogen interaction would explain
why the pathogenesis phenotype of atcepl was of quantitative
nature. Furthermore, reporter expression of EGFP-AtCEP1 from
Pcepi::pre-pro-3xHA-EGFP-AtCEP1-KDEL was detectable but
irregular in cells penetrated by E. cruciferarum. Basal expression of
the AtCEPI gene is also low but detectable in leaves but higher in
seeds, siliques, generative tissues and parts of the root (Helm et al.,
2008 and unpublished results of the authors). Late defense-related
expression points to possible hormone regulation of AtCEP1
during pathogenesis-induced physiological perturbations rather
than expression in response to pathogen-associated molecular

patterns, which trigger early immune responses. Alternatively,
pathogenesis might have caused a loss of tissue identity.

Cells attacked by E. cruciferarum expressed EGFP-AtCEP1
in the ER and accumulated it around haustoria but not in
ricinosome-like structures or ER-bodies, in which AtCEP2 can
be found (Hierl et al,, 2012, 2013). Interestingly, mutants lack-
ing functional AtCEP1 did not show the same frequency of
cell death in attacked epidermal cells, when compared to wild
type. This suggests that AtCEP1 is required to undergo this
type of PCD during interaction with E. cruciferarum. However,
we cannot yet distinguish whether this is due to a function in
regulating epidermal PCD or in affecting the functionality of
fungal haustoria. The accumulation of ER and EGFP-AtCEP1
at the plant-fungus interface let us speculate about a possible
leakiness of the plant ER to the apoplast or to the extrahausto-
rial matrix. There are examples of plant KDEL-motif containing
ER proteins, including papain-type proteases, that have a sec-
ond destination in the apoplast or in the vacuole (Jones and
Herman, 1993; Okamoto et al., 2003). Late-endosomal multi-
vesicular compartments, which are by default delivered to the
vacuole, and the tonoplast can also fuse with the plasma mem-
brane during plant-pathogen interactions. Additionally, it is still
unclear whether the host extrahaustorial membrane is an exten-
sion of the plasma membrane or originates from an endomem-
brane (An et al, 2007; Hatsugai et al, 2009; Hiickelhoven
and Panstruga, 2011; Dickman and Fluhr, 2013; Drakakaki and
Dandekar, 2013). Hence, AtCEP1 could function in inhibiting
haustorial functions when the protein leaks into the apoplast.
Since KDEL CysEPs contain a cleavable KDEL ER retention
motif (Figure 3), which is processed during protein activation
(Than et al., 2004; Hierl et al., 2013), a novel mechanism would
need to be postulated for controlled release of proteins from
the ER.

Haustoria are likely the fungal cells, from which effector pro-
teins are released to suppress host immune responses including
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the PCD. Therefore late expression of AtCEP1 could restrict
haustorial functions in suppression of cell death. This is fur-
ther supported because the reduction of cell death events in
atcepl was accompanied by a complementary increase in haus-
toria per fungal colony. Indeed, most of the dead cells in the
wild type were successfully penetrated and contained hausto-
ria. Alternatively, AtCEP1 might directly function in epidermal
PCD. KDEL-cysteine peptidases like AtCEP1 are considered as
late-acting proteases that digest cell wall proteins during the final
stages of PCD and tissue remodeling after cellular disintegration
(Helm et al., 2008; Hierl et al., 2012). However, a sole post cell
death digestive function of AtCEP1 would not explain restriction
of fungal growth. Post-cell death tissue-clearance cannot deter-
mine the outcome of the interaction, because the fungus strictly
depends on an intact host cell for biotrophy at the single-cell level.
An alternative explanation for the phenotype would be a new
function of AtCEP1 in the initiation of epidermal cell death.

Epidermal PCD occurred late in the interaction with the
virulent powdery mildew fungus. This makes it different from
a canonical HR, which is observed early in effector-triggered
immunity and is based on specific nonself recognition. We do not
yet know whether this type of late epidermal cell death mech-
anistically resembles HR or a novel type of PCD. Additionally,
defense gene expression was altered in atcepl mutants before the
pathogenesis-related phenotype became detectable. This might
hind at a function of AtCEP1 in communication of the ER with
the nucleus in stress-related gene expression.

CONCLUSION

Our data suggest a new function of AtCEPI in late epidermal
PCD in the interaction with the powdery mildew fungus. This
PCD might possibly be a new type of PCD rather than classical
HR. Future studies will shed light on the nature and regula-
tion of this type of PCD and its role in interaction with other
pathogens. Additionally, early differential expression of stress
markers in atcepl points to a possible involvement of AtCEP1 in
crosstalk between the ER and biotic stress responses, that takes
place before cell death is observed. Apparently, the ER KDEL-
peptidase AtCEP1, which otherwise may function in develop-
mental PCD, has an additional and pivotal function in translation
of pathogenesis-related stress into leaf epidermal cell death and
pathogen defense.
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Figure S1: Cloning strategy in pGreen 0029 for expression of the fusion protein pre-pro-3xHA-
EGFP-AtCEP1-KDELunder control of the endogenous AtCEP1 promoter.

DNA sequence:
GGTACCaacgaatacatttatttttctgaaacaagatggattatcggttacagattttagaagcaaacgcaattc
atgacactgcatcctctttgtagtgatgtgatgtgcgtgttagctgtgtgtgtccgegtttatecttttttttttt
tgttacttttctcctaacttagttgttattacgtgcttttcccaatatcaagttaaatcacacacacttcccacce
accttccttcattttctttccgaaatttagcattttagtcctecttttgacaaatagtatcttectttecttaaattt
aagatctttctttagtctttagacaacagttattgtaatgtcttttagttgaatgacataagttaggccaaaata
atttgagttcaattttcaaaagcgttgatgaaagctaaaaccaatgactaaaaatgacatctaatcggctcctga
aaaccataatcagatatcatatgacaaatactaaaccaaaatttttacctttcaaataaaataatatttgcagat
agatttaaaatagtaaaggttattgaaaaaaaaatacaatagaaaaacataatattacctaatatttattacatt
ttaaaagatatatagaaaaacaaaatcttagtttcgacgatggaatttttttttttatatagaacatcacatacc
aaataactttagttctcttattgtgaaaacaatggaagaaattgactttttaaaaataattttgaaattgatttc
tttgttcacataccaaacaacttcgttttattatcgtgaaaaaaagataacgtaaatggttagccacacatgcac
ggcttttccaaattatcataaggatccatatttgtaaaagaaaaaaatacataatccacataattaatcatagtg
aggttacatgaataacagagttcctagctagtaaagataaattgttgcgtacaagttgtgctttgattaattatce
actatacgtgcttcatataaaaatgtcattttacacttatatatattaagtcatctcatcgccgactatttccca
aaatcatcaattattgttaccaagaataagaaaagtaaaatgagagagcttgcttgcgccattaaatcaacataa
agttcaattatagtttgaaatctttatgaatctccattaattaatgtatccatgtcactaaccttgaaatctttg
ttgaatcccacaagtaatcctttaaccccttttggtacttttcattacatatcgtcatcacaataacctctcacc
aatgtatctataatccctatataaacactttctctttagtcctgattaccatcaacaaactcaatcacaatcaca
agtaaatacaaaaatcaccatagaaaaat]

CTCGAGtacccatacgacgttcctgactatgcgtcac
tctacccctatgacgtaccggattatgcatccctatatccgtatgatgttccagattacgettctctacgttect
ctagaggcgtccaccatatgGTCGAC

CTGCTGCCGCTGCCGCTGCGGCAGCGGCCGGATCC!

aatctctttatattaagattaaatagacattgacaagtttgtttatgatgattgtttttttttttaaatatattt
ctttttcattaataggttatggttttcaatgtatgaagttgatgggaatcgtttgaattcgttaaatgaataaat
aaatggttttatgtGCGGCCGC
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Primer used for PCR amplification and cloning:

Primer pair | for amplification of the promoter and the pre-pro-sequence (1763 bp):
Sense: gtcGGTACCaacgaatacatttatttttc
Antisense: ctcCTCGAGggttgggagagtatttaca

Primer pair 2 for amplification of the 3xHA tag (132 bp):
Sense: aaaCTCGAGtacccatacgacgttcctg
Antisense: catGTCGACcatatggtggacgcctct

Primer pair 3 for amplification of EGFP (759 bp):
Sense: gttcctGTCGACatggtgagcaagggcgagyg
Antisense: cctgaaGGATCCggccgectgeccgecagecgge

Primer pair 4 for amplification of AtCEP1-KDEL-3’'UTR (885 bp):
Sense: aagGGATCCctcccaacctccgttgat
Antisense: gtgGCGGCCGCacataaaaccatttatttattce

Protein-Sequence:

TLEYPYDVPDYASLYPYDVPDYA
SLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMVD

BN - B - >xna - EGEE - A€CERI - [ER

Amino acids in white were introduced due to cloning strategy
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Figure S2: Cloning strategy in pGreen 0029 for expression of the fusion protein pre-pro-3xHA-
EGFP-KDELunder control of the endogenous AtCEP1 promoter.

DNA sequence:
GGTACCaacgaatacatttatttttctgaaacaagatggattatcggttacagattttagaagcaaacgcaattc
atgacactgcatcctctttgtagtgatgtgatgtgcgtgttagctgtgtgtgtccgegtttatettttttttttt
tgttacttttctcctaacttagttgttattacgtgcttttcccaatatcaagttaaatcacacacacttcccacce
accttccttcattttctttccgaaatttagecattttagtecctecttttgacaaatagtatcttetttecttaaattt
aagatctttctttagtctttagacaacagttattgtaatgtcttttagttgaatgacataagttaggccaaaata
atttgagttcaattttcaaaagcgttgatgaaagctaaaaccaatgactaaaaatgacatctaatcggctcctga
aaaccataatcagatatcatatgacaaatactaaaccaaaatttttacctttcaaataaaataatatttgcagat
agatttaaaatagtaaaggttattgaaaaaaaaatacaatagaaaaacataatattacctaatatttattacatt
ttaaaagatatatagaaaaacaaaatcttagtttcgacgatggaatttttttttttatatagaacatcacatacc
aaataactttagttctcttattgtgaaaacaatggaagaaattgactttttaaaaataattttgaaattgatttc
tttgttcacataccaaacaacttcgttttattatcgtgaaaaaaagataacgtaaatggttagccacacatgcac
ggcttttccaaattatcataaggatccatatttgtaaaagaaaaaaatacataatccacataattaatcatagtg
aggttacatgaataacagagttcctagctagtaaagataaattgttgcgtacaagttgtgctttgattaattatce
actatacgtgcttcatataaaaatgtcattttacacttatatatattaagtcatctcatcgccgactatttccca
aaatcatcaattattgttaccaagaataagaaaagtaaaatgagagagcttgcttgcgccattaaatcaacataa
agttcaattatagtttgaaatctttatgaatctccattaattaatgtatccatgtcactaaccttgaaatctttyg
ttgaatcccacaagtaatcctttaaccccttttggtacttttcattacatatcgtcatcacaataacctctcacc
aatgtatctataatccctatataaacactttctctttagtcctgattaccatcaacaaactcaatcacaatcaca
agtaaatacaaaaatcaccatagaaaaat]

CTCGAGtacccatacgacgttcctgactatgcgtcac
tctacccctatgacgtaccggattatgcatccctatatcecgtatgatgttccagattacgecttctctacgttect
ctagaggcgtccaccatatgGTCGAC

CTGCTGCCGCTGCCGCTGCGGCAGCGGCCGGATCCTITGGAL INVAAGGAT Jf8TAAattaaatctcttt
atattaagattaaatagacattgacaagtttgtttatgatgattgtttttttttttaaatatatttctttttcat
taataggttatggttttcaatgtatgaagttgatgggaatcgtttgaattcgttaaatgaataaataaatggttt
tatgtGCGGCCGC
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Primer used for PCR amplification and cloning:

Primer pair 1 for amplification of the promoter and the pre-pro-
sequence (1763 bp):

Sense: gtcGGTACCaacgaatacatttatttttc

Antisense: ctcCTCGAGggttgggagagtatttaca

Primer pair 2 for amplification of the 3xHA tag (132 bp):
Sense: aaaCTCGAGtacccatacgacgttcctg
Antisense: catGTCGACcatatggtggacgcctct

Primer pair 3 for amplification of EGFP (759 bp):
Sense: gttcctGTCGACatggtgagcaagggcgagg
Antisense: cctgaaGGATCCggccgctgeccgcagegge

Primer pair 4 for amplification of AtCEP1-KDEL-3'UTR (201 bp) :
Sense: aagGGATCCttggactcgcttaaggatg
Antisense: gtgGCGGCCGCacataaaaccatttatttattc

Protein-Seq

LEYPYDVPDYASLYPYDVPDYA
SLYPYDVPDYASLRSSRGVHHMVD,

B - S - o - EGES - (R

Amino acids in white were introduced due to cloning strategy
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Figure S3. Disease symptoms of wild type (Col0) and atcepl mutant plants (SALK_013036,
At5g50260) upon infection with E. cruciferarum spores. Disease symptoms were scored by visual
examination of the whole plant 7, 9 and 11 days after inoculation (dpi). Infected leaves were
distributed in the three categories <30%, 30-60%, and >60% diseased leaf area. A. Representative
leaves were excised and photographed 11 dpi. B. Columns represent the frequency of plants
distributed in the three categories of susceptibility. Differences between wild type and atcepl are
highly significant (***) after two sided student’s t-test, p<0.05 (¥), p<0.001 (***). Each experiment
comprised 8-10 plants per line. Data represent the respective means of five experiments from

independent inoculation events. Error bars represent standard error of the mean (SE).
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Labor des Lehrstuhls der Entwicklungsbiologie fir Pflanzen fir die jahrelange, kollegiale
Labor-Nachbarschatft.

Ein sehr grof3er Dank gilt dem SFB924 mit dem Sprecher Prof. Dr. C. Schwechheimer fir
die Finanzierung des Grofdteils meiner Arbeit sowie die zur Verfligung gestellten
Finanzmittel fir Labormaterialien und Kongresse. Darliber hinaus méchte ich mich fir die
einmalige Mdglichkeit bedanken unkompliziert und effizient mit anderen Arbeitsgruppen
des SFB924 sehr produktive Kollaborationen eingehen zu kdnnen.

Im Zuge derer mdchte ich mich bei Prof. Dr. R. Hiickelhoven fir die einmalige Mdglichkeit
bedanken, dass ich meine Arbeit in das phytopathologische Wissenschaftsfeld ausdehnen
konnte. Ich mochte mich bei Ihnen fir die vielen sehr hilfreichen, offenen und vor allem
Firchte-bringenden Diskussionsrunden bedanken. Und natirlich fir die gemeinsamen
Publikationen. Herzlichsten Dank lieber Ralph!

Darluber hinaus mdchte ich allen Mitarbeitern des Lehrstuhls fur Phytopathologie fiir die
offene, hilfreiche und zuvorkommende Art danken. Ganz besonders danke ich Caroline
Ho6fle und Tina Reiner! Danke, dass lhr mich mit ,Mehltau-Versuchen® vertraut gemacht
habt und euch immer Zeit genommen habt fir meine ,Mehltau-Probleme®.

Auch gilt mein Dank den Regensburgern des SFB924. Ich mochte mich bei Prof. Dr. T.
Dresselhaus und Dr. L. Zhou fur die spannenden Ergebnisse und die hilfreichen
Diskussionen fir meine Arbeit bedanken. Ebenso méchte ich mich bei Dr. U. Hammes
und seinem Doktoranden B. Mdller fur die bahnbrechende Immunlokalisierung bedanken!
Des Weiteren méochte ich mich bei Dr. E. Isono und M.-K. Nagel fir die Einfuhrung,
Auswertung sowie Bereitstellung von Materialien der gRT-PCR bedanken.



Ebenso gilt ein sehr gro3er Dank Dr. G. Hierl, der mich zu Beginn meiner Arbeit sehr
hilfsbereit in die Biologie der Pflanzen eingefihrt hat. Danke lieber Georg, dass du Dir
immer Zeit fir meine Probleme genommen hast! Auch danke ich Dr. E. Dolze fur die
lebensmittelchemischen Abwechslungen im Laboralltag und das sehr nette Arbeitsklima
im Buro sowie in unserem Labor! Euch beiden danke ich auch fir die gute Musik und vor
allem fir unsere gemeinsame Leidenschaft: gutes Essen!

Besonders mdochte ich meinem ,Hiwi“ M. Dann Dank aussprechen: Herzlichsten Dank
lieber Marcel fur Deine jahrelange Unterstitzung im Labor! Danke, dass Du Dir immer,
auch spontan, Zeit fur die Laborarbeiten genommen hast. Auch will ich Dir flr zahlreiche
anregende Diskussionen danken. Ich weild das sehr zu schéatzen, dass Du deutlich mehr
geleistet hast als ein normaler ,Hiwi“. Aus diesem Grund verleihe ich Dir offiziell den Titel:
Bester ,Hiwi“ aller Zeiten!

Bei C. Eltschig, C. Kornbauer und C. Heidersberger méchte ich mich ganz herzlich fur die
organisatorischen Tatigkeiten bedanken. Danke flr euren steten Rat und fiur die vielen
Sonderbestellungen.

C. Klaus, L. Held und M. Schmidt danke ich fir Ihre unermidlichen Anstrengungen die
Pflanzen zu versorgen und immer einen Platz zu finden, dass man doch noch eben schnell
was hinstellen kann.

Fur die vielen Instandhaltungsarbeiten, Sonderanfertigungen und besonders fir die netten
Gespréache im Erdgeschoss danke ich Herrn J. Reischenbeck.

Ich méchte zudem B. Seeliger und U. Schubert fir die zahllosen Ratschlage und
Hilfestellungen in Verwaltungsangelegenheiten danken.

Ebenso mdchte ich allen Doktoranden am Lehrstuhl Botanik fir die vielen Ratschlage,
aber auch fur die Ablenkungen in Form von Getranken, Essen und Raucherpausen, die
mir als Uberzeugter Nichtraucher als ,Frischluft” schnappen dienten, bedanken.

Explizit mochte ich mich fir die andauernde FulRball-Fachsimpelei der Botanik-Tipprunde
bedanken. Und wie wir alle wissen: Ich bin derjenige mit dem grof3ten Fuf3ball-
Sachverstand!

Zum Ende mdchte ich nochmals meinen gré3ten Dank insbesondere meiner Freundin, all
meinen Freunden und meiner Familie aussprechen.

Danke liebe Mama fir die stete Unterstiitzung, furs Korrekturlesen und dass Du mir immer
den Rucken freihaltst. Und Dein Fahrservice sucht seinesgleichen!

Auch vielen lieben Dank an Dich Heidi furs stéandige Korrekturlesen und vor allem dafir,
dass Du es immer wieder geschafft hast mich auf andere Gedanken zu bringen.

Zuletzt mochte ich all meinen Freunden danken: Vielen Dank fur eure Unterstiitzung vor
allem in Word-technischen Problemen. Leider kann ich nicht alle einzeln aufzahlen, aber
sei Dir sicher, wenn Du diese Danksagung liest fihle Dich auf jeden Fall angesprochen!



